Universidade
Estadual de LondRina

BRUNA COLDIBELI

VOLTAMETRIA E QUIMICA VERDE:
O USO DO ELETRODO DE DIAMANTE DOPADO COM BORO
NO DESENVOLVIMENTO DE METODOS PARA
DETERMINACAO DE FARMACOS E CORANTES

Londrina
2025



BRUNA COLDIBELI

VOLTAMETRIA E QUIMICA VERDE:
O USO DO ELETRODO DE DIAMANTE DOPADO COM BORO
NO DESENVOLVIMENTO DE METODOS PARA
DETERMINACAO DE FARMACOS E CORANTES

Tese de Doutorado apresentado a Universidade
Estadual de Londrina - UEL, como requisito
parcial para a obtencao do titulo de Doutor em
Quimica, area de concentracdo Quimica
Analitica.

Orientador: Prof2. Dr2. Elen Julciléia Roméao
Sartori Braz.

Londrina
2025



Ficha de identificaco da obra elaborada pelo autor, através do Programa de Geragio
Automatica do Sistema de Bibliolecas da UEL

Coldibeli, Bruna.
Voltametria e guimica verde: O uso do elelrodo de diamante dopado com boro
no desenvolvimento de métodos para determinag@o de farmacos e corantes /
Bruna Coldibeli. - Londrina, 2025.
131 il

Orientador: Elen Julciléia Romao Sartori.

Tese (Doutorado em Quimica) - Universidade Estadual de Londrina, Centro de
Ciéncias Exatas, Programa de Pos-Graduagio em Quimica, 2025.

Inciul biblicgrafia.

1. eletroanalise - Tese. 2. analise verde - Tese. 3. eletrodo de diamente
dopado com boro - Tese. 4. voltametria - Tese. |. Sartorl, Elen Julciléia Roméao. I
Universidade Esladual de Londrina. Centro de Ciéncias Exatas. Programa de
Pos-Graduacao em Quimica. 111 Titulo.

CDU 54




BRUNA COLDIBELI

VOLTAMETRIA E QUIMICA VERDE:
O USO DO ELETRODO DE DIAMANTE DOPADO COM BORO
NO DESENVOLVIMENTO DE METODOS PARA
DETERMINACAO DE FARMACOS E CORANTES

Tese de Doutorado apresentado a
Universidade Estadual de Londrina - UEL,
como requisito parcial para a obtencdo do
titulo de Doutor em Quimica, area de
concentragdo Quimica Analitica

BANCA EXAMINADORA

Orientador: Prof. Dr2. Elen Julciléia Roméao
Sartori Braz
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof. Dr. Lucio César de Almeida
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof. Dr. Mario Henrique Montazzolli Killner
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof. Dr. Marcos Fernando de Souza
Teixeira
Universidade Estadual Paulista — UNESP

Prof. Dr. Ricardo Francisco Brocenschi
Universidade Federal de Uberlandia — UFU

Londrina, 06 de margo de 2025.



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar agradego a Deus pelo amor incondicional, pela vida,
pela familia, pela saude e oportunidades. Agrade¢o por me guiar e proporcionar o

necessario para concretizar mais essa etapa na minha vida profissional!

Agradec¢o a minha familia por todo amor e por sempre acreditar em
mim e me incentivar a seguir o meu sonho! Minha mae Deiva, meu pai Marcelo,
minhas avos Teresa e Marli e meu avd Nilton que nunca mediram esfor¢cos para me
ajudar. Agradeco ao meu noivo Marco Aurelio por dividir a vida e sonhos comigo, sua
companhia e amor me impulsionam a sempre crescer! Também agradeco a familia do
meu noivo por me receber tdo carinhosamente e me fazer sentir parte da familia.

Vocés sao parte de quem eu sou! Amo vocés com todo meu coracgio!

A Professora Elen Sartori, minha orientadora e amiga, que com muito
carinho e dedicagcdo, me acompanhou durante sete anos de caminhada académica.
Sou imensamente grata por toda a orientagdo, ensinamentos, oportunidades
confiadas a mim no laboratorio e exemplo que me fizeram crescer como profissional

e pessoa! Muito obrigada, professora!

Aos alunos do Laboratéorio de Eletroquimica e Sensores pelo
companheirismo nos projetos e horas vagas. Juntos desenvolvemos muitos trabalhos
e aprendemos muitas coisas! Em especial, agrade¢o ao Fix e Renanzinho pelas
parcerias nos capitulos e artigos, e aos alunos que eu tive a oportunidade de participar

dos trabalhos de iniciagao cientifica, mestrado e doutorado.

Aos professores do Programa de Pdés-Graduagdao em Quimica da
Universidade Estadual de Londrina que contribuiram para minha formacao
académica. Em especial a Professora Maria Lurdes Felsner pelas valiosas aulas de
Validagao de Métodos Analiticos que muito me ajudaram no desenvolvimento desse
trabalho.

A Professora Suzana Lucy Nixdorf e ao Thiago Silva Dias por fornecer
o cromatografo e pela assisténcia nas analises cromatograficas, e ao Professor Jodo

Carlos Alves pela doacédo das amostras de agua de rio.

A Fundacdo Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel

Superior (Capes) pela bolsa de estudos concedida.



Por fim agradeco a Universidade Estadual de Londrina e a todos os
professores e funcionarios que fizeram parte da minha jornada académica ao longo

de onze anos!



RESUMO

COLDIBELI, Bruna. Voltametria e quimica verde: o uso do eletrodo de diamante
dopado com boro no desenvolvimento de métodos para determinagao de farmacos e
corantes. 2025. 130 p. Tese (Doutorado em Quimica) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2025.

Os métodos de analise sempre desempenharam um papel importante na garantia de
qualidade e seguranca de medicamentos e alimentos, como também na protegao da
saude publica e do meio ambiente, e por isso sempre foram foco de estudos ao redor
do mundo. No entanto, com as atuais preocupagdes ambientais, requisitos adicionais
relacionados com a seguranga do meio ambiente passaram também a fazer parte do
desenvolvimento de novas metodologias. Assim, a voltametria em conjunto com o
eletrodo de diamante dopado com boro (EDDB) se apresenta como uma alternativa
atraente as técnicas convencionas, pois, devido as suas caracteristicas intrinsecas,
oferecem analises simples, rapidas, de baixo custo, sensiveis, confiaveis, seguras e
verdes. Nesse sentido, foram desenvolvidos métodos voltamétricos usando o EDDB
pré-tratado catodicamente para determinacdo individual dos farmacos loperamida
(LOP) e lisinopril (LSNP), e para determinacdo simultdnea dos anti-hipertensivos
hidroclorotiazida (HCTZ) e LSNP e dos corantes alimenticios indigo carmin (INDG) e
carmoisina (CRMS). Inicialmente, estudos sobre o comportamento eletroquimico dos
analitos sobre o EDDB foram realizados, bem como sobre o efeito das condi¢des
experimentais para sua determinagdo. Curvas analiticas usando as técnicas de
voltametria de pulso diferencial (VPD) e voltametria de onda quadrada (VOQ) foram
construidas com os parametros instrumentais otimizados. Os métodos para
determinacao individual dos farmacos LOP e LSNP usando VPD apresentou
linearidade nas faixas de concentragdo de 1,50 — 21,05 ymol L' € 9,99 — 196 nmol L-
', com limites de detecgdo (LD) de 0,41 ymol L' e 3,05 nmol L', respectivamente,
enquanto que para a determinagdo simultanea dos anti-hipertensivos HCTZ e LSNP
usando VOQ apresentou linearidade nas faixas de concentracdo de 0,40 — 3,99 e
0,050 — 1,04 umol L', com LD de 0,052 e 0,012 umol L', respectivamente. As curvas
analiticas construidas usando VPD para a determinagado simultdnea dos corantes
INDG e CRMS apresentou linearidade nas faixas de concentragédo de 1,99 — 21,26 e
0,99 — 12,56 nmol L', com LD de 0,598 e 0,273 nmol L', respectivamente. A validagao
intralaboratorial foi realizada e os métodos voltamétricos demonstraram linearidade,
seletividade, precisao e exatiddao adequadas para a determinagcdo dos analitos nas
diferentes matrizes de amostras (ambientais, biolégicas, farmacéuticas e
alimenticias). Ainda, o impacto ambiental dos métodos foi avaliado demonstrando que
ambos os constituem alternativas mais verdes aos métodos analiticos convencionais
reportados na literatura.

Palavras-chave: loperamida; anti-hipertensivos; corantes sintéticos; eletroanalise;
analise verde.



ABSTRACT

COLDIBELI, Bruna. Voltammetry and green chemistry: the use of the boron-doped
diamond electrode to develop methods for determining pharmaceutics and food dyes.
2025. 130 p. Doctoral Thesis (Ph.D. in Chemistry) — State University of Londrina,
Londrina, 2025.

Analytical methods have always played an important role in ensuring the quality and
safety of medicines and food, as well as in protecting public health and the
environment, and have therefore been the focus of studies worldwide. However, with
current environmental concerns, additional requirements related to environmental
safety have also become part of the development of new methodologies. In this
context, voltammetry combined with the boron-doped diamond electrode (BDDE)
emerges as an attractive alternative to conventional techniques, as its intrinsic
characteristics offer simple, fast, low-cost, sensitive, reliable, safe, and green analyses.
Accordingly, voltammetric methods were developed using cathodically pretreated
BDDE for the individual determination of the drugs loperamide (LOP) and lisinopril
(LSNP), as well as for the simultaneous determination of the antihypertensive drugs
hydrochlorothiazide (HCTZ) and LSNP, and the food dyes indigo carmine (INDG) and
carmoisine (CRMS). Initially, studies were conducted on the electrochemical behavior
of the analytes on BDDE, as well as on the effect of experimental conditions on their
determination. Analytical curves were constructed using differential pulse voltammetry
(DPV) and square wave voltammetry (SWV) techniques, with optimized instrumental
parameters. The methods for the individual determination of LOP and LSNP using DPV
showed linearity in the concentration ranges of 1.50 — 21.05 ymol L' and 9.99 — 196
nmol L, with limits of detection (LOD) of 0.41 umol L-' and 3.05 nmol L, respectively.
For the simultaneous determination of the antihypertensive drugs HCTZ and LSNP
using SWV, linearity was observed in the concentration ranges of 0.40 — 3.99 and
0.050 — 1.04 uymol L', with LOD values of 0.052 and 0.012 umol L', respectively.
Analytical curves constructed using DPV for the simultaneous determination of the
dyes INDG and CRMS showed linearity in the concentration ranges of 1.99 — 21.26
and 0.99 — 12.56 nmol L', with LOD values of 0.598 and 0.273 nmol L', respectively.
In-house validation was performed, and the voltammetric methods demonstrated
adequate linearity, selectivity, precision, and accuracy for the determination of the
analytes in various sample matrices (environmental, biological, pharmaceutical, and
food samples). Additionally, the environmental impact of the methods was assessed,
showing that they constitute greener alternatives to conventional analytical methods
reported in the literature.

Key-words: loperamide; antihypertensives; synthetic dyes; electroanalysis; green
analysis.
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1 INTRODUGAO

As questdes ambientais sdo amplamente discutidas em diversas areas, como
economia, politica, educacdo, desenvolvimento tecnolégico e, naturalmente, na
quimica. Com o objetivo principal de reduzir ou eliminar os riscos associados as
atividades quimicas, a Quimica Verde tem sido promovida ao longo dos anos em
busca de um desenvolvimento sustentavel (Anastas, 1999).

O desenvolvimento de métodos de determinacdo tem sido foco de diversos
estudos ao longo dos anos com a constante busca por solugdes eficientes e
sustentaveis. Esses métodos desempenham papel importante na garantia de
qualidade e seguranca de medicamentos e alimentos, como também na prote¢céao da
saude publica e do meio ambiente. Assim, a validacido de métodos de analise € uma
etapa fundamental para garantir que os procedimentos fornegam resultados precisos,
reprodutiveis e adequados ao proposito desejado. Para isso, € necessario seguir
critérios estabelecidos por diretrizes de validagao internacionalmente reconhecidas,
como as da Association of Official Analytical Chemists International (AOAC) e
International  Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use (ICH), assegurando a confiabilidade e a
conformidade dos métodos com as normas exigidas (Peris-Vicente; Esteve-Romero;
Carda-Broch, 2015).

Ainda hoje, com as diferentes tecnologias e ferramentas disponiveis, o
desenvolvimento de métodos de analise e preparo de amostras que apresentem um
desempenho analitico adequado e caracteristicas verdes representa um grande
desafio para os quimicos. Alinhada aos principios da Quimica Analitica Verde a as
necessidades atuais, a voltametria surge como uma alternativa promissora devido as
suas caracteristicas intrinsecas que viabilizam o desenvolvimento de metodologias
analiticas simples, rapidas, econdmicas, seguras e ambientalmente amigaveis,
combinadas com uma sensibilidade e precisdo comparaveis aos métodos
convencionais. Por isso, tém sido amplamente utilizadas para o desenvolvimento de
métodos analiticos para diversas aplicagdes (Chauhan, 2021; Coldibeli; Sartori, 2024;
Lipskikh et al., 2018; Lu et al., 2018; Rajendrachari et al., 2022; Santos et al., 2022).

O eletrodo de diamante dopado com boro (EDDB) tem atraido grande atengao
de pesquisadores em todo o mundo devido as suas excelentes propriedades fisicas e
eletroquimicas, além do seu elevado carater verde (Kraft, 2007; Peckova; Musilova;
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Barek, 2009; Suffredini et al., 2004). Assim, o EDDB tem sido cada vez mais utilizado
na quimica analitica para o desenvolvimento de metodologias para determinacéo de
diversas espécies (Baluchova et al., 2019; Coldibeli et al., 2023; Sarakhman; Svorc,
2022). Seu uso tem mostrado resultados notaveis em termos de alta detectabilidade
com precisdo e exatiddo, simplicidade e baixo impacto ambiental (Altunkaynak; Onal;
Levent, 2023; Fix; Coldibeli; Sartori, 2024; Kozak et al., 2021; Mariano et al., 2024;
Micheletti et al., 2020).

1.1 VOLTAMETRIA E A QUIMICA VERDE
1.1.1 Introducédo a Quimica Verde

A preocupagao com o meio ambiente é um assunto tdo antigo quanto atual.
Desde a Revolugao Industrial, os impactos da atividade humana sobre a natureza
comecgaram a ser percebidos, mas foi apenas no final da década de 1960 que as
questdes ambientais ganharam maior relevancia global (Pott; Estrela, 2017). A
quimica, por sua vez, considerada uma ciéncia perigosa, foi, ao longo da historia,
frequentemente associada a diversos impactos ambientais. Nesse contexto, o
conceito de quimica verde surgiu no inicio da década 1990 como uma abordagem
cientifica voltada para reduzir ou eliminar o uso e a geragao de substancias perigosas
nos processos quimicos. Desde entdo, esse conceito foi sendo cada vez mais
popularizado, onde discussbes, e reunides e programas foram organizados em
diferentes paises para incentivar e implementar ideias relacionas a praticas mais
limpas dos processos quimicos (Lenardao et al., 2003).

Os doze principios da quimica verde, propostos por Paul Anastas e John
Warner em 1998, buscam promover a sustentabilidade, fornecendo um guia
abrangente para o desenvolvimento de novos produtos e processos quimicos. Esses
principios incentivam, por exemplo, o0 uso de matérias-primas renovaveis e a redugao
do desperdicio para minimizar os impactos ambientais (Abdussalam-Mohammed; Ali;
Errayes, 2020; Anastas; Warner, 1998).

No entanto, esses principios nao atendiam totalmente as demandas da quimica
analitica, uma vez que alguns ndo se aplicavam diretamente as necessidades da
subarea, e conceitos importantes para a quimica analitica ndo foram incluidos. Para

preencher essas lacunas, os principios da Quimica Verde foram revisados e
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complementados com novas ideias, resultando na formulagdo dos 12 principios da
Quimica Analitica Verde, apresentados por Galuszka e colaboradores em 2013
(Gatuszka; Migaszewski; Namiesnik, 2013).

Na traducéo para a Lingua Portuguesa, os principios sdo: (1) técnicas analiticas
diretas devem ser aplicadas para evitar o tratamento de amostras; (2) o uso do menor
tamanho de amostra e do menor numero de amostras possivel € um objetivo; (3)
medi¢des in situ devem ser realizadas; (4) a integracdo de processos e operagdes
analiticas economiza energia e reduz o uso de reagentes; (5) métodos automatizados
e miniaturizados devem ser priorizados; (6) a derivatizacdo deve ser evitada; (7) a
geracao de grandes volumes de residuos analiticos deve ser evitada, e a gestao
adequada desses residuos deve ser garantida; (8) métodos multi-analitos ou multi-
parametros sao preferiveis aos que analisam um unico analito por vez; (9) o consumo
de energia deve ser minimizado; (10) reagentes provenientes de fontes renovaveis
devem ser priorizados; (11) reagentes toxicos devem ser eliminados ou substituidos;
(12) a seguranga do operador deve ser aumentada (Gatuszka; Migaszewski;
Namiesnik, 2013). Assim, esses principios agora orientam o desenvolvimento e a
aplicagao de procedimentos analiticos mais verdes.

Nesse sentido, as ferramentas de métricas de verdura surgiram para auxiliar o
desenvolvimento sustentavel na Quimica Analitica, avaliando e mensurando o quao
verdes os métodos podem ser considerados, com base em seu alinhamento aos
principios da Quimica Verde (Shi et al., 2023). Na literatura, muitas ferramentas
podem ser encontradas para esse propésito (Shi et al., 2023; Shishov; Mokhodoeva,
2024), incluindo algumas amplamente reconhecidas, como a Analytical Eco-Scale
(Gatuszka et al., 2012), o Green Analytical Procedure Index (GAPI) (Ptotka-Wasylka,
2018) e o Analytical Greenness Calculator (AGREE) (Pena-pereira; Wojnowski;
Tobiszewski, 2020).

Dentre essas ferramentas, o AGREE (Pena-pereira; Wojnowski; Tobiszewski,
2020) oferece uma avaliagdo abrangente, flexivel e simples do impacto ambiental de
um meétodo. Baseado nos 12 principios da Quimica Analitica Verde, esse software
converte as caracteristicas do método em um pictograma com uma pontuagado que
reflete seu nivel de verdura, sendo que, quanto mais proximo de 1 estiver a pontuacgao,
mais verde o método é considerado. Essa métrica de verdura tem sido amplamente
explorada para avaliar o impacto ambiental de diferentes procedimentos analiticos
(Batista Junior et al., 2025; Igbal et al., 2024; Neto et al., 2024; Rafson et al., 2024).
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1.1.2 Principios Basicos de Voltametria

Alinhada aos principios da Quimica Verde e suportando o desenvolvimento
cientifico sustentavel, a voltametria tem se destacado como uma ferramenta analitica
valiosa no desenvolvimento de metodologias com caracteristicas que atendem as
demandas atuais de analises simples, rapidas, seguras, econdmicas e
ambientalmente amigaveis (Berkel; Ozbek, 2024; Hoyos-Arbelaez; Vazquez;
Contreras-Calderdn, 2017; Yanez-Sedefio; Campuzano; Pingarron, 2019).

A voltametria € uma técnica eletroanalitica baseada nas reagdes de oxidacao
e redugdo de espécies eletroativas que ocorrem na interface entre o eletrodo de
trabalho e a solugcdo. Trata-se de uma técnica dindmica com potencial controlado,
caracterizada pela geracao de corrente elétrica (Fatibello-Filho et al., 2022; Skoog et
al., 2007).

O uso da voltametria no desenvolvimento de métodos analiticos oferece
diversas vantagens devido as suas caracteristicas. Entre os principais beneficios,
destacam-se a instrumentacdo de baixo custo, a operagdo simples, a rapidez das
analises e o reduzido consumo de reagentes, especialmente solventes organicos. A
técnica também apresenta baixo consumo de energia, € capaz de analisar solugbes
coloridas e/ou contendo particulas em suspensao, frequentemente eliminando ou
simplificando o preparo das amostras. Adicionalmente, a portabilidade e a
possibilidade de miniaturizagcdo dos sistemas tornam viavel a realizagcao de analises
in situ. Outra vantagem relevante € a capacidade de realizar determinagdes
simultaneas ou sequenciais de diferentes analitos em uma mesma amostra. Somado
a essas caracteristicas, que promovem o desenvolvimento de métodos verdes, a
voltametria ainda apresenta alta sensibilidade e confiabilidade analitica, se
destacando como uma ferramenta versatil e eficiente para analise de diversos analitos
(Fatibello-Filho et al., 2022; Skoog et al., 2007).

Conforme mencionado anteriormente, a instrumentacdo para uma analise
voltamétrica é relativamente simples, composta por uma célula eletroquimica que
geralmente inclui trés eletrodos imersos em uma solugcdo de eletrélito suporte: o
eletrodo de trabalho, o eletrodo auxiliar e o eletrodo de referéncia. Essa célula é
conectada a um potenciostato, que, por sua vez, esta acoplado a um computador

responsavel pela aquisicao e processamento dos dados, como ilustrado na Figura 1.
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Figura 1 - Representagdo esquematica da instrumentagdo necessaria para uma
analise voltamétrica: (A) célula eletroquimica, (B) potenciostato e (C) computador.

(C)

(B)
(A) . ‘ R

Eletrodo de referéncia

Eletrodo de trabalho

Eletrodo auxiliar

Fonte: o préprio autor.

As medidas voltamétricas se baseiam na aplicagdo de um potencial no eletrodo
de trabalho frente ao eletrodo de referéncia, o que provoca a polarizagao da superficie
do eletrodo de trabalho e induz os processos eletroquimicos de interesse em sua
interface. Esses processos podem ser anddicos (oxidagdo) ou catoédicos (redugao).
Como resultado, a corrente elétrica que é gerada flui em direcao ao eletrodo auxiliar,
onde ocorre o processo oposto ao do eletrodo de trabalho. O eletrodo auxiliar
desempenha um papel muito importante no processo, responsavel por evitar que a
corrente elétrica flua para o eletrodo de referéncia, prevenindo assim perturbacoes
que possam afetar seu potencial. A corrente elétrica gerada é medida em fungao do
potencial aplicado, resultando no chamado voltamograma, de onde as informagdes
qualitativas e quantitativas sao extraidas. Essa corrente pode ser correlacionada com
a concentracdo da espécie quimica que € oxidada ou reduzida na superficie do
eletrodo (Brett; Brett, 1993; Fatibello-Filho et al., 2022; Skoog et al., 2007).

Na eletroanadlise, os eletrodos de referéncia mais comumente utilizados s&o o
eletrodo de prata cloreto de prata (Ag/AgCl) e o eletrodo de calomelano. Ja o eletrodo
auxiliar mais popular € uma placa de platina, embora também possam ser utilizados

eletrodos de ouro e materiais a base de carbono, como grafite e carbono vitreo
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(Fatibello-Filho et al., 2022; Kounaves, 1997; Pacheco et al., 2013).

Em relagdo ao eletrodo de trabalho, ha uma ampla variedade de materiais
disponiveis que podem ser empregados nas analises voltamétricas. Por exemplo,
entre os eletrodos metalicos, podem ser citados os eletrodos de mercurio, ligas
metalicas, amalgamas, ouro, platina e metais ndo nobres, bem como os eletrodos nao
metalicos a base de carbono, como o carbono vitreo, grafite, pasta de carbono e o
EDDB (Brett; Brett, 1993; Fatibello-Filho et al., 2022; Skoog et al., 2007).

Os diferentes tipos de eletrodos possuem caracteristicas proprias que os
diferenciam, dependendo de sua composicao. No entanto, alguns aspectos praticos e
ambientais podem ser apontados. Por exemplo, os eletrodos metalicos podem ter seu
uso limitado devido a formacéo de Oxidos, enquanto os eletrodos de mercurio, apesar
de oferecerem excelente reprodutibilidade, tém sido progressivamente substituidos
devido a sua toxicidade. Ja eletrodos de carbono vitreo s&o muito suscetiveis a
adsorcao de espécies quimicas, exigindo frequentes procedimentos de limpeza
superficial, e os eletrodos de pasta de carbono apresentam baixa durabilidade,
requerendo substituicbes frequentes da pasta (Brett; Brett, 1993; Chillawar; Tadi;
Motghare, 2015; Fatibello-Filho et al., 2022). Esses pontos elencados resultam em
procedimentos com mais etapas de limpeza, com maior geragao de residuos, menor
seguranga operacional e ambiental e, consequentemente, maior impacto ambiental.
Diferentemente, o EDDB representa uma alternativa mais ambientalmente amigavel

na eletroanalise.

1.1.2.1 Eletrodo de diamante dopado com boro como alternativa verde

O EDDB é um material amplamente reconhecido por suas propriedades unicas,
que, quando empregado como eletrodo na voltametria, pode aumentar o desempenho
analitico dos métodos de determinagao. Além disso, sua utilizagdo na eletroanalise
contribui para o desenvolvimento de métodos analiticos mais sustentaveis, alinhando-
se aos principios da Quimica Verde e promovendo praticas de baixo impacto
ambiental.

A histéria do EDDB esta intimamente relacionada com avangos tecnoldgicos
na sintese de filmes de diamante policristalinos e no controle da incorporagao de

atomos de boro na sua rede cristalina. O diamante apresenta propriedades Unicas que
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chamam atengdo de diferentes areas de pesquisa, no entanto com energia de
bandgap de 5,5 eV, é caracterizado como isolante elétrico e ndo encontra aplicagdes
na eletroquimica. No entanto, apos a dopagem com boro, ha uma diminuicdo do
bandgap para aproximadamente 0,37 eV, e o material passa a ser um semicondutor
do tipo-p, dispondo das propriedades necessarias para ser empregado como eletrodo
(Kraft, 2007).

Os filmes de diamante dopado com boro foram introduzidos em 1992 por
Fujihima e colaboradores (PATEL; HASHIMOTO; FUJISHIMA, 1992) e um ano mais
tarde, Swain e Ramesham (Swain; Ramesham, 1993) reportaram estudos
demonstrando que o material apresentava propriedades adequadas para ser
explorado na eletroanalise. Desde entdo, o EDDB tem ganhado popularidade ao redor
do mundo n&o sé para aplicagdes analiticas na determinacao de diferentes analitos
(Baluchova et al., 2019; Coldibeli et al., 2023; Peckova; Musilova; Barek, 2009;
Sarakhman; Svorc, 2022), como também na eletrossintese (Ganiyu et al., 2022;
Tatsumi; Fiorani; Einaga, 2024; Yuan et al., 2020) e degradagdo de compostos
organicos (Brosler et al., 2023; Hoang et al., 2021; Xu et al., 2023).

Esse eletrodo se destaca por suas notaveis propriedades, como alta
estabilidade eletroquimica, resisténcia a corrosao e baixa e estavel corrente de fundo,
caracteristica essa que contribui para a sensibilidade dos métodos analiticos. Além
disso, sua baixa sensibilidade ao oxigénio dissolvido elimina a necessidade de etapas
de remocgao prévia desse componente do meio (Fatibello-Filho et al., 2022; Peckova;
Musilova; Barek, 2009).

Outra vantagem marcante do eletrodo é a sua ampla janela de potencial de
trabalho, de aproximadamente 3,5 V em solugdes aquosas, abrangendo regides
anddicas e catddicas (Kraft, 2007). Essa caracteristica possibilita a determinagao de
analitos que oxidam em elevados potenciais anddicos, como por exemplo acido
acetilsalicilico (~+1,97 V) (Sartori et al., 2009), carisoprodol (~+2,03 V) (Eisele; Valezi;
Sartori, 2017) e efedrina (~+1,9 V) (Freitas et al., 2021), assim como analitos que
reduzem em elevados potenciais catédicos, como por exemplo atrazina (~-1,1 V)
(Svorc; Rievaj; Bustin, 2013).

Adicionalmente, devido a sua ampla faixa de potencial de trabalho, o EDDB
permite a determinagcdo de simultdnea de multiplos analitos, uma caracteristica
desejavel da quimica verde (Eisele; Valezi; Sartori, 2017; Moraes et al., 2017). Outro

diferencial de muita relevancia no contexto ambiental é a alta resisténcia ao
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envenenamento superficial, devido a fraca adsor¢cdo das espécies, garantindo
procedimentos analiticos mais sensiveis, simples e seguros, tanto para o operador
quanto para o meio ambiente (Peckova; Musilova; Barek, 2009).

Alguns fatores podem influenciar o desempenho eletroquimico do EDDB,
dentre eles o tipo de terminacgdes superficiais (hidrogénio ou oxigénio) e o nivel de
dopagem. As primeiras investigagdes sobre a influéncia das terminagdes superficies
nas propriedades eletroquimicas do EDDB foram realizadas no final da década de
1990 (Notsu et al., 1999; Popa et al., 1999). A partir desse momento, estudos foram
sendo realizados e propostas de tratamentos publicadas com o intuito de explorar as
propriedades do eletrodo e ampliar cada vez mais suas aplicagdes (Lourencao et al.,
2020). Atualmente, as terminag¢des superficiais do EDDB sdo comumente controladas
por pré-tratamento eletroquimico em meio aquoso, podendo ser realizada pela
polarizacdo anddica do eletrodo na regidao da evolugao de oxigénio (pré-tratamento
anddico, PTA) para insergao de grupos funcionais contendo oxigénio na superficie do
material e pela polarizagéo catddica do eletrodo na regido da evolugéo de hidrogénio
(pré-tratamento catédico, PTC) para devolver os atomos de hidrogénios para a
superficie do material (Fatibello-Filho et al., 2022).

A literatura disponivel demonstra que a resposta voltamétrica das espécies €
influenciada pela composicao superficial do EDDB (Lourencao et al., 2020), e por isso,
€ de extrema importancia avaliar o efeito do tipo das terminagdes superficiais do
eletrodo na espécie em estudo durante o desenvolvimento de métodos voltamétricos
de analise. Ainda, vale destacar alguns casos em que o tipo de pré-tratamento foi
determinante para a determinagao analitica. Por exemplo, o PTC favoreceu a
separagao entre os picos voltamétricos dos anti-hipertensivos hidroclorotiazida e
metoprolol (Salamanca-Neto et al., 2016). J& o PTA mostrou-se eficiente tanto para
promover a separacao entre os picos de oxidacao dos anti-hipertensivos cloridrato de
amilorida, besilato de anlodipino, hidroclorotiazida, e atenolol (Moraes et al., 2017),
quanto para melhorar a definicdo dos picos voltamétricos do anti-isquémico

trimetazidina (Oliveira et al., 2025).

1.2 DETERMINACAO DE FARMACOS

Os farmacos representam um grupo importante de substancias quimicas

essenciais para o tratamento e prevencao de doengas, promovendo a manutencao e
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qualidade de vida de humanos e animais. Grandes quantidades de farmacos séo
produzidas, consumidas e descartadas diariamente em todo o mundo. Por isso, é
fundamental garantir o controle de qualidade dos medicamentos, para evitar
problemas que comprometam sua eficacia e seguranca.

Além disso, apesar de sua importadncia, os farmacos sao considerados
poluentes emergentes, e a entrada desses compostos nos recursos hidricos por
diferentes vias, como esgoto doméstico, efluentes hospitalares e residuos industriais,
€ uma preocupacao crescente pois representa riscos significativos a saude publica e
a biodiversidade (Chander et al., 2016; Quesada et al., 2019). Portanto, o
desenvolvimento de métodos quantitativos confiaveis para analise desses compostos
organicos é de grande relevancia.

A quantificagdo do ingrediente farmacéutico ativo possui diversas aplicagdes
praticas, sendo essencial em varias areas. Métodos analiticos foram desenvolvidos
para sua determinagao em produtos farmacéuticos para controle de qualidade (Bitew;
Amare, 2020; Gupta et al., 2022; Kumar et al., 2023), em amostras ambientais para
detectar poluicdo e monitorar a eficacia dos tratamentos de efluentes (Coldibeli et al.,
2023; Ohoro et al., 2019; Pérez-Lemus et al., 2019; Tyszczuk-Rotko; Kozak; Czech,
2022), e em fluidos bioloégicos para estudos farmacocinéticos (Bhatia; Dass; Rath,
2022; Sura; Cvs; Rachamalla, 2022), monitoramento terapéutico (Tuzimski;
Petruczynik, 2020), exames antidoping e investigacdes forense (Xhaferaj; Naegele;
Parr, 2020).

1.2.1 Loperamida

O cloridrato de loperamida (LOP; Figura 2) € um opioide sintético amplamente
utilizado para o tratamento de diarreia. Apesar de ser sintetizado a primeira vez em
1969, seu uso clinico foi aprovado somente em 1976 pela Food and Drug
Administration (FDA). Inicialmente foi classificado no Anexo V da Lei de Substancias
Controladas dos Estados Unidos da América (schedule V of the US Controlled
Substances Act) devido ao seu potencial de abuso relacionado com as propriedades
opioides. No entanto, alguns anos mais tarde, em 1982, diante de resultados de
estudos, foi liberado e passou a ser disponivel para uso sem prescri¢ao (Stanciu;
Gnanasegaram, 2017; Wu; Juurlink, 2017).

Diferentemente de opioides como morfina e codeina, a LOP atua
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predominantemente em receptores periféricos, com baixa penetracdo no sistema
nervoso central, 0 que minimiza efeitos como sedagao, euforia e dependéncia (Kumpf,
2014; Schiller et al., 1984).

A LOP atua na reducao da motilidade gastrointestinal e no aumento do ténus
do esfincter anal, diminuindo assim a sensacgéo de urgéncia e a incontinéncia fecal
(Hardman; Limbird; Gilman, 1996). E o principal medicamento indicado para episédios
de diarreia do viajante, para o tratamento auxiliar da maioria das diarreias crénicas, e
também ¢é utilizado no manejo de colostomias ou ileostomias (Hardman; Limbird;
Gilman, 1996; Rang et al., 2012; Sweetman, 2009).

O tratamento com a LOP pode variar de acordo com a condigao, porém para
episodios de diarreia aguda, é recomendado uma dose inicial de 4 mg, seguida de 2
mg apos cada evacuagao liquida, nao ultrapassando o limite diaria de 16 mg. Ja para
casos de diarreia crénica, condi¢ao de longo prazo e muitas vezes agravada pela
alimentagao, a indicacdo segue um esquema preventivo, com doses de 2 a 4 mg
anteriormente as refeicdes e uma dose adicional para dormir em situacoes de diarreia
noturna (Schiller, 2017).

Figura 2 — Féormula estrutural da LOP
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Fonte: o proprio autor

Métodos analiticos para a determinagao de LOP ja foram descritos na literatura,
sendo principalmente baseados na técnica cromatografica (Arafat et al., 2014; Beck
et al.,, 2017; Chen et al.,, 2000; JOHANSEN; JENSEN, 2004; Kabir et al., 2017;
STREEL et al., 2005; Yu et al., 2004). Além disso, também foram relatados alguns
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métodos espectrofotométricos (El Sherif et al., 2000; Rivai; Puspita; Misfadhila, 2021;
Sabr et al., 2023; Shehab; Mohammed; Mahmood, 2021), potenciométricos (Faridbod
et al., 2012; Ibrahim et al., 2022a; Salama et al., 2020) e condutométrico (Elqudaby;
Mohamed; El Din, 2013). No entanto, no que diz respeito a voltametria, a literatura
ainda é limitada e descreve apenas trés métodos para a analise quantitativa de LOP.
Estes incluem o uso de um eletrodo de carbono vitreo (Radi; EImogy, 2004), bem
como eletrodos de pasta de carbono modificados com compésito de ZnO e a-Fe203
(Al-Qasmi et al., 2016) e com sulfadiazina de prata e ZnO (lbrahim et al., 2022b).

1.2.2 Anti-hipertensivos

A hipertensdo (popularmente conhecida como pressao alta) € um dos
problemas de saude mais comum atualmente e afeta cerca de 1,28 bilhdes de adultos
com idade entre 30 e 79 anos mundialmente (World Health Organization, 2023). Essa
condicao clinica é definida como pressédo persistentemente elevada nos vasos
sanguineos, com pressao arterial sistdlica e diastdlica = 140/90 mmHg,
respectivamente, e pode estar relacionada a varias causas, incluindo fatores
comportamentais, genéticos, metabdlicos e desconhecidos. E considerada a principal
causa de morte prematura em todo o mundo, sendo principal fator de risco para
doencgas cardiovasculares (doenca coronariana, insuficiéncia cardiaca, acidente
vascular cerebral, infarto do miocardio, fibrilagdo atrial e doenga arterial periférica),
doenca renal crénica e comprometimento cognitivo (Hardman; Limbird; Gilman, 1996;
Oparil et al., 2018; World Health Organization, 2023).

A prevencao do desenvolvimento da hipertensao esta fortemente associada a
habitos de um estilo de vida saudavel, que incluem uma alimentacao balanceada, a
pratica regular de exercicios fisicos, noites de sono adequadas, cuidado com o bem-
estar psicologico, além da abstinéncia do tabaco e do consumo excessivo de bebidas
alcodlicas. Assim, o tratamento € o conjunto desses habitos saudaveis com
intervencdo medicamentosa com agentes anti-hipertensivos quando necessario
(Golan et al., 2014; Hardman; Limbird; Gilman, 1996; World Health Organization,
2023).

Atualmente, o tratamento farmacoldgico conta com uma grande variedade de
anti-hipertensivos comercialmente disponiveis com diferentes mecanismos e locais de

acao, o que facilita a individualizacdo, a adesdo completa ao tratamento e o
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consequente sucesso na regulacao da pressao arterial (Golan et al., 2014). Diferentes
estratégias farmacologicas podem ser adotadas de maneira individualizada de acordo
com as necessidades do paciente para o controle da pressao arterial, incluindo a
monoterapia ou terapia combinada com dois ou mais medicamentos. A terapia
combinada tem se tornado popular devido a seus beneficios, como redugao dos
efeitos colaterais pela administracdo de doses menores e agao sinérgica dos
medicamentos (Golan et al., 2014; Guerrero-Garcia; Rubio-Guerra, 2018).

Alguns agentes pertencentes a classes dos anti-hipertensivos disponiveis para
a pratica médica atual sdo os inibidores da enzima conversora de angiotensina,
diuréticos, B-bloqueadores, bloqueadores dos canais de calcio e antagonistas dos
receptores de angiotensina.

O lisinopril (LSNP; Figura 3(A)) € um inibidor da enzima conversora de
angiotensina, que age no sistema renina-angiotensina, um complexo sistema
hormonal que dentre suas fungbes estd o controle da pressao arterial.
Resumidamente, o LSNP impede a conversdo da angiotensina | em angiotensina I,
substancia ativa cuja agao resulta na vasoconstricdo. Sendo assim, a inibicdo da
producdo dessa substancia pelo farmaco, acarreta na vasodilatagdo e
consequentemente na redugao da pressao arterial. Esse farmaco pode ser usado em
monoterapia para o tratamento da hipertensdo, ou ainda combinado com outros
agentes anti-hipertensivos, como por exemplos os diuréticos (Atlas, 2007; Golan et
al., 2014; Hardman; Limbird; Gilman, 1996).

A hidroclorotiazida (HCTZ, Figura 3(B)) € um diurético tiazidico amplamente
utilizado, que promove a redu¢ado do volume intravascular ao aumentar a excregao
renal de sédio e agua, resultando na diminuicdo da pressdo arterial. Este
medicamento é eficaz tanto em monoterapia quanto para potencializar a agao de

outros anti-hipertensivos quando administrado em associacéo (Golan et al., 2014).



34

Figura 3 — Férmulas estruturais dos anti-hipertensivos (A) LSNP e (B) HCTZ.
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Fonte: o préprio autor.

Diversos estudos na literatura relatam a determinacido de LSNP em amostras
farmacéuticas e biolégicas. Dentre os métodos reportados, as técnicas mais utilizadas
foram a espectrofotometria (Ahmed; Tapabashi; Allah, 2021; Basavaiah et al., 2020;
Cetin; Sungur, 2006; EI-Emam et al., 2004; Paraskevas; Atta-Politou; Koupparis, 2002;
Rahman; Anwar; Kashif, 2005; Rahman; Singh; Hoda, 2005; Raza; Ansari; Atta-ur-
Rehman, 2005; Shraitah; Okdeh, 2016; Shulyak et al., 2021, 2022; Zounr, 2021) e a
cromatografia liquida acoplada a diferentes modos de detecg¢ao, como espectrometria
de massas (Huang et al., 2006; Kousoulos et al., 2005; Padua et al., 2004; Qin et al.,
2012, 2007; Tsakalof, Bairachtari; Georgarakis, 2003; Zhou et al., 2008),
espectrofotometria (Beasley et al., 2005; Chander et al., 2012; EI-Gindy et al., 2001a;
Raju; Rao, 2012; Stoimenova et al., 2017; Wong; Charles, 1995), fluorimetria (El-
Emam et al.,, 2004; Rastkari; Ahmadkhaniha, 2018; Sagirli; Ersoy, 2004) e
amperometria (Liu et al., 2012).

Além disso, outras abordagens analiticas, como espectrofluorometria (Aktas;
Ersoy; Sagirli, 2003; Derayea; Badr El-Din; Mohammed, 2017; Derayea; Badr El-din;
Mohammed, 2018; EI-Gindy et al., 2001a; Jamakhandi et al., 2010; Zacharis et al.,
2004), voltametria (Al-Farhan et al., 2021; El-Enany; Belal; Al-Ghannam, 2003;
Hasanzadeh et al., 2014; Razak et al., 2003), potenciometria (Bozhanov; Smerikarova;

Maslarska, 2020; Rajendraprasad; Basavaiah, 2019), cromatografia gasosa (Leis et
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al., 1998), titulagdo (Basavaiah; Tharpa; Vinay, 2010) e ressonancia magnética
nuclear (Shen; Yang; Shi, 2015) também tém sido exploradas.

No que se refere aos métodos voltamétricos, foram empregados diferentes
tipos de eletrodos, como por exemplo o eletrodo gotejante de mercurio (EGM) (EI-
Enany; Belal; Al-Ghannam, 2003), o eletrodo de gota pendente de mercurio (EGPM)
(Razak et al., 2003), o eletrodo de carbono vitreo modificado com o compésito (-
ciclodextrina-6xido de grafeno-SOsH (B-CD/OG-SOsH/ECV) (Hasanzadeh et al.,
2014) e eletrodo de pasta de carbono (EPC) (Al-Farhan et al., 2021).

A determinacgao simultdnea de LSNP e HCTZ em amostras farmacéuticas foi
reportada na literatura pelo desenvolvimento de métodos baseados nas técnicas
espectrofotometria (EI-Gindy et al., 2001b; Erk, 1998; ERK; KARTAL, 1999;
Mohammed; Badr EI-Din; Derayea, 2019; Patel; Prabhu; Walia, 2015; Pramod et al.,
2013), cromatografia liquida com deteccao espectrofotométrica (De Diego; Soto;
Mennickent, 2014; ERK; KARTAL, 1999; Ivanovi¢ et al., 2007; Maslarska; Peikova;
Tsvetkova, 2013; Padmini et al., 2013), cromatografia de camada delgada de alta
performance com deteccéo densitométrica (EI-Gindy et al., 2001b; Patel; Patel, 2022),
eletroforese capilar (Hillaert; De Grauwe; Van den Bossche, 2001), cromatografia por
injecao sequencial com detecgao espectrofotométrica (Idris et al., 2012) e voltametria

usando eletrodo de pasta de carbono (Valezi; Eisele; Sartori, 2017).

1.3 DETERMINACAO DE CORANTES

A cor dos alimentos desempenha um papel fundamental na avaliagao de sua
qualidade sensorial. Muito além de atrair visualmente, a cor também evoca
expectativas sobre a autenticidade e qualidade dos alimentos. A histéria nos conta
que, desde tempos muito remotos, cores tém sido propositalmente adicionadas aos
alimentos para enriquecer a aparéncia dos pratos (Burrows, 2009).

Inicialmente, as cores nos alimentos eram adicionadas com materiais
colorantes prontamente disponiveis na natureza, como plantas, animais € minerais.
Esse cenario mudou drasticamente com a industrializagdo e a produgdo em grande
escala dos produtos alimenticios. Nesse momento, a coloragdo passou a ser uma
pratica adotada para restituir as cores dos alimentos perdidas durante o
processamento industrial, ou até mesmo disfarcar a ma qualidade dos alimentos. Para

esse proposito, eram amplamente utilizados compostos a base de minerais e metais,
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como os prejudiciais pigmentos a base de cobre, chumbo e estanho. Enquanto isso,
em 1856 o primeiro corante sintético foi descoberto dando inicio a uma revolugao nos
diferentes setores industrias. Logo inumeros novos corantes sintéticos organicos
substituiram os sais minerais toxicos e passaram a fazer parte de diferentes produtos,
tanto téxtis quanto alimenticios. No entanto, foi somente no final do século 19 que
surgiram as primeiras regulamentagcbes concernente ao uso de corantes nos
alimentos (Burrows, 2009; Oliveira et al., 2021; Stich, 2016).

Os corantes naturais e sintéticos continuam sendo extensivamente usados na
industria alimenticia, porém, apesar dos maiores riscos a saude humana associados
aos corantes sintéticos, esses sao preferidos no processamento dos alimentos.
Devido a sua maior estabilidade, facilidade de produgédo em larga escala e capacidade
de produzir cores vibrantes e uniformes nos produtos alimenticios, os corantes
sintéticos representam uma alternativa mais econbémica e pratica para o setor
industrial (Mota et al., 2023).

Mesmo diante da ampla variedade de corantes disponiveis atualmente, nem
todos sédo permitidos para uso na industria alimenticia. Essas especificacbes sao
regulamentadas por agéncias reguladoras de diferentes paises, sendo as mais
reconhecidas a FDA, nos Estados Unidos da América (EUA), e a European Food
Safety Authority (EFSA), na Unidao Europeia. No Brasil, o 6rgao responsavel pela
regulamentagdo dos corantes e outros aditivos alimenticios é a Agéncia Nacional
Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Essas agéncias sao responsaveis por garantir a qualidade e a seguranga dos
produtos alimenticios, fornecendo diretrizes sobre boas praticas de fabricacao,
ingestdo diaria aceitavel, requisitos de rotulagem e informagbes essenciais de
seguranga para os consumidores (Durazzo et al., 2022; Martins et al., 2016).

De maneira geral, os corantes sintéticos estdo associados a maleficios em
diferentes esferas da sociedade. Além de seu consumo estar relacionado a problemas
de saude, devido as suas caracteristicas toxicas e potencial carcinogénico (Amchova;
Kotolova; Ruda-Kucerova, 2015; Mota et al., 2023), a produgcédo em larga escala e as
diversas aplicagdes industriais dos corantes sintéticos representam um grande perigo
do ponto de vista ambiental. A elevada geragao de residuos coloridos, muitas vezes
dificeis de serem tratados de forma eficaz, contribui para a entrada desses poluentes
no ambiente aquatico, causando inumeros impactos negativos na fauna e flora (Ardila-
Leal et al., 2021; Tkaczyk; Mitrowska; Posyniak, 2020).
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Visto que os corantes sintéticos estdo presentes em inumeros produtos
alimenticios consumidos diariamente, especialmente por criangas, € essencial realizar
seu monitoramento, tanto no produto final destinado aos consumidores quanto
efluentes lancados no ambiente, visando a preservagao da saude publica e do meio

ambiente.
1.3.1 Indigo Carmin e Carmosina

O indigo carmim (INDG; Figura 4(A)) € um corante azul sintético de grande
importancia em diversos setores industriais, incluindo alimentos, téxteis, medicina,
farmacéutica e cosméticos. Conhecido por diversos sindnimos, como indigotina,
aditivo E132, indigotindisulfonato de sédio, Cl azul natural Il, FD&C Blue No.2, Azul
Acido 74, entre outros, sua estrutura (Figura 4(A)) inclui dois grupos essenciais:
NaSOs, responsavel pela solubilidade em agua, e um grupo croméforo composto por
um sistema conjugado com uma unica ligacao C=C substituida por dois grupos NH e
dois grupos C=0O (Ristea; Zarnescu, 2023; Vautier; Guillard; Herrmann, 2001).
Inicialmente obtido pela sulfonagdo do corante natural indigo, o INDG é atualmente
sintetizado quimicamente de forma integral pela industria (Konig, 2015; Ristea;
Zarnescu, 2023).

A carmoisina (CRMS; Figura 4(B)) € um corante azo sintético vermelho que
apresenta alta estabilidade e solubilidade em agua, sendo amplamente utilizado para
colorir produtos alimenticios, farmacéuticos e cosméticos. A CRMS também é
conhecida por diversos sinbnimos, sendo 0os mais comuns azorrubina, aditivo E122,
Cl Vermelho Acido 14, Cl Vermelho Alimenticio 3, entre outros (Karimi et al., 2022;
Leulescu et al., 2021). Sua estrutura (Figura 4(B)) contém um grupo croméforo azo
(—-N=N-) e dois grupos sulfonato (-SO3") responsaveis por sua solubilidade em agua
(Sadeghi et al., 2019).

Internacionalmente, o INDG é aprovado para uso em alimentos e bebidas tanto
nos Estados Unidos quanto na Unidao Europeia, enquanto a CRMS é permitida apenas
na Unido Europeia (Coultate; Blackburn, 2018). No Brasil, a ANVISA regulamenta o
uso de ambos os corantes pela Resolugdo de Diretoria Colegiada RDC n° 778 de
01/03/2023 (BRASIL, 2023) e pela Instrugdo Normativa NR n°® 211 de 2023, que
permitem a utilizagcdo desses corantes na fabricacdo de uma variedade de produtos

alimenticios, como bebidas lacteas, bebidas alcodlicas e ndo alcodlicas, doces em
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geral, molhos, entre outros. Os limites maximos de uso variam de 50 a 500 mg kg’

(ou mg L"), dependendo do tipo de produto.

Figura 4 — Férmulas estruturais dos corantes sintéticos (A) INDG e (B) CRMS
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Fonte: o préprio autor

Pesquisa na literatura demonstrou que a cromatografia tem se mostrado uma
ferramenta valiosa para a determinagdo simultanea de INDG e CRMS, juntamente
com outros corantes em diferentes matrizes de amostras (Dixit; Khanna; Das, 2010;
Gholami et al., 2021; Hamidi; Nemati; Lotfipour, 2021; Khanavi et al., 2012; Li et al.,
2015; Mazdeh et al., 2016; Minioti; Sakellariou; Thomaidis, 2007; Palianskikh et al.,
2022; Yang; Zhang; Shao, 2014; Zahedi et al., 2020). Isso se deve principalmente a
sua robustez e capacidade de separar eficazmente os analitos. No entanto, esses
métodos frequentemente apresentam desvantagens ambientais e econémicas, como
maior tempo de analise, custos elevados e geragao de grandes volumes de residuos.

Ndo existem métodos voltamétricos reportados para a determinacao
simultdnea desses corantes. Sendo assim, o desenvolvimento de um método
voltamétrico apresenta grande importancia, pois oferece a possibilidade de analises

mais rapidas, econdmicas e de baixo impacto ambiental.
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2 JUSTIFICATIVA

A grande variedade de métodos analiticos reportados na literatura reflete a
constante evolugédo da quimica analitica em atender as demandas de simplicidade e
confiabilidade, aliadas ao baixo impacto ambiental na analise individual e simultanea
de farmacos e corantes.

Apesar dos excelentes resultados analiticos apresentados nos estudos, é
importante considerar de modo geral alguns contrapontos referentes a esses
meétodos. Os métodos espectrofotométricos descritos, apesar da simplicidade, baixo
custo e rapidez inerentes a técnica, muitas vezes requerem reagdes prévias a analise,
contribuindo para o maior consumo e descarte de reagentes. Além disso, a
determinacdo simultdnea frequentemente depende do uso de ferramentas
matematicas e estatisticas.

Por outro lado, os métodos cromatograficos, embora altamente eficientes,
apresentam algumas desvantagens do ponto de vista pratico e ambiental. Esses
métodos costumam ser mais demorados, custosos e complexos, demandando
maiores volumes de reagentes, maior consumo de energia, preparos de amostras
mais elaborados, especialmente em matrizes bioldgicas, e eventual necessidade de
uso de padrao interno.

Diferentemente, a voltametria se destaca por contornar todas essas
desvantagens e apresentar simplicidade, baixo custo e baixo impacto ambiental. A
literatura descreve a determinacao voltamétrica dos analitos em estudo usando
eletrodos de mercurio, eletrodos modificados e eletrodos de pasta de carbono. Esses
tipos de eletrodos apresentam algumas caracteristicas que podem limitar sua
aplicagdo, como alta toxicidade, baixa seguranga ao operador, alto impacto ambiental,
complexidade e custo associado aos processos de modificacdo, e menor estabilidade
e reprodutibilidade em alguns casos.

Dessa forma, considerando as excelentes propriedades e caracteristicas do
EDDB, seu uso na determinacao voltamétrica de farmacos e corantes representa uma
alternativa atrativa, capaz de superar as desvantagens supracitadas, ao mesmo

tempo em que atende as demandas atuais da quimica analitica.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento e validagéo de
meétodos voltamétricos utilizando o EDDB para determinacao individual de LOP e
LSNP, bem como a determinagao simultanea dos anti-hipertensivos HCTZ e LSNP e

dos corantes alimenticios INDG e CRMS.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar o comportamento eletroquimico dos analitos sobre a superficie do
EDDB e estudar as caracteristicas dos processos redox, como reversibilidade, numero
de elétrons envolvidos e transporte de massas predominante.

Otimizar as condi¢cbes experimentais e instrumentais para cada método
proposto de determinacéo dos analitos.

Validar os métodos voltamétricos propostos por meio do estudo das figuras de
mérito: seletividade, linearidade, limites de deteccao e quantificacdo, precisao e
exatidao.

Avaliar o impacto ambiental das metodologias desenvolvidas usando métricas

de verdura estabelecidas na literatura.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 REAGENTES E PREPARO DE SOLUCOES

Todas as solugdes aquosas foram preparadas com reagentes comerciais de
grau analitico e agua ultrapura (resistividade 218,2 MQ cm) purificada em sistema
Milli-Q® (Merck Millipore Corporation, Alemanha).

LOP (299%), LSNP (299%), HCTZ (299%), INDG (=299%), CRMS (=299%), acido
sulfurico (H2S0a4), cafeina, acido urico, epinefrina, dopamina, acido ascorbico,
triptofano, tartrazina, vermelho 40, amarelo crepusculo, acido tartarico e sacarose
foram adquiridos da Sigma Aldrich (St Louis, MO, EUA). Acido acético, acido citrico,
acido boarico, acido fosforico (HsPOa), acido perclérico (HCIO4), acido cloridrico (HCI),
creatinina, fosfato de potassio monobasico, fosfato de potassio dibasico, hidroxido de
sédio (NaOH), cloreto de aménio, sulfato de ferro (ll) heptahidratato, nitrato de ferro
(Ill) nonahidratado e cloreto de manganés (ll) tetrahidratado foram obtidos da Anidrol
(Diadema, SP, Brasil). Metanol, etanol, hidroxido de amoénio, tris(hidroximetil)-
aminometano, ureia e glicose foram obtidos da Synth (Diadema, SP, Brasil).

A solucgao estoque de LOP (10 mmol L-) foi preparada em solugdo de etanol
50% (v/v). As solugdes estoque de LSNP e HCTZ (ambas em concentragdo de 10
mmol L") foram preparadas em solugdo de metanol 50% (v/v). As solugdes estoque
de INDG e CRMS (ambas em concentragdo de 1,0 mmol L") foram preparadas em
agua ultrapura. Todas as solugdes estoque foram preparadas diariamente, sendo que
as diluigdes necessarias foram preparadas em agua ultrapura.

As solugdes tampao usadas como eletrdlito suporte nos experimentos foram
Britton-Robinson (BR) (0,04 mol L-"; pH 2,0 — 10,0), aménio (0,1 mol L-*; pH 9,0), tris
(0,1 mol L*; pH 9,0), fosfato (0,1 mol L-*; pH 2,0 — 3,0), citrato (0,1 mol L"; pH 3,0) e
Mcllvaine (0,1 mol L-*; pH 3,0).

A solugao tampao BR foi preparada pela mistura de acido acético, acido borico
e acido fosférico, para concentracao final de 0,04 mol L' de todos os acidos. O pH da
solugao foi ajustado (2,0 — 10,0) com adigéo de volumes apropriados de solugéo de
NaOH 2,0 mol L.

A solucdo tampao de amoénio (pH 9,0) foi preparada misturando volumes
apropriados de solugdes de cloreto de aménio (0,1 mol L=") e hidroxido de aménio (0,1
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mol L="). A solugdo tampao tris (pH 9,0) foi preparada misturando solugbes de
tris(hidroximetil)Jaminometano (0,1 mol L-') e &cido cloridrico (0,1 mol L") na
propor¢ao adequada. A solugdo tampéao fosfato (pH 2,0 — 3,0) foi preparada pela
mistura de solugbes de fosfato de potassio monobasico (0,1 mol L-") e fosfato de
potassio dibasico (0,1 mol L="). A solugdo tampéo citrato (pH 3,0) foi preparada pela
mistura das solugdes de acido citrico (0,1 mol L") e citrato de sédio (0,1 mol L'). A
solugdo tampao Mcllvaine (pH 3,0) foi preparada pela mistura de solu¢des de acido

citrico (0,1 mol L") e fosfato de potassio dibasico (0,1 mol L).
4.2 INSTRUMENTAGAO

As medidas voltamétricas foram realizadas em um potenciostato/galvanostato
Autolab PGSTAT101 (Metrohm Autolab B.V, Paises Baixos) controlado pelo software
NOVA 2.1.5. Uma célula eletroquimica convencional de vidro de compartimento unico
foi usada com a seguinte configuracao: (i) eletrodo de trabalho: EDDB (concentragao
de boro = 8000 ppm; A = 0,25 cm?; Adamant Tecnhologies, Suiga); (ii) eletrodo de
referéncia: Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L™"); (iii) eletrodo auxiliar: placa de platina (A = 0,50
cm?).

Anterior as medidas voltamétricas e apenas uma vez ao dia de trabalho, o
EDDB foi tratado eletroquimicamente em solugdo de H2SO4 0,5 mol L-'. Para o pré-
tratamento anddico, foi aplicada a superficie do eletrodo uma densidade de corrente
de 0,25 A cm por 60 segundos, e para o pré-tratamento catddico foi aplicada —0,25
A cm por 240 segundos.

O pH das solugoes foi medido a 25,0 + 2,0 °C utilizando um pHmetro (W38 BEL
Engineering, SP, Brasil) acoplado a um eletrodo de vidro combinado com um eletrodo
de referéncia externa de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L-1).

As medidas cromatograficas foram realizadas em um cromatdgrafo liquido de
alta eficiéncia (LC 20, Shimadzu Co., Kyoto, Japdo) com um detector de arranjo de
fotodiodos, utilizando uma coluna Luna C18 (250 x 4,6 mm, 5 ym; Phenomenex,
Califérnia, EUA).

4.3 PREPARO DAS AMOSTRAS

As amostras ambientais (agua de represa, agua de rio e agua da torneira) foram
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coletadas em frascos previamente higienizados com solugdo de HNO3z 10% e
enxaguados com agua ultrapura. A agua de represa foi coletada no rio
Paranapanema, em Salto Grande, SP, Brasil. A agua de rio foi coletada de um rio na
Chacara dos Porcos, em Londrina, PR, Brasil. As amostras foram mantidas
refrigeradas a 4 °C até sua utilizagdo. A amostra de agua da torneira foi coletada na
Universidade Estadual de Londrina, PR, Brasil.

A urina sintética foi preparada de acordo com procedimento descrito na
literatura (Laube; Mohr; Hesse, 2001) e foi usada imediatamente apds a preparagao.

Todas as amostras foram fortificadas apropriadamente com solug¢ao padrao dos
analitos. Uma aliquota da amostra foi transferida diretamente para a célula
eletroquimica contendo 10 mL do eletrélito suporte e os voltamogramas foram
registrados.

As amostras farmacéuticas de LSNP (dosagem de 5, 10 e 20 mg) e
LSNP:HCTZ (dosagem de 10:12,5 mg) foram compradas em drogaria local na cidade
de Londrina, PR, Brasil.

Dez comprimidos de cada formulacdo farmacéutica foram pesados
individualmente e pulverizados em almofariz até homogeneizagdo. Em seguida, a
massa referente ao peso médio de um comprimido foi transferida para um balao
volumétrico contendo solugao de metanol 50% (v/v). As solugdes das amostras foram
sonicadas em banho ultrassom por 10 minutos para completa dissolu¢gao dos analitos.
Apds ambientagao do baldo volumétrico, este teve seu volume aferido com o mesmo
solvente. Quando necessario, diluigbes apropriadas foram realizadas com agua
ultrapura. Para as analises voltamétricas, volumes adequados das solugdes das
amostras foram diretamente transferidos para a célula eletroquimica contendo 10 mL
do eletrdlito suporte.

As bebidas sabor uva contendo CRMS (suco e refrigerante) foram adquiridas
em supermercado local em Londrina, PR, Brasil. Para a analise, as amostras foram
simplesmente diluidas em agua ultrapura na proporgéo de 1:20 e, em seguida, uma
aliquota apropriada foi transferida diretamente para a célula eletroquimica contendo

10 mL do eletrdlito suporte.

4.4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Estudos exploratérios sobre o comportamento voltamétrico dos analitos na
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superficie do EDDB, o transporte de massa predominante e a reversibilidade dos
processos eletroquimicos para ambos os analitos foram realizados por voltametria
ciclica (VC). Os parametros instrumentais das técnicas de voltametria de onda
quadrada (VOQ; amplitude (a), frequéncia (f) e incremento de potencial (AEs)) e
voltametria de pulso diferencial (VPD; a, velocidade de varredura (v) e tempo de
modulagao (fm)) foram otimizados por meio de experimentos univariados.

A determinacgéo individual de LOP foi realizada empregando a VPD (a = 120
mV, v=40 mV s, e tm = 5 ms).

A determinacao individual de LSNP foi realizada empregando a VPD (a = 200
mV, tn =4 ms e v=70 mV s) e a determinagédo simultanea de LSNP e HCTZ foi
realizada usando a VOQ (a = 60 mV, AEs =4 mV e f= 20 Hz).

A determinacé&o simultanea de INDG e CRMS foi realizada empregando a VPD
(@a=80mV,tr=3msev=30mVs").

Os métodos voltamétricos desenvolvidos foram validados com auxilio de guias
de validagdo como AOAC (AOAC, 2023), ICH (ICH, 2005), Instituto Nacional de
Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO) (INMETRO, 2020) e International
Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) (Thompson; Ellison; Wood, 2002). Foi
realizado a avaliagdo das seguintes figuras de mérito: (i) seletividade; (ii) linearidade;
(iii) limite de deteccédo (LD) e limite de quantificagao (LQ); (iv) preciséo; (v) exatidao.

A seletividade foi avaliada pelo desvio padrdo relativo (DPR) referente as
variagdes da intensidade de corrente nos picos de oxidagdo dos analitos na auséncia
e presenca de diferentes concentracdes de compostos potencialmente interferentes.
Além disso, para avaliar o efeito da matriz, foram construidas curvas analiticas de
adicdo de padrao na presenga das amostras de urina sintética, agua de rio e agua de
torneira (adicdo padrdao a matriz da amostra). Essa avaliagdo envolveu a comparagao
estatistica dos coeficientes angulares das curvas de adigdo de padrdo a matriz da
amostra com aqueles obtidos para a curva de padrao externo construida somente em
eletrolito suporte (INMETRO, 2020).

Aos dados experimentais da calibragdo foi aplicado um ajuste linear. A
linearidade das faixas de concentragdo de trabalho foi avaliada por meio dos
coeficientes de determinacgao (R?), bem como por analise de regresséo linear e teste
de falta de ajuste em um nivel de confianga de 95%.

Os valores de LD e LQ foram calculados de acordo com especificado pelo ICH

baseado no desvio padrao do branco analitico (o) e coeficiente angular da curva
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analitica (S). O LD foi determinado pela equacéao 3,30/S e o LQ pela equagao 100/S
(ICH, 2005).

A precisdo dos métodos foi avaliada pelas estimativas de repetitividade e
precisdo intermediaria, sendo determinadas pelo calculo do DPR de 10 medidas
voltamétricas em um unico dia (repetitividade) e 5 medidas ao longo de 5 dias
diferentes (precisdo intermediaria). A adequabilidade dos resultados obtidos foi
determinada por comparagdo com valores recomendados pelo guia de validagao
AOAC (AOAC, 2023).

A exatidao dos métodos para a analise de amostras ambientais e bioldgicas foi
atestada por meio de estudos de recuperagcao de acordo com a seguinte equacao:
Recuperagédo (%) = (C1—C2/C3)x100, na qual C1 é a concentragdo da amostra
fortificada, C2 € a concentracdo da amostra nao fortificada e C3 é a concentragcédo do
analito adicionada a amostra (AOAC, 2023). Ja para a analise de amostras
farmacéuticas e de produtos alimenticios, a exatiddo dos métodos foi atestada
comparando estatisticamente os resultados obtidos pelos métodos voltamétricos
desenvolvidos com aqueles obtidos a partir de métodos comparativos previamente
reportados na literatura: sendo método titulométrico para determinacéo individual de
LSNP (Basavaiah; Tharpa; Vinay, 2010), método cromatografico para determinagao
simultanea de HCTZ e LSNP (Erk; Kartal, 1999), método cromatografico para
determinacdo de INDG e CRMS (Minioti; Sakellariou; Thomaidis, 2007). Assim, foi
aplicado aos resultados um teste t em um nivel de confianga de 95%.

O impacto ambiental dos métodos desenvolvidos foi avaliado por meio do
software AGREE (versao 0.4, 2020) (Pena-pereira; Wojnowski; Tobiszewski, 2020).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 METODO VOLTAMETRICO PARA DETERMINACAO INDIVIDUAL DE LOP

5.1.1 Comportamento Eletroquimico da LOP

O comportamento eletroquimico dos analitos é fortemente influenciado pelas
condigbes experimentais utilizadas, portanto, o tipo de pré-tratamento da superficie

do eletrodo e a composic¢ao do eletrélito de suporte foram primeiramente estudados.

5.1.1.1 Influéncia do pré-tratamento superficial do EDDB

Esta bem estabelecido na literatura que a composicdo das terminacdes de
superficie do EDDB (predominantemente oxigénio ou hidrogénio) controlada pelo pré-
tratamento eletroquimico (anddico ou catddico) pode afetar de maneiras diferentes a
resposta voltamétrica dos analitos (Lourencao et al., 2020). Por isso, o comportamento
voltamétrico da LOP no EDDB pré-tratado anodicamente (EDDB-PTA) e EDDB pré-
tratado catodicamente (EDDB-PTC) foi investigado usando VC em solugao tampao
BR (pH 8,0) (Figura 5).

Os voltamogramas ciclicos registrados para LOP em ambas as superficies do
EDDB exibiram um pico de oxidacao na faixa de potencial de 0,0 a 1,3 V. No entanto,
nenhum pico de redugao foi observado na direcao reversa da varredura, indicando a
natureza irreversivel do processo eletroquimico. Em comparagao, o EDDB-PTC foi
mais favoravel para a oxidagdo da LOP, apresentando um pico andédico em
aproximadamente +0,98 V (vs Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L)) com maior intensidade de
corrente, melhor definicdo de pico e maior repetibilidade entre as medidas. Portanto,

o EDDB-PTC foi selecionado para a continuidade dos experimentos.



47

Figura 5 — Voltamogramas ciclicos (50 mV s™) registrados em solugdo tamp&o BR
(pH 8,0) para 19,96 ymol L' de LOP usando o (A) EDDB-PTA e (B) EDDB-PTC.
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Fonte: o proprio autor

5.1.1.2 Influéncia do pH e eletrdlito suporte

Primeiramente, a influéncia do pH no processo de oxidagdo da LOP no EDDB-
PTC foi investigada. Para isso, voltamogramas de onda quadrada foram registrados
para 19,96 umol L' de LOP em solugbes tampdo BR com valores de pH variando de
2,0 a 12,0, utilizando o EDDB-PTC (Figura 6). Com base nos resultados obtidos, &
possivel observar que, nas condicbes do estudo, a LOP apresenta resposta

voltamétrica em valores de pH entre de 7,0 e 11,0, com um pico anddico que aumenta
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até sua intensidade maxima de corrente no pH 9,0 e depois diminui até desaparecer
(Figura 6(A)). Nenhum pico de oxidagao foi observado em valores de pH na faixa de
2,0 a 6,0 (dados ndo mostrados). Considerando os resultados do estudo, o pH 9,0 foi
escolhido como o melhor pH para o eletrdlito suporte na determinagao de LOP, pois o
pico anddico apresentou a maior intensidade de corrente e 6tima repetibilidade entre
as medidas, com valor de DPR de 1,1%.

Além disso, os dados experimentais revelaram que entre pH 7,0 e 9,0 houve
um deslocamento do potencial de oxidagao da LOP para valores menos positivos com
o aumento do pH (Figura 6(B)). Essa dependéncia é representada por uma regressao
linear com inclinagdo de -63,5 mV pH-' (R? = 0,993), indicando comportamento de
processos no qual o mesmo numero de protons e elétrons estdao envolvidos no
processo eletroquimico (Shah et al., 2015). Por outro lado, o potencial de pico
permanece praticamente constante entre pH 9,0 e 10,0. A intersec¢cao das retas
referentes a essas duas faixas de comportamento indica o valor de pKa da LOP, que
foi estimado em 9,38, proximo ao valor tedrico de 9,41 (Ibrahim et al., 2022a).

Subsequentemente, solugbes tampao amonio e tris com pH 9,0 (0,1 mol L)
também foram avaliadas como eletrélitos suporte para a determinagao de LOP (Figura
6(C)). Embora a intensidade de corrente do pico anddico tenha sido semelhante para
as solugdes tampao de amoénio e BR, a solugao tampéao BR (pH 9,0) foi selecionada

como o meio ideal, pois apresentou melhor repetibilidade (DPR = 1,0%).
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Figura 6 — (A) Voltamogramas de onda quadrada (a = 50 mV, AEs=2 mV e f= 30
Hz) registrados para 19,96 umol L-' de LOP usando o EDDB-PTC em solugédo tampao
BR com diferentes valores de pH (7,0 — 12,0). (B) Grafico de Epa por pH plotado com
os dados extraidos do estudo do pH (Figura 6(A)). (C) Voltamogramas de onda
quadrada (a =50 mV, AEs =2 mV e f= 30 Hz) registrados para 19,96 umol L' de LOP
usando o EDDB-PTC em diferentes solu¢des tampao com pH 9,0.

0,7

pH 7,0 (DPR 5,4%) i
0,6- pH 8,0 (DPR 9,3%) (A) _ 1,02 (B)
pH 9,0 (DPR 1,1%) O 0,99
0,5 pH 10,0 (DPR 1,6 %) o
< pH 11,0 (DPR 1,9%) < 0,96
0,4+ H 12,0 )]
=] P < 0,93-
~ 0,3 (%)
- > 0,90
0,2 z 0,87 pKa
4 ©
0,1 L 0,84+
0’0- T T T T 0781 )
0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 7 8 9 10 11
E /V vs Ag/AgCl pH
0,8
Tampéo BR (DPR 1,0%) (C)
0,71 Tampao aménio (DPR 2,3%)
Tampao Tris (DPR 2,2%)
0,61
< 0,5
2044
=~ 0,31
0,2
0,14
0,0 =
02 04 06 08 10 12

E /V vs Ag/AgCI

Fonte: o proprio autor

5.1.1.3 Estudo da velocidade de varredura e mecanismo de oxidacao

A eletrooxidacado da LOP no EDDB-PTC foi avaliada por VC em velocidades de
varredura no intervalo de 5 — 200 mV s em solugéo tampdo BR (pH 9,0) (Figura 7
(A)). A irreversibilidade do processo de oxidacdo da LOP no eletrodo pode ser
confirmada pelo deslocamento do potencial de pico para valores mais positivos com
o aumento da velocidade de varredura (Gosser, 1993).

Ainda, graficos da intensidade de corrente (/pa) pela raiz quadrada da
velocidade de varredura (v'2) (Figura 7(B)) e do logaritmo de /pa (log /pa) pelo logaritmo
de v (log v) (Figura 7(C)) foram plotados usando os dados extraidos dos

voltamogramas ciclicos obtidos no estudo da velocidade de varredura. A relag&o linear
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entre la € v'? (R? = 0,998) indica que o processo eletroquimico que ocorre na
superficie do EDDB-PTC é predominantemente controlado pela difusdo das espécies.
Essa caracteristica do processo € confirmada pelo coeficiente angular de 0,54 da
relagcéo linear expressa entre log /pa € log v, que estd em concordéncia com o valor

tedrico de 0,5 para processos controlados por difusdo (Gosser, 1993).

Figura 7 — (A) Voltamogramas ciclicos (5 — 200 mV s™') registrados para 19,96 umol
L' de LOP em solugdo tampao BR (pH 9,0) usando o EDDB-PTC. Gréficos de (B) /pa
pela v'? e (C) log lpa pelo log v plotados com os dados extraidos do estudo da
velocidade de varredura (Figura 7 (A)).
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Além disso, os dados do potencial de pico (Epa / mV) e do potencial de meia
onda (Eparz / mV) extraidos do voltamograma ciclico registrado a 50 mV s™' (Figura 7
(A)) foram usados para estimar o numero de elétrons (n) participantes da oxidacao da
LOP na superficie do EDDB-PTC (Bard; Faulkner, 2001; Gosser, 1993). A equacao
Epa — Epaz = 47,7 | an foi usada considerando o valor teérico de a = 0,5 para sistemas
irreversiveis, e n foi calculado em 1. Com base nos resultados obtidos e em estudo
anterior (Radi; Elmogy, 2004), sugere-se que a oxidagao da LOP ocorre no grupo

amida com a perda de um elétron e um préoton e a formacgao de radical.

5.1.2 Otimizagao dos Parametros Instrumentais das Técnicas de VOQ e VPD

A influéncia dos parametros instrumentais das técnicas de VOQ e VPD na
detecgdo/quantificagdo de LOP também foi investigada. Os paréametros foram
otimizados em uma abordagem univariada visando uma melhor detectabilidade da
LOP (Tabela 1). Em seguida, curvas analiticas de padrao externo foram construidas
usando as técnicas com os parametros instrumentais otimizados (Figura 8) e seus
paréametros analiticos foram comparados (Tabela 2).

A VPD provou ser mais eficaz na determinacéo de LOP, pois apresentou maior
sensitividade, maior detectabilidade e faixa de concentracao de trabalho mais ampla,
quando comparada com a VOQ. Portanto, o método foi validado para a determinagao

de LOP em diferentes amostras (amostras biolégicas e ambientais) usando a VPD.

Tabela 1 — Parametros instrumentais das técnicas de VOQ e VPD estudados e valores
6timos selecionados para determinagao individual de LOP usando o EDDB-PTC em
solucdo tampao BR (pH 9,0).

Técnica Parametros Faixa estudada Valor selecionado

a (mV) 10 - 60 50
vOoQ f(Hz) 10 — 80 30
AEs (mV) 1-7 5
a (mV) 10-130 120
VPD tm (S) 1-7 5
v (mV s 10 — 50 40

Fonte: o proprio autor
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Figura 8 — Curvas analiticas de padrao externo para LOP construidas com os dados
experimentais extraidos dos voltamogramas de onda quadrada (4,98 — 23,44 ymol L-
') e voltamogramas de pulso diferencial (1,50 — 21,05 pmol L") registrados em solugéo
tampéao BR (pH 9,0) usando o EDDB-PTC.
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Fonte: o préprio autor

Tabela 2 — Parametros analiticos obtidos para as curvas analiticas de padrao externo
construidas para determinacgao individual de LOP usando as técnicas VOQ e VPD.

Técnica

Parametros analiticos

voQ VPD
Potencial de pico/V 0,91 0,82
Faixa linear / umol L-' 498 -23,44 1,50-21,05
R? 0,9992 0,9997
Sensitividade / yA L umol' 0,0783 0,225
Intercepto / uA 0,1933 0,298

Fonte: o proprio autor
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5.1.3 Validagcado do Método Voltamétrico para Determinagao Individual de LOP

5.1.3.1 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada comparando a intensidade de corrente
de 11,37 pymol L' de LOP na auséncia e presenca de possiveis compostos
interferentes nas razdes de concentragcdo de 1:1 e 1:10 (LOP: interferente). Os
agentes interferentes testados foram compostos presentes na urina (acido ascérbico,
cafeina, ureia, epinefrina, acido Urico, dopamina e glicose) e alguns ions (Ca?*, CO3?*,
Mg?*, PO4s*, S04%, Zn?*, NO3™ e Fe?*) (Tabela 3).

Os ions nao alteraram significativamente a resposta da LOP na razdo de
concentracdo de 1:10, tanto na intensidade de corrente (DPR < 3,3%) quanto no
potencial de pico. Alguns compostos presentes na urina sao espécies eletroativas (nas
condigdes experimentais) que apresentam potenciais de pico de oxidagao préximos
ao da LOP, o que pode afetar sua resposta (Figura 9). No entanto, na razdo de
concentracao de 1:1, eles ndo causaram efeito significativo na resposta voltamétrica
da LOP, com excegéo da dopamina (DPR = 25,51%).
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Tabela 3 — Valores de DPR calculados para as variagdes na resposta voltamétrica da
LOP na auséncia e presenca de compostos possivelmente interferentes

Razao molar (LOP: interferente)

Interferente

1:10 1:1
CaClz 0,46 -
ZnS0O4 1,14 -
NaNOs3 0,92 -
Naz2COs 1,05 -
MgSOa4 0,50 -
KH2PO4 0,68 -
FeClz 3,30 -
Acido ascorbico 40,46 2,64
Cafeina 2,44 -
Ureia 2,34 -
Epinefrina 38,50 4,88
Acido drico 3,35 1,24
Dopamina - 25,51
Glicose 2,50 -

Fonte: o proprio autor
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Figura 9 — Voltamogramas de pulso diferencial (a =120 mV, v=40mV s' e ty =

ms) para 11,37 umol L' de LOP na auséncia e presencga de (A) acido ascorbico (AA),

(B) epinefrina (EP; inserido: amplificacao do pico anddico da LOP), (C) acido urico

(AU) e (D) dopamina (DO).
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Fonte: o proprio autor

5.1.3.2 Linearidade

Considerando o melhor desempenho analitico da VPD para a determinacao de
LOP, conforme discutido na secado 5.1.2, foi realizado um estudo para avaliar a
linearidade da curva analitica obtida por meio da calibragdo com padrao externo.

Os voltamogramas de pulso diferencial registrados para diferentes
concentragdes de LOP (1,50 — 21,05 umol L") em solugdo tampdo BR (pH 9,0)
utilizando o EDDB-PTC estéo dispostos na Figura 10(A). As intensidades de corrente
foram correlacionadas a cada concentracdo do analito em um modelo linear,
resultando na curva analitica demonstrada na Figura 10(B). Como pode ser
observado, o sinal analitico aumentou proporcionalmente com as concentracdes de

LOP no intervalo adotado, sugerindo um bom ajuste do modelo linear aos dados
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experimentais. Vale ainda destacar que, apesar de alguns resultados estarem fora do
intervalo de confianga (IC), todos estao contidos dentro do intervalo de predi¢ao (IP),
indicando que a regressé&o exibiu um nivel adequado de incerteza no nivel de 95% de

confianga.

Figura 10 — (A) Voltamogramas de pulso diferencial (a =120 mV, v=40 mV s e tm
= 5 ms) registrados para diferentes concentragdes de LOP (1,50 — 21,05 ymol L") em
solugado tampéao BR (pH 9,0) usando o EDDB-PTC. (B) Curvas analitica de padréao
externo para LOP plotadas com os dados extraidos dos voltamogramas de pulso
diferencial da Figura 10(A), incluindo o IC e IP no nivel de 95% de confianga.
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Além disso, o conjunto de dados de calibragao foi submetido a uma analise de
regressao linear e a um teste de falta de ajuste (ambos em um nivel de 95% de
confianga) para verificar a linearidade no intervalo de concentragdo utilizado (Tabela
4). Os resultados obtidos pela analise de regressao linear confirmaram que o modelo
linear € adequado aos dados experimentais no intervalo de concentragéo adotado. O
Fregdeterminado foi maior que o valor de Fecritico, indicando a significdncia da regressao,
e o coeficiente de determinagéo (R?) indicou que 99,97% da variabilidade dos dados
€ explicada pelo modelo linear.

A analise dos graficos de residuos (Figura 11) demonstrou que os residuos séo
independentes entre si e apresentam homogeneidade de variancias. Esses resultados
sdo demonstrados pela distribuigdo aleatéria em torno de zero no grafico de residuos
em fungéo dos valores ajustados (Figura 11(A)) e a auséncia de padrbdes no grafico
de residuos em fungao da ordem das observagdes (Figura 11(B)), respectivamente. A
homogeneidade de variancias foi confirmada pelo teste de Cochran em um nivel de
95% de confianga, no qual o valor observado (Cobservado = 0,3644) foi inferior ao valor
critico (Ceritico (0,05; 3; 5) = 0,6838).

Além disso, o0 Frj determinado pelo teste foi menor que o Feritico, iNndicando que
nao ha evidéncias significativas de falta de ajuste no modelo linear. Por fim, a
significancia dos coeficientes da equacéao de regressao foi avaliada por meio de um
teste t em um nivel de 95% de confianca. De acordo com os resultados, tanto o
coeficiente linear quanto o angular sédo estatisticamente significativos, ou seja,
diferentes de zero (fobservado > feritico), devendo ser incluidos no modelo, conforme a
equacao a seguir: lpa/ yA = -0,298 + 0,225 x [LOP] / ymol L.

Tabela 4 — Resultados da analise de regresséo linear da curva analitica de padréao
externo para a determinacao individual de LOP no nivel de 95% de confianga.

Regressao? Falta de ajuste®

Freg p Fits p Sxiy R? (%)
47066,25 0,00 3,34 0,064 0,028 99,97
Coeficientes da reta de regressao

Coeficiente linear® Coeficiente angular®

Valor tobservado p Valor tobservado p

-0,298 -21,70 0,00 0,225 216,95 0,00

aFcritico (0,05; 1:13) = 4,67 ; PFritico (0.05; 3;10) = 3,7 1; Cteritico (0.025; 13) = 2,16
Fonte: o préprio autor.
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Figura 11 — Graficos de (A) residuos vs valor ajustado e (B) residuos vs ordem de
observagéo plotados a partir da analise de regressao linear da curva analitica de
padrao externo construida para a determinagao de LOP.
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Fonte: o préprio autor

5.1.3.3 Limite de deteccgao e limite de quantificagcao

Os valores de LD e LQ calculados foram 0,41 umol L' e 1,24 pmol L,
respectivamente. Esses valores estdo abaixo da concentracdo correspondente ao
primeiro ponto da curva analitica, demonstrando que a LOP pode ser detectada e
quantificada com precisao e exatidao adequadas dentro da faixa de trabalho adotada.

Na literatura podem ser encontrados outros métodos desenvolvidos para a
determinacao de LOP em diferentes matrizes usando técnicas como a cromatografia,
espectrofotometria, potenciometria e voltametria. Assim, para fins de comparacao do
desempenho analitico do método voltamétrico desenvolvido empregando o EDDB-
PTC, os dados de LD e faixa de concentracdo dos métodos para determinacao de
LOP foram organizados na Tabela 5.

Como pode ser observado, os métodos cromatograficos se destacam pelos
baixos valores de LD alcancados para determinacao do farmaco. No entanto, como ja
€ de conhecimento, a cromatografia € considerada uma técnica que requer maior
tempo de analise, consumo de reagentes (principalmente solvente organicos para a
composi¢ao da fase mével), custo por analise (considerando custo do equipamento,
colunas e manutencéo), complexidade de tratamento de amostras, e no caso desses
trabalhos citados, uso de padrédo interno. Ja os métodos espectrofotométricos,
potenciometricos e voltamétricos, de maneira geral, apresentaram valores de LD

comparaveis ao meétodo aqui desenvolvido usando o EDDB-PTC, salvo algumas
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excegdes com LD inferiores, que podem ser atribuidos as particularidades dos
métodos desenvolvidos, como por exemplo a modificagao dos eletrodos com materiais
de alta condutividade e uso de técnica voltamétrica de redissolucao (Al-Qasmi et al.,
2016; Ibrahim et al., 2022b).

Com base nas observagbes, o método voltamétrico desenvolvido para
determinacao de LOP usando o EDDB-PTC se destaca pela boa detectabilidade,
aliada a simplicidade e elevada verdura. Isso se deve ao fato de ndo exigir o uso de
grandes quantidades de solventes organicos, padrao interno, reagdes quimicas

antecedentes a analise ou preparo de amostras complexo.
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Tabela 5 — Comparacéao entre o0 método voltamétrico desenvolvido e outros métodos relatados na literatura para a determinacgao de

LOP usando outras técnicas analiticas.

Técnica LD Faixa de trabalho Ref.

CL 0,097 ymol L' 0 —1,95 pmol L™’ (Chen et al., 2000)
CL-EM 0,019 nmol L' 0,097 — 9,73 nmol L' (Yu et al., 2004)

VPD (ECV) 1,0 umol L 3,0 — 50 ymol L (Radi; Elmogy, 2004)
CL-EM 0,019 nmol L 0,097 — 4,87 nmol L' (STREEL et al., 2005)
Potenciometria (Membrana PVC) 10 umol L 0,03 — 10 mmol L~ (Faridbod et al., 2012)
Potenciometria (Nanocomposito) 9,0 umol L 0,01 — 10 mmol L~ (Faridbod et al., 2012)
CL-EM 0,039 nmol L' 0,039 —5,84 nmol L' (Arafat et al., 2014)
VROQ (EPC modificado) 7,9 nmol L 0,08 — 1,0 ymol L (Al-Qasmi et al., 2016)
CG-EM 0,19 umol L~ 0,19-1,95 umol L'"  (Beck et al., 2017)
CLAE-UV 0,0019 uymol L'* 0,19 — 0,58 ymol L' (Kabir et al., 2017)
Potenciometria (Membrana PVC) 3,47 ymol L 0,01 — 10 mmol L~ (Salama et al., 2020)
Potenciometria (EPNC modificado) 0,51 pmol L 0,001 — 10 mmol L' (Salama et al., 2020)
Espectrofotometria 0,66 umol L 1,56 — 77,90 uymol L' (Shehab; Mohammed; Mahmood, 2021)
Potenciometria (Membrana PVC) 0,3 ymol L 2,99 — 9090 pmol L' (Ibrahim et al., 2022a)
Espectrofotometria 0,16 ymol L™ 0,97 — 19,47 uymol L* (Sabr et al., 2023)
VPD (EDDB-PTC) 0,41 umol L 1,50 — 21,05 uymol L'  Este trabalho

Abreviagbes: CL: cromatografia liquida; EM: espectroscopia de massas; ECV: eletrodo de carbono vitreo; VROQ: voltametria de redissolugdo de onda
quadrada; EPC: eletrodo de pasta de carbono; CG: cromatografia gasosa; CLAE: cromatografia liquida de alta eficiéncia; EPNC: eletrodo de pasta de nanotubos

de carbono.
Fonte: o proprio autor
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5.1.3.4 Precisao

O estudo da precisao do método foi realizado pela estimativa da repetibilidade
(10 medidas em um unico dia) e precisao intermediaria (5 medidas por dia durante 3
dias) para dois niveis de concentracdo de LOP e os resultados foram expressos em
DPR (%) (Tabela 6). Como observado, os valores de DPR < 4,83%, demonstram
precisdo adequada do método para a determinagdo de LOP, pois estdo dentro do
valor maximo de 7,3% recomendado pela AOAC para a faixa de concentracao
adotada no estudo (AOAC, 2023).

Uma breve comparagdo com métodos previamente reportados para
determinacao de LOP em diferentes amostras, confirmam a boa precisdao do método
desenvolvido, uma vez que as estimativas de precisao relatadas sdo comparaveis as
obtidas no estudo. Estudos de precisao apresentaram valores de DPR entre 1,25 —
8,6% para métodos cromatograficos (Chen et al., 2000; STREEL et al., 2005), 0,23 —
1,5% para método espectrofotométrico (Rivai; Puspita; Misfadhila, 2021) e entre 0,82

— 3,6% para métodos potenciométricos (Faridbod et al., 2012; Salama et al., 2020).

Tabela 6 — Estimativas de repetibilidade e precisdo intermediaria para a determinagao
de LOP usando VPD e EDDB-PTC.

DPR /%
[LOP] /umol L1
Repetibilidade? Precisio Intermediaria®
5,96 1,56 4,83
19,61 1,23 1,53

an = 10 medidas; n = 5 medidas por dia durante 3 dias
Fonte: o proprio autor

5.1.3.5 Exatidao

A exatidao do método foi comprovada por um estudo de recuperacado de LOP
em diferentes matrizes, incluindo amostra biolégica (urina) e amostras ambientais
(dgua de represa, agua de rio e agua de torneira) (Tabela 7). Os resultados
experimentais confirmaram a exatiddo do método, com valores de recuperacao na
faixa de 80 a 110%, conforme as recomendagdes da AOAC para os niveis de
concentracao adotados no estudo (AOAC, 2023).



Os métodos reportados na literatura

62

para a determinacdo de LOP

apresentaram taxas de recuperagéo que variaram entre 95,5 — 112,6% para amostras
biolégicas (Arafat et al., 2014; Chen et al., 2000; Ibrahim et al., 2022a; Yu et al., 2004)

e entre 96 — 108% para amostras ambientais (Al-Qasmi et al., 2016). Sendo assim,

esses resultados mostram que a exatiddo do método voltamétrico desenvolvido

usando o EDDB-PTC apresenta exatiddo comparavel com a literatura.

Tabela 7 — Estimativa de exatiddo para determinacdo de LOP por estudo de

recuperacao.
Adicionado Encontrado?
Amostra Recuperagido média® (%)
(umol L) (umol L)

0 nao detectado -
4,76 4,71+0,13 99,0
Urina 7,60 7,58 £0,15 99,7
10,42 10,05 + 0,07 96,4
13,22 12,71 £ 0,09 96,2

0 nao detectado -
4,76 4,80+0,12 100,8
Agua de represa 7,60 7,29+0,19 95,9
10,42 10,13 £ 0,08 97,4
13.22 13,31 £ 0,09 100,7

0 nao detectado -
4,76 4,80+0,13 100,8
Agua de rio 7,60 7,43 + 0,07 97,8
10,42 10,16 £ 0,11 97,6
13,22 12,95+ 0,12 98,0

0 nao detectado -
4,76 4,96 + 0,18 104,1
Agua de torneira 7,60 7,49 £ 0,10 98,5
10,42 9,98 +0,17 95,7
13,22 12,77 £ 0,22 96,6

an = 3; v(C1—C2/C3)x100

Fonte: o proprio autor
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5.2 METODOS VOLTAMETRICOS PARA DETERMINACAO INDIVIDUAL DE LSNP E SIMULTANEA
DE LSNP EHCTZ

5.2.1 Comportamento Eletroquimico do LSNP e HCTZ

5.2.1.1 Influéncia do pré-tratamento superficial do EDDB

O perfil voltametrico do LSNP e a influéncia do tipo de pré-tratamento do EDDB
foi examinado por VC em solug¢ao tampao BR (pH 10,0) (Figura 12). Como pode ser
observado, o LSNP apresentou um pico anddico irreversivel em aproximadamente
+1,48 V (vs Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L)), quando usado o EDDB-PTC em uma janela de
potencial de trabalho de 0,0 — 2,0 V. Por outro lado, o EDDB-PTA néo foi favoravel a
oxidagao do analito, demonstrando um pico anddico de baixa definicdo. Em vista desta
constatagao e considerando os estudos ja relatados sobre a resposta voltamétrica da
HCTZ sobre o EDDB-PTC (Eisele et al., 2014; Mattos et al., 2017), esse tipo de
terminacao superficial também foi empregado para demonstrar o comportamento
simultéaneo de LSNP e HCTZ usando VOQ (Figura 12 — Inserido). A separagao dos
picos de oxidagdo dos anti-hipertensivos (AEpa = 0,48 V) indica fortemente a
possibilidade de sua determinacdo simultdnea sem sofrer interferéncias entre si.

Portanto, todos os estudos posteriores foram realizados usando o EDDB-PTC.
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Figura 12 - Voltamogramas ciclicos (50 mV s™) registrados para (a) solugdo tamp&o
BR (pH 10,0) e 192 ymol L' de LSNP usando o (b) EDDB-PTA e (c) EDDB-PTC.
Insercdo: Voltamogramas de onda quadrada (a = 50 mV, AEs =2 mV e f= 30 Hz)
registrados em solugdo tampéao BR (pH 10,0) para 49,7 uymol L-' de HCTZ e 9,94 umol
L-* de LSNP usando o EDDB-PTC.
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Fonte: o préprio autor

5.2.1.2 Influéncia do pH e eletrdlito suporte

O efeito do pH do meio na resposta voltamétrica dos analitos no EDDB-PTC
também foi estudada. O estudo foi conduzido utilizando solugao tampao BR em
diferentes valores de pH (2,0 — 10,0) e a técnica de VOQ. As Figuras 13(A) e 13(B)
demonstram o comportamento voltamétrico do LSNP em diferentes valores de pH.
Como pode ser observado, em meio acido (pH variando de 2,0 — 5,0), o LSNP
apresentou um pico anodico (PA1) em potencial constante préximo de +1,5 V (vs
Ag/AgCI (3,0 mol L)) que diminui sua intensidade de corrente com o aumento do
valor do pH. A constancia do potencial de oxidagcdo do PA1 indica que o processo de
oxidacdo ocorre sem a participacdo de protons. Por outro lado, outro pico anddico
(PA2) aparece em potencial proximo de +1,98 V (vs Ag/AgCI ((3,0 mol L") a partir do

pH 3,0. No entanto, com o aumento do pH do meio, a intensidade de corrente do PA2
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aumenta e seu potencial de oxidagao desloca no sentido catdédico. A dependéncia
linear entre o potencial de oxidagdo do PA2 e a valor do pH (Figura 13(B)) resultou
em um coeficiente angular de —53,9 mV pH-' (R? = 0,9977), proximo do valor tedrico
de -59,0 mV pH' para processos eletroquimicos com a participagdo do mesmo
numero de prétons e elétrons (Shah et al., 2015).

O PA1 apresentou melhor resposta voltamétrica em termos de repetitividade
entre medidas e defini¢gado de pico, por isso foi selecionado para o desenvolvimento de
um meétodo para determinagao individual de LSNP. Sendo assim, considerando a
maior intensidade de corrente do pico anddico, o pH 2,0 foi selecionado. Ademais, a
resposta voltamétrica do LSNP foi estudada em solugdo tampao fosfato (pH 2,0)
resultando em uma intensidade de corrente menor para o PA1, e, assim, confirmando
a solugao tampéo BR (pH 2,0) como eletrdlito suporte para a determinagao individual
de LSNP.

De acordo com os resultados apresentados dos estudos para o LSNP, para a
determinacdo simultanea de HCTZ e LSNP, o estudo do pH foi conduzido
considerando apenas o primeiro pico de oxidagdo do LSNP (PA1; valores de pH
variando de 2,0 — 5,0). Como mostrado na Figura 13(C), picos de oxidagdo com
maiores intensidades de corrente foram obtidos em pH 2,0, entretanto, considerando
a razao molar dos anti-hipertensivos nas formulagcdes farmacéuticas comerciais, o pH
3,0 foi selecionado para compensar as diferengas entre as intensidades de corrente
para as concentragdes dos analitos utilizadas no estudo. Ainda, como um
complemento para a escolha do melhor eletrdlito suporte para a determinacgao
simultanea de HCTZ e LSNP, solugdes tampao fosfato, citrato e Mcllvaine (ambas em
pH 3,0) também foram avaliadas (resultados n&do mostrados). No entanto, a solugao
tampao BR proporcionou melhores sinais analiticos para ambos os anti-hipertensivos,
com AEpa =0,34 V.
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Figura 13 — (A) Voltamogramas de onda quadrada registrados para 4,97 uymol L' de
LSNP em solugdo tampao BR em valores de pH de (a) 2,0, (b) 5,0, (c) 7,0 e (d) 10,0
usando o EDDB-PTC. (B) Grafico de Epa por pH construido a partir dos dados obtidos
no estudo do pH para LSNP. (C) Resultados obtidos no estudo do pH para 49,7 umol
L' de HCTZ e 4,97 ymol L' de LSNP em solugdo tampao BR em diferentes valores
de pH (2,0 — 5,0) usando o EDDB-PTC e VOQ. Condigbes da VOQ: a =50 mV, AEs =
2mVe f=30Hz.
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Fonte: o préprio autor

5.2.1.3 Estudo da velocidade de varredura e mecanismos de oxidagao

A resposta eletroquimica dos analitos foi registrada por VC variando as
velocidades de varredura (v) dentro do intervalo de 5 — 300 mV s™', objetivando
investigar as caracteristicas dos processos de oxidagado em solu¢do tampao BR (pH
3,0) usando o EDDB-PTC (Figura 14(A)). De acordo com os registros obtidos, &
possivel observar que o pico anddico de ambos os anti-hipertensivos se desloca para
potenciais mais positivos com o aumento da velocidade de varredura, o que, segundo
a literatura, € um comportamento caracteristico de processos irreversiveis (Gosser,

1993). Ainda, as informagdes de intensidade de corrente foram extraidas dos registros
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voltamétricos e usadas para a construgao de graficos a fim de inferir o transporte de
massa predominante nos processos eletroquimicos. A dependéncia linear entre /lpa €
v'2 indicada pelos valores de R? = 0,99 (Figura 14(B)) e a dependéncia linear entre
log Ira € l0g v expressa pelos coeficientes angulares de 0,5016 e 0,6096 para HCTZ e
LSNP, respectivamente (proximos ao valor tedrico de 0,5) (Figura 14(C)), indicam que
os processos de oxidagdo dos anti-hipertensivos estudados sdo majoritariamente
controlados pela difusdo das espécies do seio da solugao para a superficie do EDDB-
PTC (Gosser, 1993).

Figura 14 — (A) Voltamogramas ciclicos registrados para 49,60 ymol L' de HCTZ e
29,76 umol L' de LSNP em diferentes velocidades de varredura (5 — 300 mV s') em
solugao tampao BR (pH 3,0) usando o EDDB-PTC. Dependéncia linear entre (B) lra €
v'2 e (C) log lva € log v para ambos os anti-hipertensivos.
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Fonte: o préprio autor

O numero de elétrons transferidos nos processos de oxidacdo do LSNP e HCTZ
foi estimado usando os dados extraidos do voltamograma ciclico registrado em 50 mV
s (Figura 14(A), linha verde) e a equag&o Epa— Epar2 = 47,7 mV/an, com o valor tedrico
de 0,5 para a (Bard; Faulkner, 2001; Gosser, 1993). A reagéo de oxidagao do LSNP
na superficie do EDDB-PTC ocorre com a transferéncia de 1 elétron para AP1 e 1
elétron para AP2 (voltamograma nao apresentado). Levando em consideragdo os

resultados aqui obtidos e outros ja relatados na literatura para outras moléculas com
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similaridades de estrutura com o LSNP (Goti; Nannelli, 1996; Queiroz et al., 2018;
Valezi et al., 2014) , é sugerido que sua oxidagao € promovida em duas consecutivas
e irreversiveis etapas de transferéncia de carga. A primeira etapa da oxidagao é
independente do pH do meio e se processa com a remogao de um elétron da amina
secundaria (AP1) com a formacado de um radical, enquanto que a segunda etapa é
dependente do pH do meio e envolve a remogao de um elétron e um préton do mesmo
grupo (AP2) formando uma ligagdo dupla. Ja para a reagao eletrodica da HCTZ, o
valor de n foi estimado em 2 elétrons, corroborando com o mecanismo de oxidagao
proposto por Razak, no qual a HCTZ é oxidada a clorotiazida na superficie do eletrodo

de carbono vitreo (Razak, 2004).

5.2.2 Otimizacdo dos Parametros Instrumentais das Técnicas de VPD e VOQ e

Curvas Analiticas para Determinacao Individual de LSNP

Os parametros instrumentais das técnicas de VPD e VOQ foram investigados
a fim de se obter as melhores respostas analiticas para determinagao individual do
LSNP. O estudo foi realizado para 0,50 umol L' de LSNP em solug&o tampao BR (pH
2,0). A faixa de valores estudada para cada paradmetro instrumental das técnicas
voltamétricas e seus valores selecionados estdo dispostos na Tabela 8. A partir dos
resultados obtidos no referente estudo, foram construidas curvas analiticas de
calibragdo externa empregando as duas técnicas voltamétricas e seus respectivos
parametros instrumentais otimizados (Figura 15). Os parametros analiticos
correspondentes a cada curva analitica estdo reunidos na Tabela 9. De acordo com
os dados experimentais obtidos, a VPD apresentou melhor desempenho analito,
exibindo maior sensitividade e limite inferior da faixa de trabalho com concentracao

menor, sendo entdo escolhida para a determinacao individual de LSNP.



69

Tabela 8 — Parametros instrumentais das técnicas de VPD e VOQ estudados e valores
otimos selecionados para determinacgao individual de LSNP usando o EDDB-PTC em
solugao tampao BR (pH 2,0).

Técnica Parametros Faixa estudada Valor selecionado

a (mV) 10 — 250 200

VPD tm (Ms) 2_6 4
v(mVs™) 10-380 70
a (mV) 10— 120 100

VOQ AEs (mV) 1-9 6
f (Hz) 10— 110 100

Fonte: o préprio autor

Figura 15 — Curvas analiticas de padréo externo para LSNP construidas com os
dados experimentais extraidos dos (a) voltamogramas de pulso diferencial (9,99 — 196
nmol L") e (b) voltamogramas de onda quadrada (20,0 — 196 nmol L") registrados em
solugao tampao BR (pH 2,0) usando o EDDB-PTC.

(a) VPD

< 31 (b) VOQ

0 50 100 150 200
[LSNP]/ nmol L’

Fonte: o préprio autor



70

Tabela 9 — Parametros analiticos obtidos para as curvas analiticas de padrao externo
construidas para determinacgao individual de LSNP usando as técnicas VPD e VOQ.

Técnica

Parametros analiticos

VPD voQ
Potencial de pico/V 1,51 1,57
Faixa linear / nmol L' 999-196 20,0-196
R? 0,9989 0,9912
Sensitividade / yA L nmol~' 0,0272 0,0177
Intercepto / uA 0,1948 0,1620

Fonte: o proprio autor

5.2.3 Validacao do Método Voltamétrico para Determinacao Individual de LSNP

5.2.3.1 Efeito de matriz e seletividade

O efeito de matriz foi investigado pela construgao de curvas analiticas de adi¢ao
de padrao obtidas na presenca de volumes adequados das amostras (agua de torneira
e urina sintética) (Figura 16) e comparando seus respectivos valores de coeficientes
angulares com aquele obtido para a curva analitica de padrao externo construida em
eletrélito suporte. Seguindo as recomendagdes do INMETRO (INMETRO, 2020), os
intervalos de confianca (IC) para cada coeficiente angular foram calculados em um
nivel de confianga de 95% (Tabela 10). Como pode ser observado, a sobreposi¢ao de
ambos os valores de IC dos coeficientes angulares indica que nado ha diferenca
significativa entre eles em um nivel de 95% de confianga, e, por isso, o efeito de matriz
nao € significativo na resposta voltamétrica. Também, essa informagao pode ser
observada graficamente pelo paralelismo aproximado entre as curvas analiticas
(Figura 16). Por consequéncia, a determinagcao de LSNP em urina e agua de torneira
pode ser realizada pelo método de calibragdo externa usando a regressao linear
obtida para a curva analitica de padrdao externo construida no eletrélito suporte

solugao tampao BR (pH 2,0).
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Figura 16 — Curvas analiticas de (a) padrao externo, (b) adicdo de padrao na presenca
de agua de torneira e (c) adigado de padrao na presenca de urina sintética para LSNP
(9,99 — 196 nmol L") plotadas a partir dos voltamogramas de pulso diferencial
registrados usando o EDDB-PTC.

(a) ES
(b) ES + agua de torneira

0 50 100 150 200 250
[LSNP] / nmol L’

Fonte: o proprio autor
Tabela 10 — Intervalos de confianga dos coeficientes angulares das curvas analiticas

de padrao externo e adigdo de padrao construidas em solugédo tampéo BR (pH 2,0)
na auséncia e presenca de agua de torneira e urina sintética.

Curva analitica Coeficiente angular IC2

Padrao externo 0,0272 0,0266 — 0,0277
Adicao de padrao (presenga de agua 0,0271 0,0266 — 0,0277
de torneira)

Adigado de padréo (presenga de urina 0,0268 0,0262 - 0,0273
sintética)

aNivel de 95% de confianca
Fonte: o proprio autor

A seletividade do método proposto foi estudada a partir do calculo do DPR dos
sinais analiticos das medidas voltamétricas realizadas para LSNP na auséncia e
presengca de compostos possivelmente interferentes (Thompson; Ellison; Wood,
2002). Para o estudo foram consideradas as espécies comumente presentes nas
amostras a serem analisadas, como por exemplo, glicose, ureia, epinefrina, acido

urico, dopamina, creatinina, acido ascorbico, cafeina e triptofano. Os experimentos
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foram conduzidos para 99,9 nmol L' de LSNP e concentragdo dos compostos
interferentes na razdo molar (LSNP:interferente) de 1:100. Os resultados obtidos no
estudo (Tabela 11) mostraram que a glicose, ureia, epinefrina, acido urico, dopamina
e creatinina ndo exerceram efeito significativo na resposta do LSNP (DPR < 5,29%)
para a razao molar 1:100. No entanto, valores mais elevados de DPR (= 15,9%) foram
observados quando o LSNP estava na presenca de cafeina, acido ascérbico e
triptofano. Por isso, razbes molares de 1:1 e 1:10 também foram estudadas para esses
compostos e os resultados ndo demonstraram interferéncia significativa na resposta
voltamétrica do LSNP (DPR < 6,92%). Sendo assim, o método proposto pode ser
aplicado apenas nas amostras cujas concentragdes dessas espécies nao excedam 0s

limites estabelecidos no estudo.

Tabela 11 — Valores de DPR calculados para as variagbes na resposta voltamétrica
do LSNP na auséncia e presenca de compostos possivelmente interferentes
Razao molar (LSPN:interferente)

Composto interferente 1:100 1:1 1:10
Glicose 2,72% - -
Ureia 2,43% - -
Epinefrina 5,29% - -
Acido urico 4,22% - -
Dopamina 4,98% - -
Creatinina 4,91% - -
Acido ascorbico 26,2% 3,19% 6,92%
Cafeina 15,9% 4,97% 6,06%
Triptofano 55,8% 3,35% 4,69%

Fonte: o préprio autor

5.2.3.2 Linearidade

Considerando o melhor desempenho analitico da VPD para a determinagao
individual de LSNP, como discutido na se¢ao 5.2.2 foi realizado um estudo para avaliar
a linearidade da curva analitica obtida através da calibracdo com padrao externo. O
ajuste linear aplicado aos dados de calibragdo pode ser observado na Figura 17. A

principio é possivel verificar que o aumento da intensidade de corrente com o aumento
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da concentragao do analito apresentou indicativos de comportamento linear. Ainda,
apesar de alguns pontos ndo estarem incluidos dentro do IC, todos estdo dentro do
IP, indicando que a regressao apresenta grau de incerteza adequado no nivel de 95%

de confianga.

Figura 17 — Curvas analitica de padrao externo para LSNP construida com os dados
experimentais extraidos dos voltamogramas de pulso diferencial (9,99 — 196 nmol L-

") registrados em solug&o tampéao BR (pH 2,0) usando o EDDB-PTC.
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Fonte: o préprio autor

O conjunto de dados de calibragao foi submetido a uma analise de regressao
linear simples e a um teste de falta de ajuste no nivel de 95% de confianga para
verificar a linearidade na faixa de concentragdes adotada (Tabela 12). Os resultados
obtidos pela analise de regressao linear confirmaram que o modelo linear € adequado
aos dados experimentais. O Freg determinado foi maior do que o valor de Fecritico
indicando a significancia da regressao, e o coeficiente de determinagao (R?) indicou
que 99,89% da variabilidade dos dados é explicada pelo modelo linear.

Os gréficos de residuos gerados (Figura 18) mostrou uma distribuigdo aleatéria
em torno de zero no grafico de residuos vs valor ajustado (Figura 18(A)) e auséncia

de padrdes de distribuicdo no grafico de residuos vs ordem de observacgao (Figura
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18(B)), indicando, respectivamente, que os residuos sao independentes entre si e
apresentam varidncias homogénea. Ainda, a homogeneidade de variancias foi
confirmada por meio de um teste de Cochran no nivel de 95% de confianga, no qual
Cobservado = 0,6702 foi menor que Ceritico (0,05; 3;5) = 0,6838. Além disso, o Fraj determinado
foi menor que o Feritico, indicando que ndo ha evidéncias de falta de ajuste no modelo
linear, podendo ser usado para explicar a relagao entre a intensidade de corrente e a
concentracdo do LSNP.

Por fim, a significancia dos coeficientes da equagao de regressao foi avaliada
aplicando um teste t no nivel de 95% de confianga. De acordo com os resultados,
tanto o coeficiente linear quanto o angular foram estatisticamente significativos
(fobservado > feritico) € devem ser incluidos no modelo segundo a equagao: lpa / PA =
0,1948 + 0,0272 x [LSNP] / nmol L-".

Tabela 12 — Resultados da analise de regresséao linear da curva analitica de padrao
externo para a determinac¢ao individual de LSNP no nivel de 95% de confianca.
Regressao? Falta de ajuste®

Freg P Fra p Sxiy R? (%)
12195,42 0,00 2,23 0,15 0,065 99,89
Coeficientes da reta de regressao

Coeficiente linear® Coeficiente angular®

Valor tobservado P Valor tobservado p

0,1948 7,82 0,00 0,0272 110,43 0,00

aFcritico (0,05; 1;13) = 4,67 ; PFeritico (0,05; 3;10) = 3,7 1; Cteritico (0,025; 13) = 2,16
Fonte: o proprio autor
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Figura 18 — Graficos de (A) residuos vs valor ajustado e (B) residuos vs ordem de
observagéo plotados a partir da analise de regressao linear da curva analitica de
padrao externo construida para a determinacao de LSNP.
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Fonte: o préprio autor

5.2.3.3 Limite de deteccéo e limite de quantificacao

Os valores de LD e LQ calculados foram 3,05 nmol L' e 9,24 nmol L7,
respectivamente. Esses valores sao inferiores a concentragcdo do primeiro ponto da
curva analitica, indicando que o LSNP pode ser detectado e quantificado com
adequada precisao e exatidao dentro da faixa de trabalho adotada.

O método desenvolvido para a determinacao individual de LSNP usando o
EDDB-PTC demonstrou excelente desempenho analitico, alcancando valores de LD
menores do que aqueles reportados em outros meétodos voltamétricos empregando
diferentes eletrodos de trabalho (Tabela 13), exceto quando comparado com o método
de voltametria de onda quadrada de redissolugéo catdédica (VOQ-RC) usando o EPC
(Al-Farhan et al.,, 2021). Sem a necessidade de etapas adicionais ao longo do
procedimento, como preparacdo do eletrodo, preparo de amostra complexo,
derivatizacdo do analito, limpeza da superficie do eletrodo e etapas de pré-
concentracdo do analito na superficie do eletrodo, o EDDB se destaca por sua
simplicidade e sensitividade para a determinagdo de LSNP em diferentes amostras,

provando ser uma 6tima alternativa para esse propdésito.
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Tabela 13 — Comparacgéo entre as caracteristicas analiticas do método proposto para determinagao individual de LSNP empregando
o EDDB-PTC e de outros métodos voltamétricos reportados na literatura.
Eletrodo Técnica LD Faixa de trabalho Ref.

(umol L") (umol L)

EGM Polarografia 0,045 0,25-4,93 (ElI-Enany; Belal; Al-Ghannam, 2003)
EGPM VPD-RA 0,072 1,43 — 3,55 (Razak et al., 2003)
B-CD/OG-SOsH/ECV VPD 0,11 0,21 -190,4 (Hasanzadeh et al., 2014)

EPC VOQ-RC 0,00022 0,00871-0,1089 (Al-Farhan et al., 2021)

EDDB-PTC VPD 0,000305 0,00999 —0,1960 Este trabalho

Abreviagées: VPD-RA — Voltametria de pulso diferencial de redissolu¢ao anddica; VOQ-RC —Voltametria de onda quadrada de redissolugéo catddica.
Fonte: o préprio autor
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5.2.3.4 Precisao

A precisdo do método foi avaliada em termos de repetibilidade (10 medidas
realizadas no mesmo dia) e precisdo intermediaria (5 medidas realizadas ao longo de
5 dias diferentes), e os resultados foram expressos em valores de DPR. O estudo foi
conduzido para 49,8 nmol L, resultando em valores de DPR de 3,43% e 3,39% para
repetibilidade e precisdo intermediaria, respectivamente. Esses resultados
demonstraram que o método proposto apresenta adequada precisdo para a
determinacao de LSNP, uma vez que os valores de DPR obtidos se enquadram dentro
da recomendacéo até 15% de variagdo para amostras farmacéuticas (Stockl; D’Hondt;
Thienpont, 2009).

Ainda, vale destacar que a precisdo alcancada pelo método voltamétrico
desenvolvido € comparavel com aquelas de métodos cromatograficos previamente
reportados na literatura, nos quais valores de DPR foram determinados na faixa de
1,12 a 10% para repetibilidade e de 1,7 a 11% para precisao intermediaria (Qin et al.,
2012; Sagirli; Ersoy, 2004; Tsakalof; Bairachtari; Georgarakis, 2003).

5.2.3.5 Exatidao

A exatiddo do método para determinagao individual de LSNP foi averiguada
pela analise de amostras reais (formulagées farmacéuticas comerciais, urina sintética
fortificada e agua de torneira fortificada).

Medicamentos comerciais com diferentes dosagens de LSNP foram analisados
pelo método voltamétrico pela interpolagdo dos dados de intensidade de corrente
obtidas para as amostras na curva de calibracdo externa. As mesmas amostras
também foram analisadas pelo método titulométrico reportado na literatura
(Basavaiah; Tharpa; Vinay, 2010). Os resultados obtidos estao dispostos na Tabela
14.
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Tabela 14 — Resultados obtidos na analise da quantidade de LSNP nas amostras
farmacéuticas usando o método voltamétrico e o método titulométrico.
Quantidade de LSNP (mg comprimido-')

Rotulado Voltametria® Titulagao? B

5 4,92 + 0,24 5,20 £ 0,22 -5,38%
10 10,5+0,2 10,4 £ 0,4 1,15%
20 20,4+0,3 20,5+0,5 —-0,63%

a Medidas realizadas em ftriplicata
b E (erro relativo) = 100 x [(voltametria — titulagdo)/titulagao].
Fonte: o proprio autor

Aos dados experimentais foi aplicado o teste t pareado resultando em um valor
de fcalculado = —0,82 menor que o valor de teritico (0,025; 8) = 2,306. Assim, n&o ha evidencias
de diferengas estatisticas significativas entre os métodos em um nivel de confianga
de 95%.

Adicionalmente, estudos de adicdo e recuperagcdo foram realizados nas
amostras farmacéuticas. Para isso, trés niveis de concentracdo de LSNP foram
adotadas: 29,8; 79,2 e 128 nmol L-'. A média de recuperacéo obtida foi de 100 + 4%
e esta de acordo com a faixa recomendada de 80 — 110% pela AOAC (AOAC, 2023)
para as concentragdes utilizadas. Ainda, os resultados obtidos podem ser comparados
com o de outros métodos reportados na literatura, como método voltamétrico (98,15
— 100,94%) (El-Enany; Belal; Al-Ghannam, 2003) e espectrofotométricos (99,86 —
100,5% e 98,75 — 100,45%) (Preetham; Sujana; Sankar, 2014; Raza; Ansari; Atta-ur-
Rehman, 2005), destacando a boa exatiddo do método para a determinagao de LSNP
em amostras farmacéuticas.

O método desenvolvido também foi aplicado para determinar LSNP em
amostras de urina sintética e agua de torneira fortificadas. Como discutido na segéo
5.2.3.1, as taxas de recuperacgao (%) calculadas para as amostras fortificadas foram
realizadas usando o método de calibracdo externa, uma vez que nao foi observado
efeito significativo de matriz. De acordo com os resultados organizados na Tabela 15,
os valores médios das taxas de recuperacao estao dentro da faixa recomendada de
80 — 110% para os niveis de concentragdo adotados no estudo (AOAC, 2023),
demonstrando adequada exatiddo do método na determinagcdao de LSNP nessas
amostras.

Os métodos cromatograficos desenvolvidos para determinacdo de LSNP
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apresentaram taxas de recuperagao no estudo da exatidao variando de 64,1 a 78,25%
para amostras de urina (Sagirli; Ersoy, 2004; Wong; Charles, 1995) e de 65,8 a 72,2%
para amostra de agua (Wong; Charles, 1995). Sendo assim, € possivel observar a
excelente exatiddo do método voltamétrico aqui reportado para determinacio

individual do anti-hipertensivo em amostras mais complexas.

Tabela 15 — Resultados obtidos na determinagéo individual de LSNP em agua de
torneira e urina sintética pelo método proposto
Adicionado Determinado?

Amostra Recuperagiao média® (%)
(nmol L) (nmol L)
0 nao detectado -
) 20,0 20,2+£1,7 101
Agua de torneira
49,7 51,8 +2,2 104
99,0 104 £1,7 105
0 nao detectado -
20,0 20,7+1,2 104
Urina sintética
49,7 475+0,6 95,6
99,0 93,2+1,3 94,1

an = 3;»(C1—C2/C3)%x100

Fonte: o préprio autor

5.2.4 Otimizagdo dos Parametros Instrumentais das Técnicas de VPD e VOQ e

Curvas Analiticas para Determinacado Simultanea de HCTZ e LSNP

As curvas analiticas foram construidas simultaneamente para HCTZ e LSNP
usando as técnicas VPD e VOQ com os parametros instrumentais otimizados (Tabela
16). Os parametros analiticos obtidos para cada curva analitica estdo reunidos na
Tabela 17. Como pode ser observado, a VOQ forneceu curvas analiticas (Figura 19)
com melhores resultados em termos de detectabilidade, curvas analiticas iniciando
com concentragdes menores, e maiores faixas de concentragdo de trabalho, sendo

entdo escolhida para a determinacao simultdnea dos anti-hipertensivos.
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Tabela 16 — Estudo dos parametros instrumentais das técnicas VPD e VOQ para
determinacao simultanea de HCTZ e LSNP usando o EDDB-PTC em solug¢ao tampao

BR (pH 3,0).
Técnica Parametros Faixa estudada Valor 6timo selecionado

a(mvV) 10 — 140 110

VPD tm (Ms) 1-9 7
v(mVs™) 10-40 30

a (mV) 10-70 60

vOQ AEs (mV) 1-6 4

f (Hz) 10 - 50 20

Fonte: o préprio autor

Tabela 17 — Parametros analiticos obtidos para as curvas analiticas construidas para
determinacao simultdnea de HCTZ e LSNP usando as técnicas VPD e VOQ

VPD voQ
Parametros analiticos
HCTZ LSNP HCTZ LSNP
Potencial de pico/V 1,23 1,57 1,20 1,57
Faixa linear / umol L™ 1,99-7,35 0,50-1,23|0,40-3,99 0,050 - 1,04
R? 0,9963 0,9884 0,9953 0,9991
Sensitividade / yA L ymol~' 0,250 0,321 0,102 0,489
Intercepto / uA -0,365 0,0659 —-0,0435 0,0293

Fonte: o préprio autor
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Figura 19 — Curvas analiticas simultdneas construidas com os dados experimentais
extraidos dos voltamogramas de onda quadrada (a = 60 mV, AEs =4 mV e f= 20 Hz)
para HCTZ (0,40 — 3,99 umol L") e LSNP (0,050 — 1,04 pmol L") registrados em
solucdo tampéao BR (pH 3,0).
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Fonte: o proprio autor

Ademais, curvas analiticas individuais para cada analito foram construidas na
presenca de uma concentracao fixa do outro analito para avaliar se os processos de
oxidagao interferem entre si. De acordo com os dados experimentais obtidos, a
relagao linear entre intensidade de corrente e concentragdo para a determinacao
individual de HCTZ (0,040 — 4,01 ymol L") na presencga de 0,39 pmol L' de LSNP
pode ser expressa pela equagéo /hctz / A = -0,0424 + 0,100 x [HCTZ] / ymol L' (R?
= 0,9930) com a resposta do LSNP variando em 5,14%. Ja para a determinacao de
LSNP (0,049 — 1,07 umol L") na presenca de 2,91umol L', a relagéo segue a equagéo
I.sne/ uA = 0,00222 + 0,493 x [LSNP] / ymol L', com variagdo em 2,45% na resposta
da HCTZ. Os coeficientes angulares determinados para as curvas analiticas
individuais foram comparados com aqueles obtidos para determinacao simultanea dos
analitos por meio dos intervalos de confianga calculados para cada coeficiente angular
em um nivel de 95% de confianga (Tabela 18). A partir dos dados apresentados na

Tabela 18, é possivel observar a sobreposigado dos valores dos coeficientes angulares
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das curvas analiticas (simultdnea e individual na presenga do par) de ambos os
analitos, indicando que nao ha evidéncias de diferengas significativas entre eles em
um nivel de 95% de confianca. Assim, € comprovado que o processo de oxidagao de
um anti-hipertensivo nao interfere no processo de oxidagado do outro, e por isso sua

determinacao simultanea pode ser realizada com exatidao e precisao adequadas.

Tabela 18 — Intervalos de confianga dos coeficientes angulares das curvas analiticas
construidas simultaneamente para HCTZ e LSNP e individualmente para cada analito
na presenga do outro.

Simultanea Um na presenca do outro
Analito Coeficiente Intervalo de | Coeficiente Intervalo de
angular confianga? angular confianga?
HCTZ 0,102 0,0979 - 0,105 0,100 0,0957 - 0,105
LSNP 0,489 0,481 — 0,496 0,493 0,485 -0,50

aNivel de confianga de 95%
Fonte: o proprio autor

5.2.5 Validacdo do Método Voltamétrico para Determinagdo Simultanea de HCTZ e
LSNP

5.2.5.1 Limite de deteccgao e limite de quantificagcao

Os valores de LD determinados foram de 0,052 e 0,012 ymol L', enquanto os
valores de LQ foram de 0,16 e 0,037 umol L-' para HCTZ e LSNP, respectivamente.
Esses valores sao inferiores as concentragdes iniciais usadas para construir as curvas
analiticas, indicando que os anti-hipertensivos podem ser detectados e quantificados
dentro da faixa de trabalho adotada.

Uma breve comparacdo com outros métodos reportados na literatura para
determinagao simultdnea de HCTZ e LSNP (Tabela 19) revelou que o método
voltamétrico aqui proposto apresentou excelentes resultados em termos de
detectabilidade com menores valores de LD. Menores concentragdes foram
determinadas em amostras de plasma sanguineo com o método empregando CL-
EM/EM (Shah et al., 2017), porém é importante destacar que o método faz uso de
extragcdo em fase sodlida e grandes quantidades de solvente organico para preparo da

fase mével. Ainda que o método voltamétrico desenvolvido empregando o EDDB
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tenha sido aplicado apenas na determinacdo dos anti-hipertensivos em amostras
farmacéuticas, a voltametria tem como grande vantagem a simplicidade de tratamento
de amostra. Assim, como ja reportado na literatura em outros estudos voltamétricos
(Ali; Barzani; Yardim, 2022; Cetinkaya et al., 2021; Moraes et al., 2019), ha evidéncias
que o método proposto pode ser facilmente aplicado para determinar esses analitos
em amostras de plasma sanguineo apos simples precipitagdo das proteinas da
amostra usando pequenos volumes de solvente organico.

Ainda, com o intuito de demonstrar as excelentes caracteristicas experimentais
do método proposto, foi realizada uma comparagdo com alguns métodos
espectrofotométricos, cromatograficos e voltamétrico encontrados na literatura
(Tabela 19). De acordo com as informacdes apresentadas na Tabela 19, cada método
dispbe de caracteristicas desejaveis para analises. No entanto, o método descrito
neste trabalho se destaca pela alta detectabilidade dos analitos, aliado a analises
rapidas, simples, ambientalmente amigaveis e de baixo custo. Além disso, apresenta
tratamento de amostra simplificado, envolvendo poucos procedimentos e uso minimo
de solventes organicos.

Os métodos espectrofotométricos listados na Tabela 19, apesar de também
serem simples e usarem poucas quantidades de solventes organicos, requerem maior
atencao no preparo de amostra, com etapas de filtracbes e preparagao de grandes
volumes de solugcbes padrdo. Entdo, em comparacdo, o método voltamétrico
apresenta vantagem em relagdo a reducado de consumo de regentes e geracao de
residuos. Por fim, ainda pode ser elencado a ndo necessidade de preparo, renovagao
e limpeza frequentes da superficie do eletrodo, o que simplifica o procedimento.

Todos esses pontos levantados podem ser considerados para classificar o
método desenvolvido de acordo com os principios da Quimica Analitica Verde
(Gatuszka; Migaszewski; Namiesnik, 2013). Portanto, considerando todos esses
métodos apresentados, € possivel verificar que o método voltamétrico proposto

usando o EDDB € o que mais se aproxima desses principios.
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Tabela 19 — Comparacao do desempenho analitico e caracteristicas experimentais do método voltamétrico proposto empregando o
EDDB com alguns dos outros métodos espectrofotométricos, cromatograficos e voltamétrico encontrados na literatura

o LD (umol L)
Técnica

Faixa de trabalho (umol L)

HCTZ LSNP

Caracteristicas

CLAE-UV - -
(Erk; Kartal, 1999)

3,36 —134,36 3,70 — 138,11

- Determinagdo em formulagdes farmacéuticas;
- Uso de solvente organico (acetonitrila);
- Preparo de amostra: fase movel e filtragao;

- Tempo de analise: = 10 min.

Espectrofotometria - -
(Erk; Kartal, 1999)

20,15 -470,27 39,46 — 320,60

- Determinagao em formulagbes farmacéuticas;
- Uso de solvente organico (metanol);
- Preparo de amostra: 100% metanol e filtragao;

- Tempo de analise: < 1 min

CLAE-FR-DAF 0,024 0,35
(Padmini et al., 2013)

16,80 — 83,98 4,93 — 24,66

- Determinagéo em formulagbes farmacéuticas;
- Uso de solventes organicos (acetonitrila;
metanol);

- Preparo de amostra: metanol e solugao de
acetato de ambnio, vortex (5 min),
centrifugacéo e filtragao

- Tempo de analise: = 10 min

CLAE-FR 0,025 0,17
(Maslarska; Peikova;
Tsvetkova, 2013)

83,98 — 839,77 123,31 -986,47

- Determinagéo em formulagédo farmacéutica e
amostra de dissolucao;

- Uso de solvente organico (acetonitrila);
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- Preparo de amostra: vortex (5min) e filtragao;

- Tempo de analise: < 8 min

Espectrofotometria 296,8 nm: 296,8 nm: 296,8 nm: 296,8 nm: - Determinacdo em formulagdes farmacéuticas;
(Patel; Prabhu; Walia, 0,92 5,25 13,44 - 67,18 23,31 -616,54 - Uso de pequena quantidade de solvente
2015) 2094 nm: 209,4 nm: 209,4 nm: 209,4 nm: organico (metanol);
0,25 1,18 3,36 — 16,8 12,33 — 61,65 - Preparo de amostra: 10% metanol: solucéo
tampao HCI, sonicag¢ao (10 min) e filtracao;
- Tempo de analise: <1 min.
CL-EM/EM — - 0,0017-0,84 0,0012-0,62 - Determinac&o em plasma sanguineo humano;
(Shah et al., 2017) - Uso de solvente orgénico (acetonitrila;
metanol);
- Uso de padrao interno;
- Preparo de amostra: extragao em fase sélida;
- Tempo de analise: 2 min (instrumental);
- Determinacéao de concentragcdes muito baixas.
VPD 0,78 1,70 1,99 -70,8 9,97 — 442 - Determinacdo em formulagdes farmacéuticas
(Valezi; Eisele; Sartori, e agua de torneira;
2017) - Uso de pequena quantidade de solvente

organico (metanol);
- Preparo da amostra: 40% metanol;
- Requer a preparacéo do eletrodo e ativagao
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apos cada 30 medidas;

- Tempo de analise: <2 min

VOQ (Este estudo)

0,052

0,020

0,40-3,99

0,050 - 1,045

- Determinagdo em formulagdes farmacéuticas;
- Uso de pequena quantidade de solvente
organico (metanol);

- Preparo de amostra: 50% metanol e
sonicagao (5 min);

- Pré-tratamento eletroquimico da superficie do
eletrodo uma vez por dia de trabalho (4 min);

- Tempo de analise: <1 min

Abreviagées: CLAE — cromatografia liquida de alta eficiéncia; RF — fase reversa; DAF — detector de arranjo de fotodiodos; CL — cromatografia liquida; EM —

espectroscopia de massas.
Fonte: o préprio autor
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5.2.5.2 Precisao

A precisdo do método para determinagao simultadnea dos analitos foi avaliada
da mesma maneira como mencionado acima, em termos de repetibilidade e precisao
intermediaria. Dois niveis de concentracdo dos analitos foram adotadas no estudo e a
variagcdo na resposta voltamétrica foi determinada pelo valor calculado de DPR
(Tabela 20). Os resultados obtidos (DPR) estdo de acordo com o valor maximo
recomendado de 15% para amostras farmacéuticas (Stockl; D’Hondt; Thienpont,
2009), indicando adequada precisdo do método desenvolvido para determinacéo de
HCTZ e LSNP.

Tabela 20 — Estudo de repetibilidade e precisdo intermediaria para determinagao
simultanea de HCTZ e LSNP.

DPR (%)
Analito Concentragao (umol L)
Repetibilidade? Precisio Intermediaria®
HCTZ 0,060 3,38 6,70
LSNP  0,0099 3,76 8,10
HCTZ 2,89 1,38 2,56
LSNP 0,068 3,07 5,88

aN = 10 medidas; PN = 5 medidas por dia durante 5 dias.
Fonte: o proprio autor

5.2.5.3 Exatidao

A exatidao do método foi validada pela analise de HCTZ e LSNP em amostra
farmacéutica combinada disponivel comercialmente com dosagem de 12,5 mg e 10
mg, respectivamente. A amostra foi analisada pelo método voltamétrico desenvolvido
pela interpolagéo das intensidades de corrente obtidas na curva analitica de padrao
externo previamente construida e os resultados foram comparados estatisticamente
com aqueles obtidos pelo método cromatografico (Erk; Kartal, 1999). De acordo com
os resultados dispostos na Tabela 21, n&o foi observada diferenca significativa nas
variancias dos métodos (Fcalculado < Feritico) € @ dosagem meédia dos anti-hipertensivos
determinada pelos dois métodos sao estatisticamente iguais em um nivel de confianga

de 95%, uma vez que o valor de tcalculado fOi menor que o valor de feritico. Portanto, o
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meétodo desenvolvido demonstrou adequada exatiddo para a determinacao

simultanea de HCTZ e LSNP em amostras farmacéuticas.

Tabela 21 — Resultados obtidos para analise de HCTZ e LSNP em amostra
farmacéutica comercial usando o método voltamétrico e cromatografico.
Quantidade (mg cp™)

Analito Fcalculadob tcalculado®
Rotulado Voltametria?® Cromatografia®

HCTZ 125 12,4 £ 0,1 12,8+ 0,4 16,0 -1,68

LSNP 10,0 9,93+ 0,11 10,2+ 0,3 7,44 -1,46

aRealizado em triplicata; ?Fecritico(0,05;2;2) = 19,00; ®tcritico(0,025:4) = 2,77.
Fonte: o préprio autor

5.3 METODO VOLTAMETRICO PARA DETERMINACAO SIMULTANEA DOS CORANTES

ALIMENTICIOS INDIGO CARMIM E CARMOISINA

5.3.1 Comportamento Eletroquimico do INDG e CRMS

Inicialmente, o comportamento eletroquimico dos corantes INDG e CRMS foi
estudado individualmente na superficie do EDDB-PTC. Para isso, voltamogramas
ciclicos (50 mV s™') foram registrados em solugdo de H2S040,1 mol L' para 9,9 umol
L' de cada analito sob diferentes configuragdes de varredura para avaliar também a

dependéncia e reversibilidade de todos os processos eletroquimicos (Figura 20).
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Figura 20 — (A) Voltamogramas ciclicos (50 mV s™) registrados para 9,9 umol L' de
INDG em solugéo de H2SO4 0,1 mol L' usando o EDDB-PTC: (a) varredura anddica
comecgando em -0,4 V; (b) varredura anédica comegando em +0,4 V; (c) varredura
catodica comegando em +0,4 V. (B) Voltamogramas ciclicos (50 mV s') registrados
para 9,9 umol L-' de CRMS em solugdo de H2S04 0,1 mol L-! usando o EDDB-PTC:
(a) varredura anddica comegando em +0,2 V; (b) varredura catodica comegando em
+0,5 V.
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Fonte: o préprio autor

Como pode ser observado na Figura 20(A-a), o INDG exibe dois processos
eletroquimicos, em concordancia com um estudo previamente reportado na literatura
usando um eletrodo de carbono vitreo modificado com o compdsito Nafion/nanotubos
de carbono de paredes multiplas/silica mesoporosa (Fogang et al., 2024). O primeiro
é referente a um processo reversivel com pico anddico (PA1) em +0,052 V (vs Ag/AgCI
(3,0 mol L") e pico catodico (PC) em +0,01 V envolvendo dois elétrons e dois prétons.
De acordo com a literatura, esse processo € associado com a conversao redox
leucoindigo/INDG (Figura 21(A)). O segundo processo é uma oxidagao irreversivel em
+0,70 V (PA2), que envolve dois elétrons e dois prétons (Figura 21(B)) (Fogang et al.,
2024; Silva et al., 2016). Além disso, os outros voltamogramas registrados (Figura
20(A-b) e (A-c)) demonstraram a independéncia dos dois processos.

Por outro lado, o comportamento voltamétrico da CRMS observado nesse
estudo (Figura 20(B)) esta de acordo com reportado por Micheletti e colaboradores
(Micheletti et al., 2020) usando também o EDDB. Inicialmente, um pico anddico
irreversivel pode ser observado em +0,89 V (vs Ag/AgCl (3,0 mol L)) (PA1), que é

atribuido a um processo de oxidacdo envolvendo a transferéncia de dois elétrons e
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dois prétons (Figura 21 (C)) (Sokolova et al., 2018). O segundo processo observado
€ relacionado a redugao do grupo azo (-N=N-) da molécula (PC) em potencial —0,021
V, envolvendo dois elétrons e dois prétons (Sarvestani; Doroudi, 2022). Ainda, em
uma varredura anodica subsequente (Figura 20(B-b)), um novo pico anddico pode ser
observado em +0,43 V (PA2), o qual é provavelmente devido a reoxidagéo do produto
de reducgao de PC (Figura 21(D)) (Micheletti et al., 2020; Yu; Jia; Ma, 2004). Dado
todos os processos eletroquimicos dos corantes no EDDB e suas caracteristicas,
apenas os processos de oxidacao irreversiveis do INDG (+0,70 V; PA2) e da CRMS
(+0,89 V; PA1) foram considerados para o desenvolvimento do método de

determinacao analitica.

Figura 21 — Reacgbes estequiométricas propostas para o (A) processo eletroquimico
reversivel do INDG (PA1 e PC), (B) oxidacao irreversivel do INDG (PAz), (C) oxidagao
irreversivel da CRMS (PA1) e (D) redugao irreversivel da CRMS (PC) e reoxidagao do
produto de redugdo da CRMS (AP2).

.":I:—ONa -c:-Na
+* l: o1 W
NaO—S NaO—S
INDG leu :nmdlgn
®) o o 5
N —OMa M 5 -ONa
11 .
Q a— C o T Q R \\ C +2g+2H"
1}
Nao—% H MaO-§
o O o o]
INDG
(C) oH 0
Mz O FoNa S-ONa
CG Q ® +HO sV, +2¢+2H
e=g=0 0=s=0
Ma 2 CRMS
OH o
(D) ; 0
May F-ONa & -ONa
o
GG Q +28 +2H
o==2 o=s=0
MaD CRMS

Fonte: o préprio autor
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5.3.1.1 Influéncia do pré-tratamento superficial do EDDB e do eletrdlito suporte

Primeiramente, foi avaliado a influéncia do tipo de pré-tratamento na resposta
voltamétrica dos corantes. Assim, medidas eletroquimicas de INDG e CRMS foram
realizadas utilizando um EDDB-PTA e um EDDB-PTC em solu¢do de H2S0O4 0,1 mol
L' (Figura 22(A)).

Como pode ser observado, melhores respostas voltamétricas foram obtidas ao
usar o EDDB-PTC, uma vez que os picos de oxidacdo de ambos os corantes
apresentaram maior intensidade de corrente com maior separagao de pico (AEp =0,19
V) e maior repetibilidade (DPR < 0,57%). Consequentemente, o EDDB-PTC foi
utilizado em todos os experimentos subsequentes.

Em seguida, o eletrdlito suporte para determinagao analitica dos corantes foi
escolhido em duas etapas: um estudo dos acidos na concentragdo fixa de 0,1 mol L
(Figura 22(B)) e a concentragao do acido escolhido (Figura 22(C)). De acordo com os
voltamogramas apresentados, respostas voltamétricas semelhantes para os corantes
foram obtidas em termos de intensidade de corrente e repetibilidade. No entanto, a
solugéo de H2S04 0,1 mol L foi favoravel para uma maior intensidade de corrente do
pico de oxidagao do INDG e, portanto, considerando seu tamanho menor em relagao

ao da CRMS, esta solugao foi escolhida para determinagao simultanea dos corantes.
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Figura 22 - Voltamogramas de onda quadrada (a = 50 mV, AEs =2 mV e f= 30 Hz)
registrados para 9,8 umol L-' de INDG e 9,8 ymol L-' de CRMS: (A) usando um EDDB-
PTA e um EDDB-PTC; (B) usando um EDDB-PTC em solugdes a 0,1 mol L-' de HCIOa4,
H2SO4 e HCI; (C) usando um EDDB-PTC em solugdo de H2SO4 em diferentes
concentragdes (0,05, 0,1 e 0,5 mol L).
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Fonte: o préprio autor

5.3.1.2 Estudo da velocidade de varredura

A influéncia da taxa de varredura na resposta eletroquimica dos corantes foi
investigada por VC em uma solugéo de H2SO4 0,1 mol L' utilizando um EDDB-PTC.
Neste experimento, voltamogramas ciclicos foram registrados individualmente para
9,8 umol L' de INDG e 9,8 umol L' de CRMS, variando a velocidade de 5 a 200 mV
s (Figura 23). Os resultados demonstraram que, para os processos de oxidagdo de
ambos os corantes, o aumento da velocidade de varredura causa um aumento na
intensidade da corrente. Esse aumento é acompanhado por um leve deslocamento
nos potenciais de oxidacao para valores mais positivos, indicativo de comportamento

caracteristico de processos irreversiveis (Gosser, 1993).
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Figura 23 - Voltamogramas ciclicos registrados para 9,8 umol L-! de INDG e 9,8 umol
L-* de CRMS em diferentes velocidades de varredura (5 — 200 mV s') em solugéo de
H2S04 0,1 mol L' usando o EDDB-PTC.
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Fonte: o préprio autor

Além disso, as caracteristicas dos processos de oxidacao irreversiveis do INDG
e da CRMS foram determinadas observando o comportamento dos graficos de /pa vs
v'2 e log Iva vs log v (Figura 24) plotados com os dados extraidos dos voltamogramas
obtidos no estudo da velocidade de varredura (Figura 23). A relagao linear obtida entre
lba € V2 (R2>0,99; Figura 24(A)) indica que a oxidagdo de ambos os corantes ¢é
controlada predominantemente pela difusdo das espécies para a superficie do
eletrodo. Essa caracteristica € confirmada pelos coeficientes angulares de 0,452
(INDG) e 0,534 (CRMS) verificados no grafico de log lpa vs log v (Figura 24(B))
proximos do valor de 0,5 teoricamente estabelecido para processos eletroquimicos

controlados por difusdo (Gosser, 1993).
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Figura 24 — Graficos de (A) lpa vs v'? e (B) log lpa vs log v plotados com os dados
extraidos do estudo da velocidade de varredura (Figura 23).
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Fonte: o préprio autor

5.3.2 Otimizagdo dos Parametros Instrumentais das Técnicas de VPD e VOQ e

Curvas Analiticas para Determinagcédo Simultanea de INDG e CRMS

Os parametros instrumentais das técnicas de VPD e VOQ foram estudados
individualmente objetivando alcancar o melhor desempenho analitico para a
determinacao simultanea de INDG e CRMS. A otimizacao foi realizada registrando
voltamogramas para 4,95 uymol L-' de cada corante em uma solugéo de H2SO4 0,1 mol
L-', variando um parametro enquanto os outros dois eram mantidos fixos. A Tabela 22
resume a otimizacao realizada e exibe os parametros estudados, seus respectivos

intervalos e os valores selecionados para cada parametro das técnicas voltamétricas.



95

Tabela 22 - Parametros instrumentais das técnicas de VPD e VOQ estudados e
valores 6timos selecionados para determinagao simultdnea de INDG e CRMS usando
o EDDB-PTC em solucdo de H2S0O4 0,1 mol L.

Técnica Parametros Faixa estudada Valor 6timo selecionado

a/mV 10 — 100 80

VPD tm/ ms 1-5 3
v/mV s 10 — 40 30

a/mV 10 - 50 20

vVOoQ AEs/ mV 1-4 2
flHz 10 -100 60

Fonte: o préprio autor

Em seguida, curvas analiticas de padrao externo para determinagéo simulténea
de INDG e CRMS foram construidas usando as técnicas com os parametros
otimizados. Os parametros analiticos das curvas resultantes de cada técnica foram
comparados na Tabela 23. Como pode ser observado, a VPD apresentou melhor
desempenho analitico em termos de detectabilidade e sensitividade; portanto, todo o

estudo de validagao foi realizado utilizando a VPD.

Tabela 23 — Parametros analiticos obtidos para as curvas de padrdo externo
construidas para determinagao simultanea de INDG e CRMS usando as técnicas VPD
e VOQ.

Parametros VPD voQ
analiticos INDG CRMS INDG CRMS
Potencial de pico/V 0,72 0,92 0,75 0,96
Faixa linear / nmol L~ 1,99-21,26 0,99 -12,56 9,98 -69,03 9,98 — 69,03
R? 0,999 0,990 0,997 0,984
Sensitividade /uA 0,0417 0,1492 0,0658 0,1075
Intercepto /A L nmol" 0,1054 0,0738 0,00994 0,0055

Fonte: o proprio autor

Curvas analiticas de padrao externo individuais para cada corante, na auséncia
e presenga do outro, foram construidas usando a VPD para avaliar possiveis
interferéncias do processo de oxidagdo de um corante no processo do outro. Os
coeficientes angulares de cada curva construida foram comparados por meio dos

valores de IC calculados no nivel de 95% de confianga (Tabela 24). Os dados
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demonstram sobreposi¢cao do IC dos coeficientes angulares das curvas analiticas,
para ambos os corantes, indicando que nao ha evidéncias de diferencas significativas
entre as curvas analiticas.

Ainda, a variacado do sinal voltamétrico para o corante com concentracao fixa
na construg¢ao da curva analitica do outro foi avaliada calculando o DPR das medidas.
O valor de DPR calculado para a intensidade de corrente de 9,9 nmol L' de INDG foi
de 3,70%, enquanto que para 4,98 nmol L' de CRMS, o valor determinado foi de
3,90%, confirmando assim que ndo ha interferéncia de um corante na resposta do
outro. Portanto, o método desenvolvido para a determinagao simultdnea dos corantes
também pode ser utilizado para a determinag¢ao individual de cada um deles, em

matrizes contendo ou ndo o outro.

Tabela 24 - Intervalos de confianga dos coeficientes angulares das curvas analiticas
de padrdao externo construidas simultaneamente para INDG e CRMS, e
individualmente para um corante na auséncia e presenca do outro.

INDG CRMS
Curva Analitica Coeficiente IC? Coeficiente IC?
angular angular
Simultanea 0,1054 0,1036-0,1073 0,0738 0,0693-0,0783
Individual 0,1065 0,1044-0,1087 0,0741 0,0702-0,0781
(presenca do outro)
Individual 0,1041 0,1020-0,1063 0,0791 0,0756-0,0826

(auséncia do outro)

anivel de 95% de confianca
Fonte: o préprio autor

5.3.3 Validacado do Método Voltamétrico para Determinacdo Simultdnea de INDG e
CRMS

5.3.3.1 Efeito de matriz e seletividade

O efeito de matriz das amostras de agua de rio e de agua de torneira na
determinagao simultédnea de INDG e CRMS foi avaliado. Para isso, curvas analiticas

simultaneas foram construidas na presenga de cada amostra no eletrélito suporte
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(adicdo de padrao a matriz da amostra). Em seguida, os coeficientes angulares foram
comparados com aqueles da curva analitica construida no eletrdlito de suporte puro
(calibragao por padréo externo) utilizando os valores de IC calculados em um nivel de
95% de confianga (INMETRO, 2020). Como mostrado na Tabela 25, a sobreposi¢céo
dos valores de IC indica que o efeito de matriz ndo é significativo na resposta
voltamétrica dos corantes. Sendo assim, sua quantificagdo simultdnea pode ser
realizada pelo método de calibragdo externa utilizando a regressao linear obtida a

partir da curva analitica construida no eletrélito de suporte (H2SO4 0,1 mol L).

Tabela 25 - Intervalos de confianga dos coeficientes angulares das curvas analiticas
de padrio externo e adigdo de padrdo construidas em solugdo de H2S04 0,1 mol L
na auséncia e presenca de agua de rio e agua de torneira.

INDG CRMS
Curva analitica Coef. ICa Coef. ICa
angular angular
Padrao externo 0,1054 0,1036-0,1073 0,0738 0,0693-0,0783
Adicao de padrao 0,1038 0,1015-0,1060 0,0759 0,0738-0,0779

(presenga de agua de rio)
Adicéo de padao (presenga 0,1040 0,1015-0,1065 0,0763 0,0724-0,0802

de agua de torneira)

anivel de 95% de confianca
Fonte: o proprio autor

Além disso, foi realizado um estudo de seletividade para avaliar o impacto de
diversos compostos potencialmente interferentes no sinal analitico dos corantes
(intensidade de corrente e/ou potencial de pico) (Thompson; Ellison; Wood, 2002). Os
compostos selecionados para o estudo foram cuidadosamente escolhidos com base
na probabilidade de estarem presentes nas amostras em analise. Especificamente,
para as amostras ambientais (agua de torneira e agua de rio), outros corantes
alimenticios (amarelo crepusculo, tartrazina, vermelho 40 e amaranto) e certos ions
(NH4*, NOs", Cu?*, Zn?*, Fe?*, Fe3* e Mn?*) foram investigados. Ja para as amostras
de bebidas, os mesmos corantes foram examinados juntamente com outros aditivos
alimentares (acido tartarico, acido citrico, sacarose e acido ascorbico). O estudo
envolveu o registro de voltamogramas de pulso diferencial para 9,8 nmol L' de INDG

e 9,8 nmol L' de CRMS na auséncia e presenga de cada composto interferente em
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propor¢des molares de 1:1, 1:10, 1:100, 1:1000 e 1:10000. A avaliagao foi realizada
calculando o DPR das correntes de oxidacdo dos analitos em ambas as condi¢cdes
(Tabela 26).

No geral, ions e aditivos alimentares n&o interferem significativamente no sinal
voltamétrico dos corantes (DPR < 8,35%). No entanto, interferéncias notaveis podem
ocorrer para alguns compostos em concentragées mais altas, como NO3 (1:10000),
Fe2* (1:1000 e 1:10000) e &acido ascérbico (1:10000), que causaram alteragdes
superiores a 13,96%.

Em relagdo aos outros corantes alimenticios investigados, € necessario maior
atencdo. Esses corantes sdo moléculas eletroativas que podem apresentar diversos
processos eletroquimicos (Silva; Wong; Fatibello-Filho, 2020; Tran et al., 2019; Zhang
et al., 2022), e, assim, exibir picos de oxidagdo que se sobrepdem aos do INDG e da
CRMS. Conforme observado na Tabela 26, em concentragdes iguais as de INDG e
CRMS, nenhum dos outros corantes estudados induziu alteragdes significativas nos
sinais voltamétricos dos analitos (DPR < 6,10%), exceto o amaranto, que interferiu na
resposta da CRMS (DPR = 23,10%). Porém, em concentragdes mais altas desses
corantes, as respostas voltamétricas do INDG e da CRMS sofreram alteragées mais
substanciais, com DPR superior a 10,47%. Apesar desses resultados, a determinacao
simultanea de INDG e CRMS continua viavel em amostras de alimentos e aguas
ambientais. Tipicamente, as concentra¢des de corantes nessas amostras sao baixas,

nao ultrapassando os limites estabelecidos neste estudo.
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Tabela 26 - Valores de DPR calculados para as variagdes na resposta voltamétrica do INDG e da CRMS na auséncia e presenga
de compostos possivelmente interferentes.

Razao Molar (INDG:Interferente)

Razao Molar (CRMS:Interferente)

Composto interferente 1:1 1:10 1:100 1:1000 | 1:10000 | 1:1 1:10 1:100 1:1000 | 1:10000
NOs - 1,30 2,90 5,79 13,96 - 0,56 1,52 1,28 2,39
NH4* - 3,08 2,47 2,00 1,19 - 1,76 0,70 0,17 1,22
Cu?* - 1,49 4,00 4,65 4,32 - 0,42 2,70 3,29 4,87
Zn?* - 1,99 3,34 2,89 6,51 - 0,07 1,15 1,12 1,80
Fe?* - 4,77 2,83 73,98 99,80 - 1,62 0,03 70,77 94,71
Fed* - 4,41 4,35 3,15 4,11 - 4,15 0,43 4,23 2,78
Mn?2* - 0,15 0,52 2,80 0,72 - 5,36 4,91 2,30 3,35
Acido tartarico - 2,02 0,63 3,02 8,35 - 1,51 1,70 0,86 0,23
Acido citrico - 0,08 1,88 4,37 7,80 - 1,07 2,58 2,97 1,75
Sacarose - 1,00 2,12 0,60 5,37 - 0,24 0,96 2,89 0,92
Acido ascérbico - 0,43 2,83 1,54 52,06 - 0,37 0,46 64,38 66,81
Amarelo crepusculo 3,84 | 542 56,16 - - 1,16 41,68 109,79 | - -
Tartrazina 4,39 |10,47 |49,56 - - 1,82 1,78 1,46 - -
Vermelho 40 514 | 27,77 | 1004 - - 2,90 56,72 125,14 | - -
Amaranto 6,10 | 25,63 |107,81 |- - 23,10 | 102,58 |133,50 |- -

Fonte: o préprio autor
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5.3.3.2 Linearidade

Considerando o melhor desempenho analitico da VPD para a determinagao
simultdnea dos corantes, conforme discutido na secéo 5.3.2, foi realizado um estudo
para avaliar a linearidade da curva analitica obtida por meio de calibracdo com padrao
externo.

Os voltamogramas de pulso diferencial registrados para diferentes
concentragdes de INDG e CRMS em solugdo de H2SO4 0,1 mol L' utilizando o EDDB-
PTC (Figura 25(A)) demonstraram um aumento na intensidade de corrente dos
processos de oxidagao dos corantes proporcional ao aumento de suas concentragoes.
Assim, um ajuste linear foi aplicado aos dados extraidos dos voltamogramas, e as
curvas analiticas resultantes sao apresentadas nas Figuras 25(B) e (C). Vale destacar
que, embora alguns resultados tenham ficado fora IC, todos estdo contidos dentro do
IP, indicando que a regressao exibiu um nivel adequado de incerteza no nivel de 95%

de confianga.

Figura 25 — (A) Voltamogramas de pulso diferencial (a =80 mV, tm=3 ms e v =30
mV s') registrados em solugdo de H2S04 0,1 mol L-! usando o EDDB-PTC para: (a)
eletrolito suporte; 1,99 nmol L' de INDG e 0,99 nmol L' de CRMS; (c) 6,92 nmol L’
de INDG e 3,96 nmol L' de CRMS; (d) 11,78 nmol L' de INDG e 6,87 nmol L' de
CRMS; (e) 16,55 nmol L' de INDG e 9,74 nmol L' de CRMS; (f) 21,26 nmol L' de
INDG e 12,56 nmol L' de CRMS. (B) e (C) Curvas analiticas de padrao externo para
INDG e CRMS plotadas com os dados extraidos dos voltamogramas de pulso
diferencial da Figura 25(A), incluindo o IC e IP no nivel de 95% de confianga.
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Fonte: o préprio autor

Foi realizada uma analise de regressao linear simples (nivel de 95% de
confianga) nos dados experimentais para avaliar a linearidade dentro da faixa de
concentracdo adotada (Tabela 27). Os resultados indicaram que a regressao no
modelo linear € significativa, pois os valores de Freg Observados sdo maiores que o
valor de Feritico. Os coeficientes de determinagdo (R?) das curvas analiticas de padrao
externo para INDG e CRMS foram de 99,91% e 98,98%, respectivamente. Esses
valores representam as porcentagens de variabilidade dos dados explicadas pelo
modelo linear ajustado. Os graficos de residuos (Figura 26) sugerem que os residuos
seguem uma distribuicdo normal, sdo independentes entre si (Figura 26(A) e (C)) e
apresentam homogeneidade das variancias (Figura 26(B) e (D)). Além disso, o teste
de Cochran aplicado confirmou a homoscedasticidade das variancias, uma vez que
os valores de Cobservado para INDG e CRMS de 0,5172 e 0,3426, respectivamente,
foram menores do que 0 Ceritico(0,05:3:5=0,6838. Assim, esses resultados demonstram
a adequabilidade da aplicacdo de um modelo de regressao linear simples aos dados
de calibragao.

Além disso, o teste de falta de ajuste, aplicado a um nivel de 95% de confianca
de 95% (Fraj < Feritico(0,05; 3:10)), confirma que o modelo linear ndo apresentou falta de
ajuste significativa. Isso reafirma a adequagao do modelo para explicar a relagao entre
a intensidade da corrente e a concentragao do analito.

Por fim, a significancia dos coeficientes da equagao de regressao foi avaliada

utilizando o teste t, também a um nivel de 95% de confianga. Conforme mostrado na
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Tabela 27, tanto os coeficientes lineares quanto angulares foram considerados
estatisticamente significativos (fobservado > foritico). Consequentemente, devem ser
incluidos nos modelos de acordo com as seguintes equagdes: lpa / A = 0,0417 +
0,1054 x [INDG] / nmol L' e lpa / WA = 0,1492 + 0,0738 x [CRMS]/ nmol L.

Tabela 27 — Resultados da analise de regresséao linear da curva analitica de padrao
externo para a determinagdo simultdnea de INDG e CRMS no nivel de 95% de
confianca.

Parametros INDG CRMS
Regressao Freg? 14794,53 1264,07

p 0,00 0,00
Falta de ajuste Fai® 3,22 0,45

p 0,07 0,73
Sxiy 0,0229 0,0329
R? (%) 99,91 98,98
Coeficiente linear Valor 0,0417 0,1492

fobservado® 3,55 9,03

p 0,004 0,00

Coeficiente angular Valor 0,1054 0,0738
fobservado® 121 ,63 35,55
p 0,00 0,00

aF critico(0,05:1;13)=4,67 ; PFeritico(0,05;3;10)=3,7 1; Cteritico(0,025;13)=2,16
Fonte: o proprio autor
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Figura 26 — Graficos de (A e C) residuos vs valor ajustado e (B e D) residuos vs ordem
de observacao plotados a partir da analise de regresséo linear da curva analitica de
padrdao externo construida para a determinacdo simultdnea de INDG e CRMS,

respectivamente.
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Fonte: o proprio autor

5.3.3.3 Limite de deteccéo e limite de quantificacao

Os valores de LD determinados foram 0,598 e 0,273 nmol L', enquanto os
valores de LQ foram 1,812 e 0,827 nmol L' para INDG e CRMS, respectivamente.
Esses valores sdo menores do que as concentragdes iniciais usadas para construir as
curvas analiticas, indicando que os corantes podem ser detectados e quantificados
dentro da faixa de trabalho adotada.

Ainda, os valores de LD obtidos no estudo foram comparados com aqueles
relatados na literatura para a determinacdo cromatografica simultanea de INDG e
CRMS (Tabela 28). Os dados organizados na tabela mostram que a voltametria
combinada com o EDDB oferece detectabilidade comparavel a cromatografia,
apresentando valores de LD inferiores aos dos métodos relatados anteriormente.

Embora o método desenvolvido por Gholami e colaboradores (Gholami et al., 2021)
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apresente um LD menor, € notavel que as concentragcbes mais baixas das faixas de
trabalho sdo maiores do que as do método voltamétrico. Essa discrepancia pode ser
referente as diferengas nos métodos usados para calcular o LD. Consequentemente,
os baixos valores de LD alcangados pelo método voltamétrico o tornam uma excelente

alternativa para a analise de corantes em varias amostras.
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Tabela 28 — Comparacgao entre o método voltamétrico desenvolvido e outros métodos cromatograficos relatados na literatura para a
determinacao simultanea de INDG e CRMS.

INDG / ymol L CRMS / ymol L'
Técnica Faixa de LD Faixa de LD Ref.

trabalho trabalho
CLAE-FR-DAD 0,0536 — 81,484  0,0173 0,0259 - 110,0 0,00866 (Minioti; Sakellariou; Thomaidis, 2007)
CLAE-DAD 0,268 — 8,577 0,107 0,199 — 19,903 0,179 (Dixit; Khanna; Das, 2010)
CLAE-UV 2,144 — 21,443 0,172 3,981 — 49,758 2,23 (Khanavi et al., 2012)
UPLC-PDA 0,536 — 107,216 0,214 0,498 — 99,516 0,199 (Yang; Zhang; Shao, 2014)
CLAE-DAD-IT- 0,435 —-43,744 0,219 0,147 — 47,967 0,0239 (Li et al., 2015)
TOF/EM
CLAE-FR-UV 10,722 - 107,216 1,205 9,952 — 99,516 1,738 (Mazdeh et al., 2016)
CLAE-DAD 0,107 — 5,447 0,0686 0,0995 — 5,055 0,0935 (Zahedi et al., 2020)
CLAE-DAD 0,150 - 107,216  0,0429 0,0398 — 99,516  0,00995 (Hamidi; Nemati; Lotfipour, 2021)
CLAE-PDA 0,0107 — 2,144 0,0000858 0,00995 — 1,99 0,0000398 (Gholami et al., 2021)
CLAE-DAD 1,0722 - 21,443 0,101 0,995 - 19,903 0,0975 (Palianskikh et al., 2022)
VPD/EDDB-PTC 0,00199 - 0,0213 0,000598 0,00099 —0,0126 0,000273 Este trabalho

Abreviacbes: FR — fase reversa; DAD — detector de arranjo de diodos, do inglés diode array detector; PDA — detector de arranjo de fotodiodos, do inglés

photodiode array detector; IT-TOF — do inglés ion trap time of flight; EM — espectrometria de massas.
Fonte: o proprio autor
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5.3.3.4 Precisao

A precisdo do método foi avaliada calculando o DPR das medidas voltamétricas
de dois niveis de concentragao para cada corante. Os resultados obtidos no estudo
foram organizados na Tabela 29 e demonstraram precisdo adequado do método para
determinacao de INDG e CRMS, uma vez que todos os valores de DPR calculados
estdo abaixo do limite maximo recomendado de 21%, conforme as diretrizes da AOAC
(AOAC, 2023), para esses niveis de concentracéo.

A precisdo estimada do método desenvolvido é comparavel a dos métodos
cromatograficos relatados na literatura para a determinacdo dos corantes em
diferentes produtos alimenticios. Os valores de DPR para esses métodos
cromatograficos variaram entre 0,34 e 7,04% para repetibilidade e entre 0,5 e 6,77%
para precisao intermediaria (Dixit; Khanna; Das, 2010; Gholami et al., 2021; Hamidi;
Nemati; Lotfipour, 2021; Mazdeh et al., 2016; Minioti; Sakellariou; Thomaidis, 2007;
Yang; Zhang; Shao, 2014; Zahedi et al., 2020). Esses valores sdo préximos aos
obtidos pelo método desenvolvido, o que demonstra que o método voltamétrico
usando o EDDB-PTC também apresenta boa precisao para determinacao de INDG e
CRMS.

Tabela 29 - Estudo de repetibilidade e precisdo intermediaria para determinagao
simultanea de INDG e CRMS.

DPR (%)
Analito Concentragiao (nmol L)
Repetibilidade? Precisdo intermediaria®
INDG 6,92 3,16 4,28
CRMS 3,96 2,86 574
INDG 16,55 1,68 3,91
CRMS 9,74 2,59 4,38

an = 10 medidas; n = 5 medidas por dia durante 5 dias
Fonte: o proprio autor

5.3.3.5 Exatidao

Testes de recuperagao foram conduzidos para avaliar a exatidao do método
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desenvolvido para a determinagdo simultdnea de INDG e CRMS em amostras
ambientais fortificadas. Esses experimentos foram realizados para quatro niveis de
concentragdo de cada corante, cobrindo as faixas de trabalho das curvas analiticas
estabelecidas para o método (Tabela 30). Considerando que as recuperagdes obtidas
variaram de 97,0 a 104,5%, e que estao dentro da faixa recomendada de 60-115%,
conforme estipulado pela diretriz da AOAC para os niveis de concentragdo adotados
(AOAC, 2023), é possivel observar que o método apresenta exatiddo adequada para

determinacgao simultanea dos corantes em amostras de aguas.
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Tabela 30 - Resultados do teste de recuperacao para o estudo de exatiddo do método desenvolvido para determinagao simultanea
de INDG e CRMS em amostras de agua.

INDG CMSN

Amostra Adicionado Determinado? Recuperagao Adicionado Determinado? Recuperagao
(nmol L) (nmol L) média (%) (nmol L) (nmol L) média (%)
0 nao detectado - 0 nao detectado -
4,00 4,06 £ 0,15 101,5 3,00 2,92 +0,11 97,2

Agua de torneira 6,97 6,78 £ 0,23 97,3 4,98 4,90 + 0,22 98,5
11,85 11,64 + 0,031 98,3 7,90 8,25+ 0,17 104,5
16,65 16,79 + 0,21 100,9 10,77 10,75+ 0,33 99,8
0 nao detectado - 0 nao detectado -
4,00 3,92+0,12 97,9 3,00 2,96 + 0,11 98,7

Agua de rio 6,97 6,85 + 0,055 98,3 4,98 5,15+ 0,057 103,4
11,85 11,50 £ 0,17 97,0 7,90 8,14 £ 0,11 103,0
16,65 16,19 + 0,14 97,2 10,77 10,60 + 0,10 98,4

an = 3; P (C1—C2/C3)x100

Fonte: o préprio autor.
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A exatidao do método desenvolvido também foi avaliada para a determinagao
individual de CRMS em amostras de bebidas (suco de uva e refrigerante de uva). O
teor do corante nas amostras foi quantificado interpolando as respostas voltamétricas
na curva de calibragdo externa do método. Além disso, as amostras também foram
analisadas usando um método cromatografico descrito na literatura (Minioti;
Sakellariou; Thomaidis, 2007). Os resultados foram entdo comparados
estatisticamente a um nivel de 95% de confiangca (Tabela 31), ndo mostrando
diferengas significativas nas varidncias dos métodos (Fcaiculado < Feritico) € Nas
concentragbes dos analitos obtidas por ambos 0os métodos (fcalculado < feritico). ESSES
resultados indicam a exatiddo adequada do método voltamétrico desenvolvido para a
determinacao de INDG e CRMS em amostras de bebidas industrializadas.

Ainda, considerando o limite maximo de CRMS permitido pela ANVISA de 50
mg L' para bebidas gaseificadas e n&o gaseificadas, vale destacar que as amostras

analisadas estao de acordo com a regulamentacéo (BRASIL, 2023).

Tabela 31 — Resultados obtidos na determinagéo voltamétrica e cromatografica de
CRMS em amostras de bebidas industriais.
Concentragao de CRMS (mg L-)2

Amostras . - Fcalculadob tcalculado®
Voltametria Cromatografia
Suco 30,08 £ 0,59 30,54 £ 0,15 15,907 1,33
Refrigerante 26,44 + 0,68 26,09 + 0,23 8,827 -0,86

an = 3; b Feritico (0,05; 2:2) = 19,00; © feritico (0,025: 4) = 2,776.
Fonte: o préprio autor

5.4 ANALISE DE VERDURA DOS METODOS VOLTAMETRICOS DESENVOLVIDOS

A verdura dos métodos voltamétricos propostos foi avaliada pelo software
“Analytical GREEnness calculator” desenvolvido por Pena-Pereira e colaboradores
(Pena-pereira; Wojnowski; Tobiszewski, 2020). Para cada método desenvolvido foi
realizada uma analise de verdura. No entanto, para a determinagdo dos anti-
hipertensivos, devido as principais diferengas do ponto de vista da quimica verde
estarem relacionas ao tratamento da amostra, as analises foram realizadas de acordo
com o tipo de amostra. Os pictogramas obtidos podem ser observados na Figura 27.

As principais diferengas relacionadas ao preparo das amostras e analises se

da pelo fato de que as amostras ambientais, biolégicas e até mesmo alimenticias
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(bebidas) poderem ser coletadas e analisadas diretamente no local ou nas
proximidades usando sistemas portateis, enquanto que as amostras farmacéuticas,
embora simples de preparar (maceragao, pesagem e dissolugdo), precisam ser
coletadas na linha de producido e enviadas a um laboratorio para analise. Essas
diferengas causam impactos significativos nos resultados da analise de verdura como
pode ser observado na Figura 27.

No entanto, de maneira geral, os procedimentos analiticos apresentaram alta
pontuagdo de verdura, indicando seu baixo impacto ambiental. Esses resultados
positivos estdo de acordo com as expectativas uma vez que a voltametria é
considerada uma técnica ambientalmente amigavel devido as suas caracteristicas que
incluem, mas nao se limitam a simplicidade, baixo consumo de reagentes e
consequente reduzida geracdo de residuos, portabilidade e baixo consumo de
energia.

E importante destacar que o uso do EDDB aumenta significativamente o indice
de verdura do método devido as suas caracteristicas unicas. Seu excelente
desempenho analitico elimina a necessidade de modificagcbes superficiais para a
determinacao analitica de concentracbes muito baixas dos analitos, enquanto sua
baixa adsorcao superficial dispensa etapas de limpeza. Além disso, sua ampla faixa
de potencial de trabalho permite a determinagdo simultdnea de multiplos analitos.
Diferentemente de eletrodos modificados, que requerem etapas adicionais de
preparagao e renovagao da camada modificadora, maior consumo de reagente na
sintese dos modificadores, e consequente maior geragcao de residuo, o EDDB

simplifica o processo analitico e reduz o impacto ambiental das analises.
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Figura 27 — Resultados da anadlise de verdura quimica pelo software “Analytical
GREEnness calculator’ dos métodos voltamétricos propostos para (A) determinagéo
individual de LOP, (B) determinagao individual de LSNP e simultdnea de LSNP e
HCTZ em amostras farmacéuticas, (C) determinagao individual de LSNP em amostras
ambientais e bioldgicas e (D) determinagao simultanea de INDG e CRMS.

(A)

1 — Tratamento da amostra

2 — Quantidade e numero de amostras
3 — Localizagdo do dispositivo

4 — Etapas de preparo da amostra

5 — Automatizagdo e miniaturizagéo
6 — Derivatizagdo evitada

7 — Geragdo de residuo

8 — Rendimento de analise

9 — Consumo de energia

10 — Reagentes de fontes renovaveis
11 — Toxicidade

12 — Seguranga do operador

©)

Fonte: o proprio autor
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6 CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste trabalho demonstraram que métodos
voltamétricos foram desenvolvidos e validados usando o EDDB para determinagao
individual de LOP e LSNP, bem como a determinagdo simultdnea dos anti-
hipertensivos HCTZ e LSNP e dos corantes alimenticios INDG e CRMS em diferentes
amostras.

Os procedimentos voltamétricos provaram ser altamente eficientes, simples,
rapidos e ambientalmente amigaveis para diferentes aplicagbes analiticas. A
validacao intralaboratorial confirmou a confiabilidade dos métodos, demonstrando
seletividade, sensibilidade, precisao e exatidao adequadas.

Além disso, o baixo impacto ambiental dos métodos foi avaliado por meio de
métrica de verdura disponivel na literatura, destacando que a voltametria associada
ao EDDB é uma excelente alternativa as ferramentas analiticas tradicionais, uma vez
que suas caracteristicas estao em total alinhamento com os principios da Quimica
Verde. Entre as vantagens das analises voltamétricas estdo a simplicidade, baixo
custo, rapidez e seguranga, que somadas as caracteristicas do EDDB agrega ainda
mais carater verde aos métodos desenvolvidos. O uso do EDDB elimina a
necessidade de etapas adicionais de limpeza frequente, modificagdes ou renovacgoes
superficiais, bem como o consumo de reagentes associado a sintese de materiais
modificadores, ao mesmo tempo em que garante elevado desempenho analitico.

Portanto, os métodos propostos neste trabalho representam alternativas
promissoras do ponto de vista ambiental e analitico para o controle de qualidade de

produtos farmacéuticos e alimenticios, monitoramento ambiental e analises clinicas.
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