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RESUMO

No final de 2021 uma portaria da Anvisa alertou a possivel presenca de N-nitrosaminas
em medicamentos tipo sartanas, que sdo uma classe de farmacos muito utilizado por
pacientes para o tratamento da hipertensdo. As N-nitrosaminas sdo um grupo de
compostos organicos que apresentam em sua estrutura molecular (R2N-N=0) um grupo
nitroso (-N=0) e um grupo amina (R2N-), onde o grupo substituinte R pode ser um
grupo alquila, arila ou aromatico. Uma das N-nitrosaminas que tem sido encontrada em
medicamentos € a N-nitrosodimetilamina (NDMA), cuja as fontes de contaminacao
podem ocorrer no processo de sintese do principio ativo, na adi¢do dos excipientes e na
embalagem do medicamento. A NDMA € um forte agente causador de cancer em
diversos oOrgdos e tecidos, como exemplo, figado, cérebro, rins, estbmago, bexiga,
pulmao, es6fago etc. A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) tem sido muito
usada na determinacdo de NDMA em medicamentos. Porém, os métodos da CLAE séao
laboriosos e lentos, apresentam um alto consumo de solvente e reagentes prejudiciais a
salde humana e um alto custo de manutencdo, operacao e aquisicdo dos equipamentos.
Estas desvantagens podem ser superadas pelos métodos voltamétricos. Diante disso,
este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um novo método voltamétrico
para a determinacdo de NDMA em amostras de losartana e olmesartana, utilizando um
eletrodo de diamante dopado com boro. O método desenvolvido apresentou excelente
exatiddo (com taxas de recuperacdo de 89,1 a 110,4%), reprodutibilidade (com desvio
padrdo relativo de 3,2%), limites de detec¢do (67,6 nmol L' NDMA) e de quantificagdo
(225,3 nmol L' NDMA). Os resultados obtidos usando o método proposto foram
comparados com aqueles obtidos usando um método de referéncia (CLAE) e nédo foi
detectado diferencas estatisticas significativas entre ambos os resultados em um nivel de
confianga de 95%. Portanto, o método desenvolvido pode ser considerado uma valiosa
alternativa a outros métodos da literatura para determinagdo de NDMA em

medicamentos.

Palavras chave: N-nitrosodimetilamina; Voltametria; Eletrodo de diamante

dopado com boro; Medicamentos; Losartana; Olmesartana.



ABSTRACT

At the end of 2021, an Anvisa ordinance warned of the possible presence of N-
nitrosamines in sartana-type medications, which are a class of drugs widely used by
patients to treat hypertension. N-nitrosamines are a group of organic compounds that
present in their molecular structure (R2N-N=0) a nitroso group (-N=0) and an amine
group (R2N-), where the substituent group R can be a group alkyl, aryl or aromatic. One
of the N-nitrosamines that has been found in medicines is N-nitrosodimethylamine
(NDMA), whose sources of contamination can occur in the synthesis process of the
active ingredient, in the addition of excipients and in the packaging of the medicine.
NDMA is a strong cancer-causing agent in various organs and tissues, such as the liver,
brain, kidneys, stomach, bladder, lungs, esophagus, etc. High performance liquid
chromatography (HPLC) has been widely used to determine NDMA in medicines.
However, CLAE methods are laborious and slow, have a high consumption of solvents
and reagents that are harmful to human health and a high cost of maintenance, operation
and acquisition of equipment. These disadvantages can be overcome by voltammetric
methods. Therefore, this work aimed to develop a new voltammetric method for the
determination of NDMA in losartan and olmesartan samples, using a boron-doped
diamond electrode. The method developed showed excellent accuracy (with recovery
rates of 89.1 to 110.4%), reproducibility (with a relative standard deviation of 3.2%),
detection limits (67.6 nmol L™' NDMA) and quantification (225.3 nmol L™' NDMA).
The results obtained using the proposed method were compared with those obtained
using a reference method (HPLC) and no statistically significant differences were
detected between both results at a 95% confidence level. Therefore, the developed
method can be considered a valuable alternative to other methods in the literature for

determining NDMA in medicine.

Keywords: N-nitrosodimethylamine; Voltammetry; Boron-doped diamond electrode;

Medicines; Losartan; Olmesartan.



Capitulo 1
Introducao




1. INTRODUGAO "

Atualmente os métodos analiticos apresentam fundamental importancia na
determinacdo de analitos em matrizes complexas, como exemplo, medicamentos,
cosmeticos, saneantes, alimentos, amostras ambientais (corpos hidricos, solos,
vegetacdo) etc. Os métodos cromatograficos sdo os mais utilizados na determinacéo de
diversos analitos nestas diferentes amostras (Holler et al., 2009). Apesar da alta
sensibilidade que os métodos de separacdo obtém; sobretudo a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) apresentam um alto consumo de reagente, um alto custo de
manutencdo, alto custo de instrumentacdo e aquisicdo dos equipamentos. Em
substituicdo a esses instrumentos de alto desempenho, podem-se citar os métodos
voltamétricos, pelo qual, com a escolha adequada do eletrodo de trabalho podem
apresentar uma alta sensibilidade de analise em amostras reais (Lourenco et al., 2022;
Soares et al., 2023).

A voltametria é uma técnica eletroanalitica que faz uso de trés eletrodos, um
eletrodo de referéncia (ER), um eletrodo auxiliar (EA) e um eletrodo de trabalho (ET)
imerso em uma cela eletroquimica que contém o eletrélito de suporte. O uso do eletrodo
de diamante dopado com boro (EDDB) como eletrodo de trabalho confere vantagens
analiticas promissoras para quantificacdo de diversos analitos, visto que apresenta uma
alta estabilidade a corrosdo em meios muito acidos (excesso de H*) e muito basicos
(excesso de HO"), apresentando baixa corrente capacitiva, alta sensibilidade analitica e
uma ampla faixa de potencial de resposta (Holler et al., 2009; Fatibello-Filho et al.,
2022).

A contaminacdo de medicamentos estd sendo muito comum nos tempos atuais,
uma vez que em algumas etapas de manufatura do farmaco h& a incidéncia de
contaminantes que podem eventualmente causar sérios problemas para quem 0s
consomem (Akkaraju, 2023). Dito isto, os métodos voltamétricos podem ser utilizados
como uma ferramenta poderosa para determinacdo de contaminantes presentes em
amostras de medicamentos.

As N-nitrosaminas sdo compostos organicos nitrogenados de baixo peso
molecular, pelo qual algumas destas espécies podem apresentar atividade carcinogénica
em seres humanos. No final de 2021 uma portaria da Anvisa (Anvisa, 2021) alertou
sobre a possivel presenga de N-nitrosaminas em sartanas, que sdo uma classe de

farmacos utilizado por pacientes para o tratamento da hipertensdo (CFF, 2022).
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Em virtude da problematica citada acima, o respectivo trabalho tem como

perspectiva o desenvolvimento de um método voltamétrico sensivel e rapido para
determinacdo de N-nitrosodimetilamina (NDMA) em amostras de medicamentos
fazendo uso da voltametria de onda quadrada (VOQ).
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1.1 Objetivo Geral

Desenvolver um método analitico rapido e sensivel para determinacdo de N-
nitrosodimetilamina (NDMA) em amostras reais de medicamentos, fazendo uso da
voltametria de onda quadrada (VOQ) com uso do eletrodo de diamante dopado com
boro (EDDB) como eletrodo de trabalho.

1.1.1 Objetivos Especificos

i) Desenvolvimento de um método voltamétrico para determinacdo de N-

nitrosodimetilamina;

ii) Aplicacdo do método desenvolvido em amostras de losartana e olmesartana para
determinar a presenca de NDMA.
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Capitulo 2
Fundamentacao teorica
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2 . FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Sartanas: consideracdes gerais

As sartanas € uma classe de medicamentos classificados como bloqueadores de
receptores de angiotensina, mais popularmente conhecidos como anti-hipertensivos,
utilizadas para o tratamento da hipertensdo e insuficiéncia cardiaca. Essa classe de
medicamentos é empregada em casos clinicos do aumento da pressdo arterial acima de
valores de 140 mmHg (pressdo sistdlica) ou 80 mmHg (pressdo diastdlica) (Then e
Rankin, 2004).

A Losartana® é um dos medicamentos mais consumidos no Brasil, sendo
importante para redugdo da chance dos pacientes hipertensivos em serem acometidos
por ataques cardiacos e/ou por acidente vascular cerebral (AVC), em virtude do
aumento da pressdo arterial. A losartana potassica age como um vasodilatador para
ajudar o coracdo a bombear sangue para todo o corpo com maior facilidade, sendo este
0 14° medicamento mais consumido no Brasil no ano de 2021, destacando sua
importancia para o tratamento da hipertensdo (CFF, 2022).

A olmesartana medoxomila associado com hidroclorotiazida apresenta a mesma
funcdo do medicamento anteriormente mencionado, responsavel pelo bloqueio da
angiotensina Il agindo na diminuicdo da pressdo arterial, promovendo uma maior
circulacdo sanguinea, sendo a hidroclorotiazida promotora de uma acdo diurética
(Bhairam et al., 2023; Ahirrao, et al., 2023)

2.2 N-Nitrosaminas (NN): consideracOes gerais

As N-nitrosaminas (NN) sdo um grupo de compostos organicos que apresentam
em sua constituicdo uma estrutura molecular do tipo (R2N-N=0), constituido de um
grupo nitroso (-N=0) e um grupo amina (R2N-) pelo qual o grupo substituinte R pode
ser um grupo alquila, arila e/ou um grupo aromatico, pelo qual suas propriedades fisico-
quimicas podem ser influenciadas pela presenca desses grupos substituintes (Krasner et
al., 2013).

As NN foram descobertas em 1878 pelo cientista Otto N. Witt que as denominou
da seguinte forma “Eu chamo de nitrosaminas qualquer amdnia substituida que contém,
em vez de pelo menos um atomo de hidrogénio, um grupo nitrosila (-NO), em conexao
imediata com o nitrogénio amoniacal” (Witt, 1878). Estes compostos voltaram a ter uma
maior atengdo um século mais tarde, estudos conduzidos pelos cientistas britanicos J.

Barnes e P. Magee, evidenciaram que a exposi¢do prolongada a NDMA foram as reais
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causadoras no desenvolvimento de tumores hepaticos em mamiferos roedores (Magee e
Barnes, 1956).

Esses compostos podem ser formados a partir de aminas secundérias, aminas

terciérias, amidas, carbamatos, por compostos derivados da ureia com grupos nitritos e

por compostos nitrogenados (Akkaraju et al., 2023). Algumas estruturas sdo mostradas

na Figura 1 abaixo:

Figura 1 — Estrutura de algumas N-nitrosaminas importantes.

H- Hz
H,CC H,C-C-C
H3C\ . \ Hz
/N—NO /N—NO ] C|E|:ZC/N NO
H,CC g\

HsC 3 Ho H-
N-nitrosodimetilamina N-nitrosodietilamina N-nitrosodipropilamina
(NDMA) (NDEA) (NDPA)

C j O\COOH
N N N
I | NO
NO NO
N-nitrosopirrolidina N-nitrosopiperidina N-nitrosoprolina
(NPYR) (NPIP) (NPRO)

A formacdo das NN é ocasionada em meio &cido, inicialmente o ion nitrito é
convertido em HNO: pela protonacdo espontanea, em uma etapa posterior 2 moléculas
de HNO reagem quimicamente, onde 0s produtos sdo o trioxido de dinitrogénio (N203)
e H>O. Na ultima etapa, o N2O3 atua como eletréfilo, sofrendo ataque nucleofilico de
uma amina secundaria promovendo a formacgdo da N-nitrosamina, acompanhada do ion
nitrito (NO3") e do ion hidrénio (H3O") (Crews, 2014).

A Figura 2 abaixo ilustra 0 mecanismo geral de formacdo das N-nitrosaminas a

partir do ion nitrito em meio &cido.
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Figura 2 — Mecanismo de formacao das N-nitrosaminas

2 NOg_ + 2 H+ ~ 2 HN02

+H,0 ~H,0

N NF s \ _N N

R1
N—N + NO,™ + H+
R2 0

Fonte: Crews, 2014

Vale destacar que ha outras vias de formacdo das N-nitrosaminas (NN),
constatando a presenca destes compostos em diversas matrizes como exemplo, carnes
processadas, medicamentos, bebidas alcodlicas, cosméticos, fumacga de cigarro etc.
Sendo conhecidas por serem formadas como produto de reacdo da matéria organica em
meio aquoso (aguas superficiais e subterraneas), as NN também podem ser formadas na
boca e no estdmago desde que haja a presenca de seus precursores (nitritos e nitratos)
(Robles, 2022).

Em virtude da eventual acdo carcinogénica que as NN podem conferir aos seres
humanos, a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC) classificou 24 N-
nitrosaminas em relacdo ao grau de carcinogenicidade (IARC, 2015). As NN s&o
consideradas como fortes agentes carcinogénicos, uma vez que podem acarretar cancer
em diversos 6rgdos e tecidos, como exemplo, figado, cérebro, rins, estbmago, bexiga,
pulmdo, eséfago etc. Pelo qual a N-nitrosodimetilamina (NDMA) é a N-nitrosamina

mais simples e comum de ser encontrada (Robles, 2022).
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2.3 N-nitrosaminas (NN) em medicamentos

Em junho de 2018 foi constatada pela primeira vez a presenca de NN em alguns
lotes da Losartana® (Zhejiang Huahai Phamaceutical — ZHP), sendo que em julho do
mesmo ano a FDA (Food and Drug Administration) constatou a presenca de N-
nitrosodimetilamina (NDMA) e N-nitrosodietilamina (NDEA) em outras sartanas (US-
FDA, 2019). Outros estudos comprovaram a presenca dessas NN em medicamentos
como a Ranitidina®, um medicamento usado para o tratamento de Ulceras estomacais e
em alguns lotes de cloridrato de metformina, um antidiabético muito consumido por
pessoas com comorbidades (Bharate, 2021).

As possiveis fontes de contaminagfes de medicamentos podem ser classificadas
em trés categorias: 1) processo de sintese do principio ativo; 2) fabricacdo do
medicamento e 3) embalagem do medicamento (Akkaraju, 2023; Keire, 2020). A
contaminacdo por N-nitrosaminas pode ser baseada nos fatores inerentes, que podem ser

classificados como intrinseca e extrinseca Figura 3.

Figura 3 — Classificagdo das N-nitrosaminas baseados nos fatores inerentes

il
Selecio Quimica

N

Classificacao das
Nitrosaminas
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ii.
Solventes
Contaminados

Fonte: Akkaraju et al., 2023

Os fatores intrinsecos dependem da estrutura do composto de partida no
processo de fabricacdo, da selecdo quimica e da degradacdo dos constituintes durante o
processo de fabricacdo, pelo qual os compostos contendo aminas secundarias sao mais
suscetiveis para formacdo das NN durante as etapas de sintese e fabricagdo. Os fatores

extrinsecos dependem do grau de contaminacdo da &gua (superficial e subterranea) no
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processo de manufatura desses medicamentos, outros fatores importantes como
solventes contaminados e contaminacdo por tinta de impressdao durante a etapa de
embalagem também devem ser ressaltados (Akkaraju et al., 2023; Keire, 2020). Um dos
maiores contaminantes de aguas subterraneas sao 0s pesticidas, estes contaminantes sao
0 reagente de partida responsavel pela formacdo das NN em meio aquoso, sendo esses
comumente utilizados em atividades agricolas e industriais (Archna-Sharma e Sobti,
2012). Vale ressaltar que estudos anteriores constataram que processos referentes a
purificacdo da dgua podem ser os responsaveis pela formacdo de NN, tal qual como a
cloroaminacdo e o uso de filtros de troca idnica (Fiddler et al., 1977; Kimoto et al.,
1980; Gough et al., 1977).

Em estacdes de tratamento de &gua e esgoto o processo de cloracdo de agua
contaminada na presenca de aminas secundarias pode acarretar na formacao da NDMA,
sendo a primeira etapa constituida da reacdo quimica entre a dicloroamina e a
dimetilamina, formando o 2-cloro-1,1-dimetilhidrazina como intermediario, esse
composto quimico sob a influéncia do O» atmosférico é convertido em NDMA como
ilustrado na Figura 4 (Akkaraju et al., 2023; Krasner et al., 2013).

Figura 4 — Processo de conversdo da dimetilamina em N-nitrosodimetilamina

_CH Cl.  CHs CH

NHCl, + HN“Te _HOL T o o

CHs H \CH3 \CH3
dimetilamina 2-cloro-1,1- N-nitrosodimetilamina

dimetilhidrazina (NDMA)

Fonte: Adaptado deAkkaraju et al., 2023

Em outros estudos foi relatado que os polimeros de tratamento catiénico, como
exemplo, os polimeros de poliaminas utilizados como coagulantes em estagbes de
tratamento de agua se degradam em funcéo do tempo de uso, liberando a NDMA como
subproduto de sua degradacdo (Wilczak et al., 2003; Flowers e Singer, 2013).

A OMS constatou que 30% das 2000 amostras de agua de diferentes fontes
estavam contaminadas com 24 mg L de N-nitrosaminas (Akkaraju et al., 2023). Vale
destacar que essa fonte de contaminacdo no processo de manufatura das sartanas é uma
das principais e devem ser ressaltadas, sendo necessario um maior cuidado no controle

da qualidade dos insumos.
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A contaminacdo dos solventes/reagentes de partida também deve ser ressaltada,
pois em alguns casos a industria faz um processo de reciclagem e posterior reutilizacao
destes reagentes, como exemplo a dimetilformamida, di-isopropiletilamina, trietilamina,
1-amino-2-propanol etc. Porém, em muitos casos essa pratica é terceirizada e 0s
fornecedores podem nédo estabelecer um protocolo adequado de recuperacdo destes
solventes, podendo acarretar na formacdo de residuos de NN durante este processo
(Aboagye et al., 2021; Roose et al., 2015; Mitch e Schreiber, 2008; SCCS, 2011).
Presume-se que a fonte de contaminacdo dos medicamentos também se origina
da sintese do ingrediente farmacéutico ativo (IFA), mas outros estudos comprovaram
que h& uma corroboragdo de outras fontes em paralelo, como exemplo dos excipientes
contaminados, excipientes degradados e dos solventes usados na etapa de fabricacdo do
IFA (Heads of medicines agency, 2020). Vale ressaltar que os aldeidos sdo encontrados
como impurezas em diversos excipientes farmacéuticos, tendo em vista que esses
compostos oxigenados catalisam a nitrosacdo de aminas secundarias em uma das etapas
da formacdo das NNs, como detalhado na Figura 5 (Wu et al., 2011; Fiddler et al.,
1977).

Figura 5 — Processo de conversdo da amina secundaria em N-nitrosodimetilamina, sob agdo

do formaldeido em uma das etapas

R. R -OH  R.:.R ono ReyR R -
N4 HE=0 N —> N0
H 2 CH, H,C-0-N=0 R™ "N
Amina’ _ Formaldeido ion iminio N-nitrosamina
secundaria

Fonte: Akkaraju et al., 2023

Durante a etapa de armazenamento do medicamento pode haver o processo de
degradacdo do IFA e de seus excipientes, podendo favorecer a formacdo de NN, por
exemplo, um estudo de degradacdo da ranitina constatou que houve o aumento da
concentracdo de NDMA presente no comprimido armazenado a 25 °C, nesse
experimento houve um aumento de 7 ng de NDMA em 12 dias. Num segundo
experimento, o comprimido foi submetido a um armazenamento a 70 °C, onde houve
um aumento de 142 ng de NDMA apds 14 dias (White, 2021). E necessario também
enfatizar que ha a possibilidade de formagdo de N-nitrosaminas durante a etapa de
armazenamento do produto (Akkaraju et al., 2023).

Outra fonte de contaminacdo que deve ser ressaltada € no processo de

embalagem, pelo qual as tintas de embalagens no processo de impressdo sédo fontes
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relevantes de substancias promotoras da formacdo de NN, como exemplo, a
nitrocelulose encontrada em tintas a base de solventes, sendo este composto um
reagente de partida para formacdo de NOg, esse intermediario é convertido em NN
posteriormente (Torbjorn, 2004; Mahan, 2020). A Figura 6 ilustra as etapas de

conversao da nitrocelulose em NN.

Figura 6 — Mecanismo de formacdo de N-nitrosaminas a partir da desnitrificacdo

da nitrocelulose
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Fonte: Akkaraju et al., 2023

2.4 Toxicidade, carcinogenicidade e mutagenicidade da N-nitrosodimetilamina
(NDMA)

As NN tém a capacidade de interromper o funcionamento do sistema
imunolégico, fazendo com que o organismo fique vulnerdvel a infecgbes e ao
desenvolvimento de tumores. A toxicidade dessa classe de compostos foi primeiramente
constatada em 1954, quando dois técnicos de laboratério desenvolveram cirrose
hepética ap6s 0 manuseio de NDMA, sendo que seu perfil de toxicidade é acarretado
pela alquilacdo de macromoléculas. Vale ressaltar que a toxicidade é ocasionada pela
formagéo de hepatocitos causada pela NDMA e ndo pelo composto propriamente dito
(Ellen et al., 1982).

A mutagénese € ocasionada pela formacéo e transporte do metabolito promovido
pela NDMA que flui do figado para o baco, no qual neste 6rgdo, os hepatdcitos
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provenientes da NDMA produzem um efeito mutagénico nas bactérias presentes, vale
lembrar que o bago apresenta também a funcdo de capturar e eliminar virus e bactérias.
Esses hepatdcitos também apresentam papel imunossupressor e € um agente causador
de danos na estrutura do DNA (Bakshi e Brusick, 1980).

Foi demonstrado experimentalmente que a NDMA pode ocasionar a metilagcdo
de proteinas e acidos nucléicos e que a formacdo da ligacdo covalente entre o grupo
metil e a guanina da fita do DNA produz uma alteragdo na estrutura e fungéo do DNA,
ocasionando lesdes persistentes ao codigo genético e conferindo a NDMA como um

potencial agente carcinogénico (Tubbs, 2013; Oliveira et al., 2023).

Figura 7 — Modificagdo do DNA pela metilagéo da guanina.
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Fonte: adaptado de Oliveira et al., 2023

Estudos conduzidos por J. M. Barnes e P. N. Magee demonstraram que a
exposicdo prolongada a altas concentracbes de NDMA causa necrose hepaética, inibicao
da sintese de proteinas e a morte de células. Enquanto que a exposi¢do prolongada a
baixos niveis de NDMA pode causar o surgimento de tumores hepaticos malignos e
tumores renais (Barnes e Magee, 1954; Magee e Barnes, 1956; Magee e Barnes, 1958;
Magee e Barnes, 1962). Sendo outros érgdos como esdfago, estbmago e sistema

nervoso central igualmente suscetivel a formacao de tumores (Ellen et al., 1982).

2.5 Técnicas VVoltamétricas

A voltametria surgiu em 1925, quando Jaroslav Heyrovsky descobriu através de
experimentos, a reducdo do oxigénio molecular (O2) sob acdo do eletrodo gotejante de

mercurio (EGM) quando submetido a uma aplicacdo de potencial. No ano seguinte com
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0 mesmo eletrodo, foi realizado o estudo da reducdo de metais alcalinos e alcalino-

terrosos (Heyrovsky, 1922; Heyrovsky, 1923).

O eletrodo gotejante de mercurio (EGM), foi utilizado na primeira célula
eletrolitica conhecida, desenvolvida por Heyrovsky, este eletrodo consistia de um
capilar de vidro conectado a um reservatério contendo Hg, este eletrodo era conectado a
um polo negativo de uma bateria, pelo qual gotejava Hg no fundo do recipiente, a cada
gota era realizado uma medida de corrente das espécies metalicas que se reduziam, no
fundo da célula formava-se um pogo de Hg que comportava-se como anodo, pois era
conectado a um terminal positivo de uma bateria (Heyrovsky, 1959). A Figura 8 ilustra
0 primeiro eletrodo de trabalho utilizado para medidas de corrente em funcdo do

potencial aplicado.

Figura 8 — Primeira célula eletroquimica desenvolvida por J. Heyrovsky
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Fonte: Heyrovsky, 1959

Duas décadas mais tarde, Lantinien e Kolthff empregaram pela primeira vez o
termo voltametria para interpretacdo da relagcdo corrente — potencial (I, vs Ep) quando
empregaram um microeletrodo de platina para determinagdo do TI*, O2 e outros cations
metalicos (Lantinien e Kolthff, 1941).

Nos estagios iniciais apos o surgimento da voltametria como técnica analitica,

era utilizado um sistema de dois eletrodos para as medidas de I, vs Ep, mas em virtude
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das reacdes de transferéncia de elétrons que ocorriam na superficie do eletrodo de
referéncia, se fez necessario a implementacdo de um sistema de trés eletrodo: eletrodo
de trabalho (ET), eletrodo de referéncia (ER) e o eletrodo auxiliar (EA) ou contra
eletrodo.

O ET tem por funcdo promover o processo redox das espécies quimicas quando
um potencial é aplicado em uma ampla faixa de potencial. O ER tem por finalidade
manter o potencial controlado durante as medidas de I, vs Ep, 0 ER apresenta uma alta
resisténcia (ohms) a transferéncia de carga. O EA tem como funcdo especifica fechar o
circuito elétrico da célula eletroquimica, para que o processo redox seja favorecido,
neste eletrodo ha a ocorréncia da reacdo redox reversa ao que ocorre no ET (Skoog et
al., 2002).

A Figura 9 ilustra esquematicamente uma célula eletroquimica composta por
um sistema de trés eletrodos imersos em um eletrélito de suporte, os eletrodos séo
conectados a um potenciostato, que por sua vez é controlado por um software

(computador).

Figura 9 — llustragdo de uma célula eletroquimica tipica
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Fonte: Resende et al., 2017

Em voltametria, 0 mecanismo de transferéncia de massa é governado por trés
processos de natureza distintas: 1) conveccdo — pelo qual a transferéncia de massa do

analito na interface eletrodo/solucdo é ocasionada por agitacdo mecénica; 2) difusdo —
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pelo qual a transferéncia de massa do analito na interface eletrodo/solucéo é ocasionado
pela formacédo de um gradiente de concentracdo, promovendo a transferéncia de massa
do analito da interface concentrada para a menos concentrada e 3) migragéo — pelo qual
a transferéncia de massa do analito na interface eletrodo/solucdo é ocasionado pela
formacgdo de um campo elétrico promovido pelo ET, neste caso a espécie quimica
carregada é atraida por atracdo eletrostatica para o eletrodo de carga oposta (Skoog et
al., 2002).

A Figura 10 esquematiza como ocorre 0 processo de transferéncia de massa na
interface eletrodo/solucdo, como pode ser visto a espécie quimica ao chegar a superficie
do eletrodo de trabalho € convertida em um produto redox que vai depender da natureza

do analito e da natureza do meio.
Figura 10 — Mecanismo de transferéncia de massa na interface eletrodo-solugédo
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Nesse caso, denomina-se de corrente faradaica o processo de transferéncia de
elétrons entre o analito e o eletrodo de trabalho, sendo este processo de transferéncia de

elétrons governado pelas leis de Faraday, que obedece a seguinte relacao:
Ox +ne < Red Equacéo 1

A corrente faradaica é essencialmente dependente da difusdo do analito, pelo
qual o processo de transferéncia de massa vai depender do coeficiente de difusdo da
espécie quimica (Ox e Red) e do gradiente de concentracdo, como definido pela

Equacéao 2 e Equacéo 3.
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I = —nFDOx( p x) Equacao 2
X Jx=0
0Cre i
I = nFDRed( aifd) ; Equacéo 3
x=

Pelo qual, | é a corrente do processo redox; n é o numero de mols da espécie
quimica; F é a constante de faraday (96485 C mol™); Dox € o coeficiente de difusdo da

espécie Ox; Dred € 0 coeficiente de difuséo da espécie Red.

As Equacoes 2 e 3 consideram a relacdo de corrente (em ampers) das espécies
Ox e Red em condicGes em que a espécie quimica de interesse se encontra muito
préximo da area eletroativa do sensor voltamétrico (x = 0), essa relacdo é a base
tedrica da maioria dos métodos eletroquimicos (Skoog et al., 2002).

Outro tipo de corrente que deve ser destacada € a corrente capacitiva, que surge
do acumulo de espécies quimicas carregadas na interface eletrodo/solucdo, ocasionando
a formacdo de uma dupla camada elétrica, pelo qual a dupla camada elétrica formada
age como um capacitor. Vale ressaltar que esse tipo de corrente ndo pode ser eliminado
completamente nas medidas voltamétricas, visto que a formacdo da dupla camada
elétrica em processos eletrédicos é inevitavel (Bard e Faulkner, 2001).

O modelo proposto por Brockris e colaboradores em 1963 considera que a
formacdo da dupla camada elétrica é de natureza interfacial, pelo qual as espécies
quimicas de carga oposta aderem na superficie eletroativa do ET. Na Figura 11 é
mostrado o modelo de Brockris para cations, pelo qual se tem na primeira camada
interna o plano interno de Helmhotz (PIH), consistindo de espécies de carga positiva
(cations) e moléculas do solvente adsorvidas. A segunda camada denominada de plano
externo de Helmhotz (PEH) consiste em uma regido de separacdo consideravel entre a
espécie quimica solvatada e a superficie do ET, havendo uma atragdo eletrostatica de
longo alcance entre o cétion solvatado e o ET (Bockris et al., 1963). A separagdo de

cargas em relacdo a camada de difusdo promove a formagéo de um capacitor, visto que
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nessa regido entre o PEH e a superficie do ET haverd a predominancia de cétions,

originando o surgimento da corrente capacitiva nas medidas voltamétricas.

Figura 11 — Dupla camada elétrica baseada no modelo de Bockris et al., 1963

=
=
=
&
=
=
=
=

‘@. .é’ ”. ®

e

CAMADA

"D: (D. .69’ D[FUSAO

PIH PEH

Fonte: adaptado de Ciobanu et al., 2007

Pelo qual:
# —Molécula do solvente;
#  — Molécula do solvente com orientacdo do dipolo;
® - Cation;

— Anion;
L
‘@’ — Cation solvatado;
T

PIH - Plano Interno de Helmhotz;

PEH - Plano Externo de Helmhotz.

2.5.1 Eletrodos em voltametria

A escolha do melhor sensor em voltametria se torna fundamental, visto que a

resposta do analito varia dependendo da matriz estudada. Apesar

da boa

reprodutibilidade que o EGM apresentou nos anos iniciais do surgimento da
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voltametria, a sua aplicacdo se tornou cada vez mais inviavel, uma vez que o mercurio
apresenta uma alta toxicidade, revelando a necessidade da substituicdo do EGM por
eletrodos sélidos. Os sensores voltamétricos sélidos devem apresentar as seguintes
caracteristicas: 1) propriedades quimicas, fisicas e eletrbnicas reprodutiveis; 2)
estabilidade quimica; 3) microestrutura homogénea; 4) corrente de fundo baixa e
estavel; 5) estabilidade morfoldgica e microestrutural; 6) cinética quimica rapida na
reacdo de transferéncia de elétrons; 7) material de alta condutividade elétrica, 8)
material de fécil fabricacdo e de baixo custo e 9) material duravel e de dureza elevada
(Fatibello-Filho et al., 2022).

Os eletrodos de trabalho mais utilizados em voltametria sdo: i) Eletrodos
metalicos — citando primeiramente o eletrodo policristalino de platina (Pt) por ser um
material inerte apresenta-se como um bom eletrodo em algumas aplicacdes; ii)
Eletrodos metalicos ndo nobres — diferente dos eletrodos inertes, podem reagir com o
eletrolito de suporte, como exemplo tem-se o eletrodo de niquel, prata e de cobre; iii)
Eletrodos ndo metalicos — os eletrodos de carbono s&o os mais utilizados como eletrodo
de trabalho, valendo ressaltar os eletrodos de carbono vitreo (ECV), grafite (EG), pasta
de carbono (EPC), pasta de carbono quimicamente modificados (EPC modificados),
diamante dopado com boro (EDDB) entre outros.

O eletrodo de diamante dopado com boro (EDDB) apresenta uma alta
estabilidade a corrosdo em meios muito acidos (excesso de H*) e muito basicos (excesso
de HO"), apresentando baixa corrente capacitiva, alta sensibilidade analitica e uma
ampla faixa de potencial de resposta. O EDDB ¢ o eletrodo de trabalho que apresenta a
maior janela de potencial (-1,5 a 2,5V) dentre os ET para aplicacdes analiticas, vide
Figura 12.

Figura 12 — Janela de potencial dos eletrodos de diamante dopado com boro (EDDB),
carbono(C), mercurio (Hg) e platina (Pt) em alguns eletrolitos de suporte
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Fonte: Fatibello-Filho et al., 2022

2.5.2 Voltametria Ciclica (VC)

A voltametria ciclica é uma técnica de varredura que foi reportada teoricamente
pela primeira vez em 1948 (Randles, 1948; Sevéik, 1948). A voltametria ciclica (VC) ¢
uma técnica eletroanalitica muito utilizada como ferramenta de diagnostico para o
estudo de sistemas redox, sendo utilizada em estudos iniciais para o desenvolvimento de
um método voltamétrico (Fatibello-Filho et al., 2022). Na VC a varredura de potencial
consiste de um sinal de excitacdo na forma triangular, que consiste de varreduras
anddicas e catodicas. A varredura anddica ocorre quando hd medidas de I, versus Ep, em
sentido crescente de potencial (Ei = Es), e a varredura catodica ocorre quando ha

medidas de I, versus E, em sentido decrescente de potencial (Er = Ei) como mostrado

na Figura 13. O voltamograma ciclico correlaciona o sinal de corrente versus o
potencial aplicado na etapa de varredura anddica e catddica, sendo os termos definidos
como potencial de pico anodico (Ep,a), potencial de pico catodico (Ep,c), corrente de pico
anadica (ip,a) € corrente de pico catodica (ipc). Os termos referentes ao processo catodico
nos ddo informacbes sobre a corrente consumida durante o processo de reducdo do
analito e do seu potencial de resposta caracteristico, e os termos referente ao processo
anodico nos dao informacdes sobre a corrente formada durante o processo de oxidagao

do analito e do seu potencial de resposta caracteristico, vide Figura 13b.

Figura 13 —a) Sinal de excita¢do E versus t da VC e b) Voltamograma ciclico de um processo redox
reversivel.
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As principais vantagens da VC residem na possibilidade de avaliacdo dos
processos de oxidacdo e reducdo do analito, podendo descrever o grau de
reversibilidade da reacdo redox, os mecanismos de transferéncia de elétrons, a formacéo
de intermedidrios de reacédo e a adsorcéo do analito na superficie do eletrodo. Entretanto
a VC ndo apresenta boa sensibilidade em situacdes onde a concentracdo do analito
esteja abaixo de 0,01 mmol L, visto que a corrente capacitiva ¢ uma fonte pronunciada
de erro instrumental para esta técnica voltamétrica. Outra desvantagem da VC reside no
fato de ser necessario obter uma regido bem definida de I, versus E,, sendo necessario
ndo haver reacGes secundarias que possam sobrepor ou distorcer o sinal de oxidacéo
e/ou reducdo do par redox. Valendo destacar que as reacGes secundarias mais comuns
em VC sdo as reacGes redox do solvente e as reacGes dos ions do eletrolito de
suporte (NOs’, Cl" e CIOy).

Em VC as medidas de corrente dependem exclusivamente da velocidade de
varredura (Vv), do coeficiente de difusdo da espécie quimica (D) e da concentracdo (C),
em casos da transferéncia de elétrons ocorrerem de forma rapida, o sistema quimico é
dito ser reversivel, visto que a razdo de lpa) / lpc) = 1,0, a corrente de pico aumenta
linearmente com o aumento da velocidade de varredura, e esta relacdo é estabelecida

pela equacdo de Randles-Sevéik, vide Equacéo 4.
ip = 2,69x105n3/2AD1/2Cv1/2 Equacéo 4

Pelo qual, n é o numero de elétrons do processo redox; A é a area eletroativa do
ET (cm?); D é o coeficiente de difusdo da espécie eletroativa (cm? st); C é a

concentragdo do analito (mol cm™) e v é a velocidade de varredura (V s2).
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Em caso de sistemas reversiveis o potencial de pico (Ep) é definido pela

Equacao 5, que estabelece a seguinte relagéo:

1,1RT -
Eprev =E12% — Equacéo 5
Pelo qual, o potencial de meia onda ¢é definido pela Equacéao 6:
. 2 -
_ po . Z23RT (D}‘ed)l/ Equacao 6
Eip=E°+ — log .

Onde, Eper € 0 potencial de pico de um processo reversivel (amperes); Ei2 € 0
potencial de meia onda (V); n é o nimero de elétrons do processo redoX; Dred € O
coeficiente de difusdo da espécie reduzida (cm? s*); Dox é 0 coeficiente de difusdo da
espécie oxidada (cm? s); R é a constante dos gases ideais (8,314 J mol* K?1); T é a
temperatura termodinamica (298,15 K) e F é a constante de Faraday (96485 C mol™).

Em casos da transferéncia de elétrons ocorrerem de forma lenta, a reacdo redox
do sistema quimico é dito ser irreversivel, visto que a razdo de ip,a)/ ip,c) # 1,0, proximo
ao equilibrio termodindmico o processo redox reverso (no sistema redox irreversivel) é
inexistente. A relacdo de corrente de pico versus a velocidade de varredura segue a

seguinte relacdo linear (vide Equacao 7).
ip = 2,99x105nACal/2n'1/2D1/291/2 Equacao 7

Pelo qual, n € o nimero de elétrons do processo redox; »’ € o nimero de elétrons
transferidos na etapa determinante da reacdo; « é o coeficiente de transferéncia de carga;
A é a érea eletroativa do ET (cm?); D € o coeficiente de difusdo da espécie eletroativa
(cm? s1); C%¢é a concentracio do analito (mol cm™) e v é a velocidade de varredura (V' s
1)_

Vale ressaltar a partir da Equacao 7 se o processo envolver um unico elétron, (n
= n’), havera a condensacdo de n e »n’ para n®2 na equagio proposta. Em caso de
sistemas irreversiveis o potencial de pico (Ep) € definido pela Equacéo 8, que

estabelece a relagdo linear:

RT pi/2 Fn 1/2 )
Epirr = E1)2 im[0,780 + fn( - ) + In (a;;) ] Equacao 8

Onde, Epiirrev € 0 potencial de pico de um processo irreversivel (amperes); E12 é
o potencial de meia onda (V); n é o nimero de elétrons do processo redox; D é o

coeficiente de difusdo do analito (cm? s); ko é a constante de velocidade especifica
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para 0 processo de oxidacdo; a € o coeficiente de transferéncia de carga e v € a
velocidade de varredura;

A partir da Equacao 8, em casos de haver processo de oxidacdo, o potencial de
pico Epir se desloca para valores mais positivos de potencial, visto que ha a
contribuicdo positiva dos termos em colchetes em relacdo ao Ei.. Se houver processo
de reducéo o potencial de pico Ep,ir Se desloca para valores mais negativos de potencial,

visto que ha a contribuicdo negativa dos termos em colchetes em relacéo ao Ei.

2.5.3 VVoltametria de Pulso Diferencial

A voltametria de pulso diferencial (VPD) é uma técnica voltamétrica que
consiste de pulsos de potenciais sobrepostos em uma rampa de potencial crescente,
adquirindo a forma de pulsos demonstrada na Figura 14. A VPD apresenta certas
vantagens em relagdo a VC visto que é uma técnica mais sensivel para anélises

quantitativas (Holler et al., 2009).

Figura 14 - Sinal de excitagcdo na voltametria de pulso diferencial.

ts1 ts2
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Na VPD, pulsos de potencial (AE) sdo aplicados em uma rampa de potencial
com incremento na forma de escada (AEs), esta técnica voltamétrica apresenta uma
melhor sensibilidade em relagcéo a VC, visto que as medidas diferenciais de corrente
(A1), é efetuada antes da aplicacdo do pulso de potencial (no tempo ts1) e apds a

aplicacdo do pulso de potencial (no tempo ts2) obtendo-se a diferenca entre as duas
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correntes. Pelo qual o tempo de pulso (tempo de modulagéo) corresponde a diferenca T

— 1. A medida diferencial de corrente na VPD reduz significativamente a contribuicdo
da corrente capacitiva, aumentando a relacao sinal — ruido.

O perfil voltamétrico na VPD se assemelha a uma gaussiana, visto que o
voltamograma obtido é a diferenca de corrente (12— 1) em funcéo do potencial aplicado,
0 voltamograma de pulso diferencial tipico apresenta Al, que corresponde ao maximo de
corrente, obtendo também informac6es acerca da largura de pico a meia altura (W12) e

do potencial de pico Ep, como mostrado na Figura 15.

Figura 15 — Voltamograma tipico de pulso de diferencial

As Equacoes 9 e 10 estabelece a relagao entre a corrente medida (Alp) e a
amplitude de pulso (AEp) na VDP, pelo qual n é o nimero de elétrons envolvidos no
processo redox, F é a constante de Faraday, D é o coeficiente de difusdo da espécie
quimica (cm? st), A é a area eletroativa do ET (cm?), C é a concentracdo da espécie

quimica (em mol L) e [t — 1’] é a diferenca de tempo de pulso (em ms) (Holler

et al.,2009).

nFAVDC (1-5) Equacio 9

Alp - Vo (t—-1") \1+o

nFAEp
0= exp( 2RT )

A Equacéo 11 estabelece a relagdo entre o potencial de pico (Ep) e a amplitude

Equacio 10

de pulso (AEp) na VPD, pelo qual E° é o potencial padréo do analito, R é a constante dos
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gases, Dred € 0 coeficiente de difusdo da espécie reduzida e Dox € 0 coeficiente de

difuséo da espécie oxidada (Fatibello — Filho et al., 2023).

1/2
E, = EO +Eln (_DRf-’d) / _ A5 Equagio 11
nF Doy 2

E possivel determinar o valor de W1/, dos voltamogramas de pulso diferencial a
partir da Equacdo 12, visto que a largura de pico depende do nimero de elétrons

envolvidos durante o processo redox (Fatibello — Filho et al., 2022).
W1/2 = 3,52 % Equacéo 12
A VPD é uma técnica voltamétrica de grande aplicabilidade para anélises
quantitativas em sistemas reversiveis e irreversiveis, apresentando alta sensibilidade
analitica para determinacdo de compostos organicos e inorganicos em diversas matrizes,

visto que a medida diferencial da corrente diminui consideravelmente a contribuicdo da

corrente capacitiva para a medida do sinal analitico (Holler et al., 2009).
2.5.4 VVoltametria de Onda Quadrada

A técnica de onda quadrada surgiu a partir dos estudos promissores
desenvolvidos por Barker e Jenkins em 1952, obtendo resultados surpreendentes acerca
da determinacdo de TI*, Cd?*, Pb?*, Zn?*, Cu®* e In**, obtendo limite de deteccdo na
ordem de 10" mol L™, nesta técnica o baixo limite de deteccdo é obtido em virtude da
diminuicdo da contribuicdo da corrente capacitiva nas medidas analiticas (Barker e
Jenkings, 1952).

O sinal de excitacdo em voltametria de onda quadrada (VOQ) consiste numa
onda quadrada, onde um potencial inicial (E;) é aplicado constantemente até um tempo
inicial (to), no tempo to € aplicado um potencial de pulso direto de amplitude (AEp) e um
potencial de pulso reverso de amplitude (-AEp) onde € registrado a corrente I e Iz, onde
AEs € o incremento de potencial na forma de escada e T € o periodo de tempo da escada

de potencial, vide Figura 16.
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Figura 16 — Sinal de excitacdo da Voltametria de Onda Quadrada (VOQ)

-AE, | -

v t(s)

Pelo qual, a frequéncia dos pulsos de potencial é definida a partir da Equacao
13, onde a frequéncia tem relacéo inversa ao periodo de tempo da escada de potencial
(7). Relacionando as grandezas AEs e T pode-se determinar a velocidade de varredura (v)
de um voltamograma de onda quadrada, como visto na Equacao 14 (Fatibello — Filho et
al., 2022).

f =1 Equacéao 13
T

V=— Equacéo 14
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O perfil voltamétrico em VOQ € gaussiano e bem definido em casos de sistemas
redox reversiveis, pois a corrente resultante (Al) € a contribuigdo da corrente direta (I1) e
da corrente inversa (l2), sendo o sinal do voltamograma a soma das amplitudes das
correntes (Al = Iy - I2). A Figura 17 ilustra um voltamograma tipico em VOQ,

considerando o caso de um processo redox reversivel.

Figura 17 - Voltamograma de Onda quadrada tipico de um processo reversivel

Corrente Rezultante (I} - 14}

Corrente direta (I)

1(A)

~, s Corrente inverza (I:-}

E (V)

Vale ressaltar que em sistemas redox (reversiveis e irreversiveis) o potencial de
resposta do analito aumenta com o aumento da frequéncia (f) de pulso, obedecendo as
seguintes relacBes matematicas para sistemas reversiveis (Equacao 15) e irreversiveis
(Equacao 16) (Fatibello — Filho et al., 2022).

AE,  2,303RT
Alogf 2nr

Equacao 15

AEp,  2,303RT
Alogf 2anF

Equacao 16

Sendo R a constante dos gases ideais, F a constante de Faraday, n 0 nimero de
elétrons envolvidos no processo redox e « o fator de transferéncia de elétrons. Em um

sistema redox irreversivel a corrente resultante tem a contribuicdo Unica e exclusiva da
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corrente de capacitiva, visto que a corrente inversa corresponde somente a corrente
capacitiva e aos ruidos de sinal referente ao processo redox do Oo.

A VOQ associada a escolha de um bom eletrodo de trabalho pode vir a
apresentar sensibilidade analitica proxima aos métodos cromatograficos, visto que
durante as medidas de I, versus Ep a corrente capacitiva € minimizada, estabelecendo o

aumento da razao sinal-ruido.

2.5.5 Voltametria de Redissolucdo Anodica

Um método voltamétrico de redissolugdo consiste huma etapa de acumulagéo do
analito na superficie do ET em determinado tempo de acumulacdo e depois a
redissolucdo do analito de volta para a solucdo. A etapa de acumulacdo (denominada em
literatura estrangeira de stripping voltamétrico) € realizada sob potencial controlado.
Essa técnica € muito sensivel e é muito empregada para analises que alcancam limites
de detecgdo da ordem de 10*° a 10" mol L™ (Holler et al., 2009).

Na voltametria de redissolugdo anddica (VRA), o analito é eletrodepositado no
ET na etapa de pré-concentracdo, essa etapa consiste na aplicacdo de potencial
controlado ao ET, permitindo uma deposicdo do analito na superficie eletroativa, a
segunda etapa consiste no repouso do analito sob a superficie do eletrodo (geralmente
30 s) e a etapa final consiste na redissolucdo do analito reduzido de volta ao seio da

solucéo, como ilustrado na Figura 18 (Fatibello — Filho et al., 2022).

Figura 18 - Principio da VVoltametria de Redissolugdo Anddica (ASV)
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Fonte: Fatibello — Filho et al., 2022

2.6 Estudos da arte

Alguns métodos de quantificagdo de NN estdo sumarizados na Tabela 1,
demonstrando a predominancia desses contaminantes em cosméticos, produtos de
higiene pessoal, &gua potavel, carnes processadas e em farmacos. Wang e colaboradores
(2006) constataram a presenca de NDMA e outras NN em amostras de xampu, espuma
para banho e creme para pele usando a cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detector de arranjo de fotodiodos. Ghassempour e colaboradores (2008) determinaram a
presenca de NDELA em amostras de xampu e sabonete liquido fazendo uso da
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector UV-Vis. Zhao e colaboradores
(2006) quantificaram a presenca de NDMA, NDEA e NDPA em amostras de agua
usando a técnica da cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um
espectrometro de massas. Herrmann e colaboradores (2015) determinaram a presenca
de NDMA e NDBA em amostras de carne processada usando a cromatografia liquida
de alta eficiéncia acoplada a um espectrometro de massas. Parr e Joseph (2018)
constataram a presenca de NDMA e NDEA em amostras de medicamentos usando a
cromatografia gasosa acoplado a um espectrébmetro de massas. Lim e colaboradores
(2020) determinaram a presenca de NDMA e NDEA em farmacos sartanas, ranitina e
metformina usando um método de extracdo em fase sélida e cromatografia gasosa

acoplada a espectrometria de massas.
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Tabela 1 — Artigos publicados sobre a quantificacdo de N-nitrosaminas em diversas matrizes

Faixa linear
Analito Matriz Técnica (LD/LQ) Autores
es;fjar:]nap;éra 002mgL*
NDMA banho 6 HPLC - DAD 1 Wang et al., 2006
creme para 0,06 mg L
pele
Xampu, 0,01 pg mL?
NDELA sabonete HPLC — UV Ghassempour et al., 2008
liquido 0,03 pg mL™!
NDMA 0,2-10,6 ng L!
A , HPLC — MS
NDEA Agua potavel 06_318ng Lt Zhao et al., 2006
NDPA
1,7-3,3 ug kg
"eA carnes HPLC — MS o
NDMA processadas 5,1—9,9 pg kg Herrmann et al., 2015
NDMA 0,07 -0,1 pg kg™
< GC-MS
NDEA Farmacos 0,2-0,3 pg kg Parr e Joseph, 2018
NDMA 0,07 -0,3 ug kg™
NDEA Farmacos SPEGC —MS

0,3-0,9 pug kgt

Lim et al., 2020

N — Nitrosaminas: NDMA (N — nitrosodimetilamina), NDEA (N — nitrosodietilamina), NDPA (N —

nitrosodipropilamina), NDBA (N — nitrosodibutilamina), NDELA (N — ntrosodietanolamina), LD: limite

de deteccgdo, LQ: limite de quantificagdo. Outras abreviagdes: HPLC-DAD (cromatografia liquida de alta

eficiéncia com detector de arranjo de fotodiodos), HPLC-UV (cromatografia liquida de alta eficiéncia

com detector UV-Vis), HPLC-MS (cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a um espectrometro

de massas), GC-MS (cromatografia gasosa acoplado a um espectrobmetro de massas), SPE GC — MS

(extracdo em fase solida e cromatografia gasosa acoplada & espectrometria de massas).
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Capitulo 3
Experimental
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3. EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e solucdes

Todas as solucdes foram preparadas com agua ultrapura (Milli-Q, condutividade
de 0,1 uS cm™). O padrdo da N-nitrosodimetilamina (99% de pureza) foi adquirido da
Sigma-Aldrich (USA).

O estudo da é&rea eletroativa do EDDB foi realizado usando a solugcdo de
ferricianeto de potassio (Ks[Fe(CN)¢]) adquirido da Ecibra (Brasil). As solu¢des tampéao
Britton-Robison (3,5 < pH < 9,5) foram preparados utilizando: acido borico (Sigma-
Aldrich, USA), &cido acético (Neon, Brasil), acido fosforico (Chemis, Brasil) e
hidroxido de sodio (Sigma-Aldrich, USA).

As seguintes solucdes estoques foram preparadas: Ks[Fe(CN)e] (10 mmol L)
para o estudo da area eletroativa do EDDB, NDMA (10 mmol L™) para o estudo do
comportamento eletroquimico e NDMA (0,595 mmol L) para curva de calibragao,

aplicacdo nas amostras e método de referéncia.

3.2 Instrumentacio

O aparelho utilizado para a obtencdo dos voltamogramas deste respectivo
trabalho foi o potenciostato/galvanostato Eco Chemie Autolab (Modelo PGSTAT
302N). As aquisicoes dos dados voltamétricos foram realizadas utilizando o software da
Metrohm® (Herisau, Suica) denominado NOVA versdo 2.1.3 (Figura 19).

Figura 19 - Potenciostato/Galvanostato Eco Chemie Autolab Modelo PGSTAT 302N
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As medidas voltametricas foram feitas em uma célula eletroquimica de
capacidade maxima de 30 mL (Metrohm®, Inc., Suica), um eletrodo de diamante
dopado com boro modelo D-311x-As (Windsorscientific, Reino Unido) como eletrodo
de trabalho (didmetro de 0,2 cm e area de 0,03142 cm?), um eletrodo de prata / cloreto
de prata (Ag/AgCl) como eletrodo de referéncia e um bastdo de platina (Pt) como
eletrodo auxiliar (Metrohm®, Inc., Suica).

Os experimentos cromatograficos foram realizados utilizando a técnica da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) empregando um cromatografo modelo
Ultimate 3000 (Thermofisher Scientific, USA) acoplado a um detector de arranjo de
fotodiodos (CLAE-DAD), utilizando uma coluna Cis de fase reversa Acclaim™
(Thermofisher Scientific, USA) de tamanho de particula de 5 um e dimenséo 4,6 x 150
mm (Figura 20).

Figura 20 — Cromatdgrafo Thermofisher Scientific modelo Ultimate 3000

A técnica utilizada foi baseada em um método de referéncia da Agence National
de Sécurité du Médicament do governo da Franga (ANSM, 2023). A fase movel foi
constituida de metanol/agua (35:65, v/v) por eluicdo isocratica, sendo usada solugdes
padrdo da NDMA numa faixa de concentragdo de 250 — 2500 nmol L. A absorbancia
do analito foi verificada em 228 nm e o volume do padrdo injetado na coluna
cromatografica foi de 50 uL.
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Para o preparo e solubilizacdo das amostras foi utilizado uma centrifuga modelo

Z 206 A (Hermle, Alemanha), vide Figura 21. E um ultrassom modelo USC 3300
(Ultronic Unique, Brasil) vide Figura 22.

Figura 21 — Centrifuga Hermle modelo Z 206 A

Figura 22 — Ultrassom Ultronic Unique modelo USC 3300

3.3 Parametros instrumentais das medidas voltamétricas

Os seguintes parametros voltamétricos foram utilizados: velocidade de varredura
(v) de 100 mV s e incremento de potencial de 5 mV (AEs) na VC; amplitude de pulso
(AEp) de 50 mV, largura de pulso (AE:) de 50 mV e velocidade de varredura (v) de 5 mV

s para VPD; amplitude de pulso (AEp) de 70 mV, incremento de potencial (AEs) de 5
mV e frequéncia (f) de 15 Hz para VOQ.
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3.4 Tratamento dos dados voltamétricos

Os voltamogramas foram suavizados através do método de suavizacdo por
polinbmio mdvel usando a funcdo Savitsky-Golay (Smooth Level 4), com intuito de
eliminar o ruido instrumental. Sendo posteriormente efetuada a correcdo da linha de
base usando a funcdo moving averege com step window de 2 mV utilizando o software
ANOVA versdo 2.3.1. Valendo destacar que esse tratamento matemaético é necessario

para uma melhor identificacdo dos sinais voltamétricos.

3.5 Preparacdo do EDDB

O preparo do EDDB foi realizado a partir da metodologia desenvolvida por
Oliveira e colaboradores (2007), o0 método de limpeza consiste no condicionamento do
eletrodo em uma solugéo de 0,5 mol L™ de H2SO4, realizando a aplicagdo de potencial
de -3,0 V (condicionamento catddico) durante 15 minutos e + 3,0 V (condicionamento
anodico) durante mais 15 minutos, ap0s essa etapa foi realizada a estabilizacdo do
EDDB em solu¢do tampdo BR (pH 7,0) utilizando a técnica da voltametria ciclica (VC)
sendo realizadas 100 varreduras consecutivas, numa faixa de trabalho de +1,0 a +2,5 V

e velocidade de varredura de 100 mV s,

3.6 Estudo da area eletroativa do EDDB

As medidas foram realizadas com diluicdo de 3,0 mL de 1,0 mmol L*
ferrocianeto de potassio diretamente na célula eletroquimica contendo 20 mL de 0,5 mol
L? de H2SO4 Foi empregada a voltametria ciclica (VC), com os parametros pré-
definidos (apresentados no item 3.3) em janela de potencial de 0,2 a +1,1 V vs.
Ag/AgCl, sendo realizadas 10 medidas individuais com velocidade de varredura de 10,
25, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400, 500, 750 e 1000 mV s* respectivamente.

3.7 Comportamento eletroquimico da NDMA

Para este estudo foi realizado a diluicdo de 200 uL de 10 mmol L? de NDMA
em 20 mL de tampdo Britton-Robison pH 7,0. Primeiramente foi empregado a
voltametria de pulso diferencial (VPD), com os parametros (apresentados no item 3.3)
com faixa de potencial de +1,0 a +2,5 V. Com a mesma solucdo estoque foi realizado o
estudo com o emprego da técnica da voltametria de onda quadrada (VOQ), com o0s
parametros (apresentados no item 3.3) com faixa de potencial de +1,0 a +2,5 V.
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Utilizando a VPD e a VOQ foi realizado 4 varreduras consecutivas, com intuito de

estudar o efeito de saturacdo da superficie do EDDB durante as medidas voltamétricas.

3.8 Estudo de pH

O estudo de pH foi realizado utilizando a VOQ, com o0s parametros
(apresentados no item 3.3), primeiramente realizando a dilui¢do de 200 pL de 10 mmol
L™ de NDMA em 20 mL de tampdo Britton-Robison, nos respectivos tampdes: BR pH
3,5, BR pH 4,5;BR pH 6,0; BR pH 7,0; BR pH 85 e BR pH 9,5. Esse estudo é

importante para constatar o melhor pH para as medidas voltamétricas.

3.9 Estudo dos parametros

O estudo dos parametros voltamétricos foi realizado a partir da técnica da VOQ,
fazendo a diluicdo de 200 pL de 10 mmol L de NDMA em 20 mL de tamp&o BR pH
7,0, utilizando os seguintes parametros voltamétricos: a) frequéncia de 15, 25, 50, 75
e 100 Hz; b) incremento de 1, 3, 5, 7 e 10 mV; c¢) amplitude de 10, 30, 50, 70 e 100 mV.
Com o objetivo de constatar a melhor condi¢do voltamétrica para determinacdo de
NDMA usando a técnica da VOQ.

3.10 Estudo da velocidade de varredura NDMA

Nesse estudo foi empregado a técnica da voltametria ciclica (VC), fazendo a
diluicdo de 500 pL de 10 mmol L? de NDMA em 5 mL de tampdo BR pH 7,0,
utilizando os seguintes parametros voltamétricos: Janela de potencial de +1,0 a 2,5 V,
incremento de 2,5 mV, velocidade de varredura de 10, 25, 50, 75, 100, 200 e 300 mVs™.
Esse estudo é importante para descrever a natureza do transporte de massa do analito na

interface eletrodo/solucéo.

3.11 Stripping voltamétrico

Esse estudo foi realizado utilizando a técnica VOQ, fazendo a diluicdo de 200
pL de 1,0 mmol L't de NDMA em 20 mL de tamp&o BR pH 7,0, utilizando os seguintes
parametros voltamétricos: frequéncia de 15 Hz, incremento de potencial de 5 mV e
amplitude de potencial de 70 mV. O estudo do stripping anodico consistiu na aplicagcdo
de potencial de —1,45V a—1,75 V durante 30 s antes da realizacdodas medidas na VOQ.
O stripping voltamétrico possibilita umaumento na sensibilidade do sinal voltamétrico,

garantindo trabalhar com a NDMA em baixos niveis de concentracao.
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Em seguida foi realizado um estudo de pré-concentracdo usando a técnica da

VOQ, fazendo a diluicdo de 100 pL de 1,0 mmol L de NDMA em 20 mL de tamp&o

BR pH 7,0, utilizando os seguintes parametros voltamétricos: stripping anddico de — 1,7

V por 30 s, frequéncia de 15 Hz, incremento de potencial de 5 mV e amplitude de

potencial de 70 mV. Antes das medidas voltamétricas, foi utilizado os seguintes tempos
de agitagéo (tr): 0,5, 10 e 15s.

3.12 Curva analitica

Para a construcdo da curva analitica foi utilizado a técnica da VOQ, fazendo a
diluicdo de 4,2 L de 0,595 mmol L™ de NDMA em 10 mL de tamp&o BR pH 7,0, com
uma faixa de concentracdo de 250 — 2500 nmol L, utilizando os seguintes pardmetros
voltamétricos: stripping anddico de — 1,7 V por 30 s, tempo de agitacdo de 15 s,
frequéncia de 15 Hz, incremento de potencial de 5 mV e amplitude de potencial de 70
mV.

3.13 Limites de deteccéo e quantificacdo

A partir dos voltamogramas obtidos das medidas dos brancos usando a VOQ), foi
possivel estimar os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ), com intuido de
desenvolver uma metodologia eletroanalitica robusta para determinacdo de NDMA em
amostras de medicamentos. O LD é definido como a menor concentracdo analitica que
pode ser detectado pelo sensor utilizado, sendo este valor 3 vezes maior ao nivel do
ruido instrumental das medidas voltamétricas e o limite de quantificacdo € a menor
concentracdo do analito do analito que pode ser determinada, apresentando exatidao e
precisdo aceitveis (Moak et al., 1997). As Equactes 17 e 18 demonstram como €

realizado o célculo de LD e LQ respectivamente.

LD = 35 Equagao 17
b
108

LQ = Tb Equacio 18

Sh € 0 desvio padrdo amostral obtido das medidas dos brancos e b é o coeficiente

angular da curva analitica que descreve a inclinagdo em um nivel de confianga de 95 %.
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3.14 Preparo das amostras de medicamentos para voltametria

Foi realizado o preparo de 5 amostras de medicamentos, 3 losartanas (A1, Az, B)
e 2 olmesartanas (C, D) de diferentes marcase lotes de fabricacdo. Para as amostras A; e
A: (losartanas de mesmo fabricante e lote distinto) 100 mg de comprimidos foram
macerados e diluidos em 5 mL de tampédo BR pH 7,0. Para a amostra B (losartana de
fabricante distinto e lote distinto) 250 mg de comprimido foram diluidos em 5 mL de
tampéo BR pH 7,0. Para as amostras C e D (olmesartana de fabricante distinto e lote
distinto) 100 mg de comprimidos foram macerados e diluidos em 5 mL de tampédo BR
pH 7,0. Posteriormente as amostras foram filtradas com uso de filtro seringa PTFE de
0,45 pm e depois armazenadas em frasco ambar a 5 °C no refrigerador.

Exatamente 5 mL de cada amostra filtrada foram adicionadas na cela
voltamétrica, onde foi realizada a medida voltamétrica utilizando a VOQ, utilizando os
seguintes parametros voltamétricos: stripping anodico de — 1,7 V por 30 s, tempo de
repouso de 15 s, frequéncia de 15 Hz, incremento de potencial de 5 mV e amplitude de
potencial de 70 mV. Apds a medida do sinal das amostras foi realizado a adicdo do
padrdo da NDMA, consistindo em aliquotas de 4,2, 6,3, 8,4 e 12,6 puL de 0,595 mmol L"
! de NDMA em 5 mL da amostra. Cada aliquota do padrdo adicionado corresponde a
500, 750, 1000 e 1500 nmol L! de NDMA.

3.15 Preparo das amostras de medicamentos para cromatografia

O método de referéncia foi realizado usando a técnica da cromatografia liquida
de alta eficiéncia com um detector de arranjo de fotodiodos (CLAE-DAD) utilizando os
parametros voltamétricos especificados no item 3.2 do referido capitulo. Os
cromatogramas referentes a curva analitica (n = 7) foi tracado numa faixa de
concentracéo de 250 a 2500 nM da NDMA em triplicata.

As amostras foram preparadas da seguinte forma: 1) losartanas: 250 mg do
comprido foram macerados e transferidos para um tubo de centrifuga, pelo qual foi
adicionado 5 mL do solvente metanol/agua (35:65 % v/v), que foi sonicada em
ultrassom durante 5 minutos, apos isso a amostra foi centrifugada durante 5 minutos a
4000 rpm. O sobrenadante foi filtrado e armazenado num frasco de 5 mL e levados para
refrigeracéo a 5 °C. E por fim as amostras foram injetadas no instrumento para obtengéo
dos cromatogramas. Para o calculo de quantificacio da NDMA presente em cada
amostra, foi considerando a area do sinal cromatografico e a equacdo linear da curva

analitica.
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Capitulo 4
Resultados e discussao
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4 . RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Comportamento eletroquimico da NDMA
Como mostrado na Figura 23, foi registrado um voltamograma ciclico do
analito em uma janela de potencial de +1,0 a +2,5 V e velocidade de varredura de 50
mV s, sendo notado um Gnico perfil de oxidacdo em torno de + 2,1 V quando ha uma
varredura anodica (varredura de potencial de +1,0 V a +2,5 V) de potencial, enquanto na
direcdo catddica (varredura de potencial de +2,5 V a +1,0 V) ndo ha o surgimento de
sinal de reducdo, indicando que ha somente o processo de oxidacdo da NDMA sob a

superficie eletroativa do EDDB nas condi¢fes mencionadas.

Figura 23 — Voltamograma ciclico de 1,0 mmol L* da NDMA
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4.2 Voltametria ciclica (VC)

Inicialmente foi realizado o estudo da area eletroativa do EDDB a partir de
voltamogramas ciclicos com a velocidade de varredura de 10 — 1000 mV s, como pode
ser visto na Figura 24 ha um aumento linear na corrente de pico de oxidag&o e reducdo
do par Fe?* / Fe3*, pois ha um sinal anddico em torno de +0,43 V para o processo de
oxidacao (perda de elétrons) do Fe?* para o Fe** e um sinal catddico em torno de +0,37
V para o processo de reducdo (ganho de elétrons) do Fe®* para o Fe?" (Salazar-Banda,
2006).
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Figura 24 — A) Voltamogramas ciclicos do par redox Fe**/Fe?*; B) Relacio I, versus v/
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Como pode ser visto na Tabela 2 para cada velocidade de varredura a razéo da

corrente de pico anodica em relacdo a corrente de pico catddica € proxima a unidade,

indicando a reversibilidade do par redox Fe3*/Fe?*.

Tabela 2 —Valores de corrente de pico anddica e catddica para o par Fe**/Fe?*

Velocidade de
Varredura Ipa(A) Ipc(A) [Ipal lpc|
(mV s?)

10 3,93x10® -3,70x10°° 1,06

25 6,60x10® -6,31x10°° 1,05

50 9,52x10°® -9,44x10°® 1,01

75 1,25x10° -1,18x10° 1,06
100 1,49x10°° -1,41x10° 1,06
150 1,91x10° -1,74x10° 1,10
200 2,30x10° -2,03x10° 1,13
300 3,07x10° -2,61x10° 1,18
400 3,64x10° -3,03x10° 1,20
500 4,22x10° -3,44x10° 1,23
750 5,35x10° -4,31x10° 1,24
1000 6,46x107° -4,98x10° 1,30

Plotando um gréfico de Iy versus v? obtém-se uma relagdo linear, com uma

equacdo y =
(Equacéao 4).

0,000002x + 0,000006. Baseado na equacio de Randles-Sev¢ik,
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Conhecendo que A € a area eletroativa do eletrodo EDDB (cm?); n é o nlimero

de elétrons; Do é o coeficiente de difusdo; C € a concentracdo da espécie oxidada na
solugéo (mol mL™) e v € a velocidade de varredura (V s?). Considerando o coeficiente
angular da curva (2,0x10°%), que corresponde ao produto de 2,69x10°n*?DY?AC e
conhecendo os respectivos valores de D = 7,35x10° cm? s e C = 1,3043x10"" mol cm,
obteve-se o valor de 0,021026 cm? da area eletroativa (A) do EDDB. Considerando que
a area do EDDB ¢ igual 0,03146 cm? temos que a area eletroativa ¢é
correspondentemente igual a 66,93 % da area equivalente, indicando que o EDDB esta

operando em boas condigdes.

4.3 Voltametria de pulso diferencial (VPD)

Foi realizado um estudo conduzido em VPD para estudar o sinal analitico de 50
umol Lt de NDMA em tamp&o BR pH 7,0 com 0s seguintes pardmetros instrumentais:
amplitude de pulso (AEp) de 50 mV e largura de pulso (AE:) de 50 mV realizando 4
varreduras consecutivas. Sendo notado uma supressao do sinal voltamétrico apds a
primeira varredura, demonstrando que ha a adsorcdo dos produtos da espécie quimica
formada do processo de oxidacdo da NDMA sob a superficie eletroativa do EDDB. O
sinal analiticode 50 umol L de NDMA em tamp&o BR pH 7 foi registrado em torno de
+2,09 V, como pode ser visto na Figura 25. Sugerindo que ha adsor¢do dos produtos do

processo de oxidacdo da NDMA na superficie eletroativa do EDDB.

Figura 25 — Voltamogramas de pulso diferencial da NDMA em tampéo BR pH 7,0: 18
Varredura (===), 22 Varredura (=), 32 Varredura (=) € 42 Varredura ((m=)

10,0

w12 \arredura
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E (V)
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Posteriormente foi realizado um estudo de pH de 50 pmol L' de NDMA
utilizando a VPD em tampao BR com a faixa de pH entre 4,5 e 9,5 (vide Figura 26a).
Para esse estudo foi plotado a relagdo entre o potencial de pico Epa versus pH (vide
Figura 26b) e a relagdo Ipa versus pH (vide Figura 26c) para investigar o melhor pH
para as medidas voltamétricas. O aumento de pH promove a mudanca no sinal analitico
da NDMA, em condicdo acida (pH 4,5) o potencial de pico anddico é préximo de +1,97
V, conforme ha o aumento do pH (pH > 5,0) o potencial de pico anddico aumenta e se
mantém em torno de +2,0 V. Em relagdo a corrente de pico é visto na Figura 26¢ que o
melhor sinal analito é obtido em condi¢cdo de pH neutro. Pois em condicdes &cidas (pH
< 7,0) e condicdo alcalina (pH > 7,0) a resposta voltamétrica ndo é a mais adequada.
Sendo assim o pH 6timo para determinacdo da NDMA usando VPD foi no tampédo BR
pH 7.

Figura 26 —a) Voltamogramas de pulso diferencial em tamp&o BR; b) relagdo Ep.. versus pH;

C) ipaversus pH
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4.4 Voltametria de onda quadrada (VOQ)

Foi realizado um estudo conduzido em VOQ de 50 umol L de NDMA em
tampdo BR pH 7,0 com os seguintes parametros instrumentais: amplitude de pulso
(AEp) de 50 mV, incremento (AEs) de 5 mV e frequéncia (f) de 50 Hz, realizando 4
varreduras consecutivas. ApOs a primeira varredura ha uma supressdao do sinal
voltamétrico demonstrando que ha a adsor¢do do produto de oxidacdo da espécie
quimica sob a superficie eletroativa do EDDB. O sinal analitico de 50 pmol L™ de
NDMA em tampéo BR pH 7 foi registrado em torno de +2,12 \V/, como pode ser visto na

Figura 27.

Figura 27 — Voltamogramas de onda quadrada da NDMA em tampédo BR pH 7,0: 12 varredura
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Posteriormente foi realizado um estudo de pH de 50 umol L de NDMA
utilizando a VOQ em tampdo BR com a faixa de pH entre 3,5 e 9,5 (vide Figura 28a).
Para esse estudo foi plotado a relagdo entre o potencial de pico Epa versus pH (vide
Figura 28b) e a relagdo lpa versus pH (vide Figura 28c) para investigagdo do melhor
pH para as medidas voltamétricas. O aumento de pH promove a mudanca no sinal
analitico, em condig&o &acida (pH 3,5) o potencial de pico anodico é proximo de +1,75V,
conforme hé a alcalinizagdo do meio (pH > 5) o potencial de pico anddico se desloca
para uma regido mais positiva e se mantém em torno de +2,0 V. Em relagdo a corrente
de pico é visto na Figura 28c que o melhor sinal analito é obtido em condicdo de pH
neutro (pH 7,0).
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A NDMA apresenta pKa = 3,52, justificando a mudanca do potencial de

resposta (Ep) em funcdo do pH, pois em meio acido ha a protonagdo do grupo amino

da NDMA.

Figura 28 —a) Voltamogramas de onda quadrada em tampéo BR; b) relacéo Ep . versus pH; c)
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Na escolha da técnica mais sensivel para o desenvolvimento do método

voltameétrico, se fez necessario um estudo comparativo dos voltamogramas da técnicade

VPD e VOQ, pelo qual (vide Figura 29) o melhor sinal voltamétrico é obtido usandoa

técnica da VOQ. Na VPD obtém-se um sinal analitico de aproximadamente 10 pA,

enquanto na VOQ obtém-se um sinal analito de aproximadamente 80 pA, constatando

um sinal 8 vezes maior em termos de sensibilidade. Sendo assim, a quantificacdo do

analito foi realizado empregando a técnica da VOQ.

Figura 29 — Estudo comparativo da determinagéo de 50 pmol L™t de NDMA em tampao

Britton-Robisson pH 7 na VPD (

) e VOQ (=)
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4.5 Mecanismo de oxidacéo e a natureza do transporte de massa da NDMA

O numero de prétons e elétrons envolvidos no processo redox da NDMA foi
calculado a partir do estudo de pH (VPD) e do estudo de frequéncia (VOQ), utilizando
as Equacoes 12 € 16 para o célculo do numero de elétrons, sendo considerada a largura
de pico (W12) de cada voltamograma utilizando os dados obtidos do estudo de pH

utilizando a técnica VPD (Tabela 3).

Tabela 3 — Valores de W1, no estudo de pH empregando a VPD

pH Wi2(mV)
4,5 59,9
6,0 37,9
7,0 52,5
8,5 22,6
9,5 48,9

Calculando a média de W1 (correspondendo a 44,3 mV) e substituindo as

constantes da Equacao 12, obtém-se a seguinte relacdo matematica:

90 mvV
n

W1/2 =

Equacao 19
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Pelo qual substituindo o valor médio de W12 na Equacao 19 obtém-se n = 2,0,
constatando que para a NDMA dois elétrons estdo envolvidos no processo de oxidacao,
resultado este concordante com os dados da literatura referente ao estudo do
mecanismo da reag&o eletroquimica da NDMA (Chaplin et al., 2009)

Para o estudo do nimero de prétons foi utilizado a técnica de VOQ, a partir da
relacdo entre a frequéncia de pulso (f) e o pH de interesse. Primeiramente foi
determinado o fator an que é calculado para sistemas irreversiveis (como € observado
para NDMA). Na Tabela 4 consta os valores de potencial de pico para diferentes
valores de frequéncia de pulso.

Tabela 4 —Valores de Ep (V) em fung&o de log f (em Hertz)

Ep (V) f (Hz) Log f
2,0451 15 1,18
2,059 25 1,40
2,0888 50 1,70
2,1046 75 1,88
2,1165 100 2,00

Plotando o gréfico de Ep em funcédo de log f obtém-se a relacdo linear mostrada
na Figura 30, com coeficiente angular b de 0,0885. A partir da Equacédo 16 e
substituindo suas constantes experimentais, obtém-se a Equacao 20 que é utilizada para

o calculo de an.

Figura 30 — Relagdo Ep versus log f usando a VOQ
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Ep __ 0,0592 (mV)
logf 2an

Equacao 20

Obtendo o valor de an = 1,337, que foi utilizado para o célculo do nimero de
prétons (+H), utilizando a relacdo de Ep em fun¢do do pH da VOQ (vide Tabela 5).

Tabela 5 — Relagdo Ep versus pH usando a VOQ

pH Ep

3,5 1,7452
4,5 1,9164
6 2,0977
7 2,1128
8,5 2,1128
9,5 2,1380

A partir do coeficiente angular obtido da relacdo Ep versus pH correspondendo a
0,0736 V e substituindo na Equacao 21 a seguir:
E Ht
P _ 0,0592 — Equacéo 21

pH an

Foi possivel calcular o nimero de prétons envolvidos no processo eletroquimico
da NDMA, sendo determinado que ha aproximadamente 2 prétons envolvido no
processo redox. O mecanismo proposto para a NDMA pode ser visto a sequir (Figura
31), pelo qual dois elétrons e dois protons estdo envolvidos na reagdo redox para a
NDMA, sendo formado a dimetilamina protonada e o ion nitrato. Resultado concordante

com o estudo do mecanismo da reagéo de oxidagdo da NDMA (Chaplin et al., 2009).

Figura 31 — Mecanismo provavel para reacdo de oxidacdo da NDMA

HsC HsC
‘NN  + 2H0 5 O ‘WH,t + NOy + 2H* + 2

N
Hac/ \}o HsC’

Fonte: Chaplin et al., 2009
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A natureza do transporte de massa foi estudada utilizando a técnica da VC, com

a velocidade de varredura de 15 — 150 mV s com janela de potencial de +1,0 a +2,5 V
versus Ag/AgCl e incremento de potencial de 2,5 mV em tampéo BR pH 7,0. A NDMA
apresentou um perfil de oxidag&o (Ep) em torno +2,1 V, apresentando uma eletroquimica
irreversivel, visto que perfis de reducédo sao inexistentes.

A Figura 32a mostra os voltamogramas ciclicos correspondentes para o estudo
da influéncia da velocidade de varredura sobre a resposta voltamétrica da NDMA em
relagio ao EDDB, a partir da relagdo 1, vs v observou-se um perfil linear (Figura
32b), indicando que o processo de transferéncia de massa da NDMA na interface
eletrodo-solugdo é governado estritamente por difusdo. Relacionando log Ip vs log v
(Figura 32c), obtém-se o coeficiente angular da expressdo matematica (y = 0,5787x -
5,7699), que correspondeu a b = 0,5787. Segundo a literatura, valores préximos a 0,5
indicam que o processo de transferéncia de massa € governado por difusdo e valores
préximos a 1,0 indicam que o processo de transferéncia de massa é governado por
adsorcdo, portanto ha a confirmagdo de que a natureza da transferéncia de massa da

NDMA na interface eletrodo/solucéo é predominantemente difusional.

Figura 32 — Estudo da natureza de transporte de massa de 1,0 mmol L™ de NDMA.

a)Voltamogramas ciclicos, b) Relacdo i vs v e ¢) Relaco log i vs log v
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4.6 Stripping Voltamétrico

Na aplicacdo do stripping voltamétrico utilizando a VOQ, foi uma melhor
sensibilidade analitica na quantificacdo do analito. O estudo consistiu na aplicacdo de
diferentes potenciais, numa faixa de -1,45 a -1,75 V, a melhor resposta foi obtida na
aplicacdo de — 1,70 V, com tempo de deposicao de 30 s. Esse estudo foi realizado em 10
umol Lt de NDMA em tamp&o BR pH 7,0. Como pode ser visto na Figura 33, foi
plotada a relacdo entre o potencial de pico e o stripping voltamétrico (Figura 33b) e a

relacdo entre a corrente de pico e o stripping voltamétrico (Figura 33c).

Figura 33 — Estudo do Stripping anddico voltamétrico usando a VOQ. a) VOQ utilizando

Stripping anddico. b) Relagdo E, versus Stripping anddico. C) Relacao i, versus Stripping.



1,92

1,90

1,88

Ep (V)

1,82

1,80

1,78

3,54
3,0 4
2,5

- 2,0

64

= Stripping
== Stripping
e Stripping
= Stripping
= Stripping

Stripping

= Stripping =1,75V

-145V
-1,50V
-1,55V
-1,60V
-1,65V
-1,70V

©)

T T Y T T T L T T 1
—140 —145 —1,50 —1,55 —1,60 —1,65 —1,70 —1,75 —1,80

~ 1,5
1,0 -
0,5
0,0
'015 T T i T T T
1,5 1,6 1,7 1,8 1,9 2,0 2,1
E (V)
3,75-
L]
3,00
o
* . <225
. o
. ,..
e 1,50 o
b) v §
0,75-
i | T T T T T T
—145 —150 —155 —160 —165 —1,70 —1,75
Stripping (V)

Stripping (V)

Na aplicacdo de potenciais negativos (stripping anddico) é verificado o

deslocamento do sinal analitico para potenciais mais negativos (Figura 33b), a melhor

resposta voltamétrica foi obtida na aplicacdo de stripping de — 1,70 V por 30 s, obtendo

valor

de corrente proximo a 3,50 pA.

Em seguida foi realizado o estudo de pré-concentragdo com o intuito de

determinar o melhor tempo de agitacéo da solucdo contendo o analito antes das medidas

voltametricas, foi utilizado os seguintes tempos de agitacéo (t) 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30

s, neste estudo a melhor resposta analitica foi obtida no tempo de agitacdo de 15

segundos, como pode ser visto na Figura 34.

Figura 34 — Estudo de pré-concentracdo da NDMA usando Stripping anddico na VOQ
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4.7 Curva Analitica

A curva analitica foi tracada utilizando a técnica da VOQ, fazendo a diluicdo de
4,2 uL de 0,595 mmol L de NDMA em 10 mL de tamp&do BR pH 7,0, utilizando os
seguintes parametros voltamétricos: stripping anddico de — 1,7 V por 30 s, frequéncia de
15 Hz, incremento de potencial de 5 mV e amplitude de potencial de 70 mV e posterior
agitacdo por 15 s. Cada aliquota adicionada correspondeu a 250 nmol L2, Em uma faixa
de concentracdo de 250 — 2500 nmol Lt em triplicata. Sendo obtido uma boa relagéo
linear R? = 0,9948 (n = 3) da relagéo I vs [NDMA]: ¥ = 0,2012x + 2x10° (vide Figura
35).

Figura 35 — Curva analitica da NDMA numa faixa de concentracgéo de 250 — 2500 nmol L (n
:3)
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A anélise de variancia (ANOVA) foi realizada e seus dados estdo devidamente

organizados na Tabela 6.

Tabela 6 — Dados analise de variancia (ANOVA)

Soma Média
Fonte Quadratica GL Quadratica
Regressao 6,220x1013 1 6,220x10™
Residual 1,175x10 28 4,200x10°*°
Falta de ajuste 3,236x10% 8 4,045x10"°
Erro puro 8,518x1015 20 4,259x1016
Total 6,338x10%° 29 2,185x10%

No teste da falta de ajuste, foi calculado a razdo entre a média quadratica da falta
de ajuste pela média quadratica da média do erro puro, obtendo um valor de 0,94973,
valor este abaixo do tabelado de 2,447, indicando que para a NDMA com 95% de
confianca 0 modelo se encontra bem ajustado. Referente ao teste de significancia, foi
calculado a razdo entre a média quadréatica da regressdo e a média quadréatica residual,
obtendo um valor de 1481,72 valor este muito acima do tabelado que corresponde a
4,196 com 5 % de incerteza para a NDMA, indicando que a regressdo € altamente

significativa.
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Para determinar a sensibilidade da técnica analitica e os limites de detec¢do (LD)

e quantificacdo (LQ), primeiramente foi realizado a medida das triplicatas de 10 brancos
(em 5 mL de tampdo BR pH 7,0) em VOQ com os parametros 6timos (discutidos na
sessdo 4.6). Obtendo os valores residuais de corrente na faixa de potencial onde

eventualmente ha o surgimento do sinal da NDMA.

Tabela 7 — Média da corrente de pico residual obtidos das medidas de 10 brancos em tampéo

BR pH 7,0
N© Ip

1 4,40x10°®
2 4,04x10°®
3 4,55x10°8
4 4,89x10°8
5 3,89x10°8
6 4,43x10°8
7 5,39x10°8
8 5,05x10°8
9 4,61x10°8
10 4,33x10°8

Para determinar o LD e LQ foi primeiramente calculado o desvio padrdo
amostral (Sp) a partir dos voltamogramas de onda quadrada dos brancos, valor este
correspondente a 4,5324x10° pA e a partir disso foi constatado pelo emprego do
coeficiente angular da curva analitica (b = 0,2012 pA/nmol L™?) o célculo do LD e LQ

da NDMA, correspondendo a 67,6 nmol L e 225,3 nmol L respectivamente.

4.8 Estudo de recuperacdo

Para determinar a exatiddo do método proposto, foi realizado o teste de
recuperacdo das 5 amostras de medicamentos em quatro niveis de recuperacdo por
adicdo de padrdo em triplicata. Como pode ser visto na Tabela 8 foi obtido bons
resultados nas recuperac¢@es, dando um indicativo de que o método proposto pode ser
aplicado com éxito para determinacdo de NDMA em amostras de medicamento sem a

necessidade de tratamento prévio da amostra.
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Os valores correspondentes as recuperagdes se mantiveram entre 90 e 110 %,
indicando que a metodologia proposta € bastante adequada para analise de NDMA com
emprego de um EDDB como sensor analitico em amostras de medicamentos. Cada nivel
de recuperagéo correspondeu as adi¢des de 500, 750, 100, 1500 nmol L* de NDMA nas

amostras de losartana e olmesartana.

Tabela 8 — Estudo de recuperactes da NDMA nas amostras de Losartana (A, Az, B) e
Olmesartana (C, D)

Concentracgédo de NDMA (nmol L?)
Meédia das
Medicamentos Adicionada Encontrada+ Recuperacdo Recuperagdes+
*CV (%) (%) *CV (%)

500 489,67 + 9,30 95,6
750 694,30 + 3,36 92,9

Losartana A 1000 888,17 + 2,92 89,1 94,3+4,76
1500 1486,00 + 2,56 99,74
500 551,06 + 5,05 110,4

750 816,49 + 1,30 109,9 1047+ 723
Losartana Az 1000 1040,24 + 1,27 104,3
1500 1402,43 + 2,81 94,1
500 503,74 + 2,78 101,2

750 816,28 + 4,58 109,1 102.7 + 619
Losartana B 1000 1056,85 + 5,66 106,0
1500 1407,40 + 1,95 94,5
500 545,43 + 3,90 109,3

750 773,9 + 2,40 103,2 103,0+578
Olmesartana C 1000 1042,88 + 2,13 104,6
1500 141552 + 1,11 95,0
500 531,45+ 1,91 106,5

750 778,83+ 3,81 103,8 1021+ 411
Olmesartana D 1000 1012,27 + 3,49 101,5
1500 1439,71 + 2,52 96,6

*CV = Coeficiente de variacdo (n=3)
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4.9 Determinacdo de NDMA em amostras de medicamentos

Na determinacdo de NDMA em amostras de medicamentos, foi realizado o
emprego da VRA utilizando a técnica VOQ, sendo as medidas realizadas diretamente
nas 5 amostras de 5 mL (Losartana Az, Losartana A,, Losartana B, Olmesartana C e
Olmesartana D), pelo qual foi verificado um sinal voltamétrico nas amostras Losartana
A1 e Losartana B (fabricantes diferentes e lotes diferentes). Para a Losartana Az surgiu
um sinal em torno de +1,75 V (Figura 36), enquanto para Losartana B o sinal foi em
torno de +1,8 V (Figura 37).Sendo constatado a presenca da NDMA por comprimido:
Para Losartana A; foi obtido o valor de concentracio de 445,13 nmol L (valor
correspondente a 32,98 pg L) de NDMA e para Losartana B foi obtido o valor de
concentragdo de 205,5 nmol L (valor correspondente a 15,22 pg L) de NDMA.
Figura 36 — Aplicacdo do método de adicdo de padrdo da NDMA na amostra Losartana (A1).
Voltamograma: Losartana A; (m=), Losartana A; + 500 nmol L NDMA (=), Losartana A; +

750 nmol L' NDMA (..), Losartana A; + 1000 nmol L NDMA () € Losartana A; + 1500
nmol L NDMA ()
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Figura 37 — Aplicagdo do método de adi¢do de padrdo da NDMA na amostra Losartana (B).
Voltamograma: Losartana B (=== ), Losartana B + 500 nmol L™ NDMA ( === ), Losartana B +
750 nmol L** NDMA (), Losartana B + 1000 nmol L™* NDMA (==) e Losartana B + 1500
NMol LY NDMA (= )
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Os resultados obtidos apresentam boa concordancia em relacdo ao método de

referéncia ja disponivel na literatura (ANSM, 2021). A Tabela 9 mostra o comparativo

dos valores obtidos entre 0 método desenvolvido com o método de referéncia.

Tabela 9 — Comparagdo entre 0 método proposto e 0 metodo de referéncia na determinagéo

de NDMA em amostras de medicamentos

Concentracdo de NDMA (nmol L) por comprimido

Medicamentos Método Média + *CV HPLC - Média + *CV
proposto (%) DAD) (%)

448 27 394,40

Losartana Ax 435,00 445,13 +2,02 393,36 391,62+ 1,01
452.12 387,11
206,17 214,36

Losartana B 203,21 205,50 £ 0,99 224,78 223,99+4,13
207,11 232,83

*CV = Coeficiente de variacdo (n=3)
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A partir dos dados mostrados na Tabela 9 foi aplicado o teste t
emparelhado, pelo qual o valor calculado correspondeu a 0,596, valor este abaixo do
tabelado de 2,132 com 95% de confianca. Demonstrando que ndo ha uma diferenca
significativa entre os resultados obtidos pelo método proposto e 0 método de referéncia.

Com o mesmo conjunto de dados foi realizado um teste F, pelo qual o valor
calculado correspondeu a 0,853, valor este abaixo do tabelado de 6,39 com 95% de
confianca. Demonstrando que os valores obtidos pelo método proposto podem ser
comparados diretamente com os valores obtidos pelo método de referéncia. Por fim, foi
realizado a andlise estatistica da elipse de confianca (Figura 38) indicando que 0s
resultados obtidos pelo método proposto sdo confiaveis e adequados para analise de

NDMA em amostras de medicamentos.

Figura 38 — Elipse de confianca referente ao método desenvolvido
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5. CONCLUSAO

A partir dos estudos realizados com a NDMA, foi possivel observar que o uso do
EDDB utilizando o stripping voltamétrico a partir da VOQ, demonstrou que 0 método
proposto é adequado para andlises de amostras reais de medicamentos (losartana e
olmesartana). Os estudos realizados em VPD e VOQ mostraram que o pH da solucao
tem influéncia na resposta voltamétrica da NDMA, sendo os valores 6timos de corrente
obtidos em tampédo Britton-Robisson (BR), pH 7. Além disso, o estudo de velocidade
mostrou que as reacdes de oxidacdo da NDMA sdo governadas predominantemente por
difusdo. A curva analitica foi obtida a partir do uso da técnica da VOQ com stripping
voltamétrico, em uma faixa de concentragdo de 250 — 2500 nmol L em tamp&o BR pH
7,0, utilizando os parametros de frequéncia de 15 Hz, incremento de potencial de 5 mV,
amplitude de pulso de 70 mV e janela de potencial de +1,0 a +2,2 V. Na aplicacdo do
método desenvolvido nas amostras de medicamentos foi constatado a presenca de
NDMA em duas amostras de marcas comerciais conhecidas (Losartana A1 e Losartana
B), na amostra A; foi encontrado 445,13 nmol L de NDMA por comprimido e na
amostra B foi encontrado 205,50 nmol L™ por comprimido, indicando a contaminag&o

desses farmacos.
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