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RESUMO

A hidroquinona ¢ um composto fendlico usado como substancia de referéncia em
medicamentos voltados para tratamento de discromias induzidas por processos de
hiperpigmentagdo. Doencas dermatologicas desse tipo sdo frequentes e estdo entre as principais
causas de procura por orientacdo médica, segundo dados recentes da Sociedade Brasileira de
Dermatologia. No Brasil, a hidroquinona ¢ comercializada em formulacdes farmacéuticas de
uso topico com até 4% de concentragdo, porém, apesar de amplamente utilizada alguns estudos
alertam sobre efeitos adversos do uso prolongado da substancia. Um dos fatores considerados
¢ a estabilidade da molécula, visto que a hidroquinona ¢ facilmente oxidada e seu produto de
degradacdo, a benzoquinona, pode estar associado a mecanismos genotoxicos. Portanto, o
doseamento desses medicamentos € importante para garantir a qualidade, seguranca e eficacia
dos produtos. Dessa forma, o objetivo do trabalho foi a elaboragdo de um estudo investigativo
direcionado ao esclarecimento sobre a estabilidade quimica da hidroquinona, bem como, a
implementa¢do de uma metodologia analitica de doseamento. Em seu desenvolvimento, foram
exploradas técnicas espectroscOpicas, eletroanaliticas e de eletromigracdo. Uma vez
determinado que os padrdes adquiridos para este trabalho estavam de acordo com a certificagdo
de pureza, bem como, que o pH ¢ um fator determinante visto que esta relacionado as reacdes
de oxido-redu¢do dos compostos, uma metodologia analitica para doseamento de hidroquinona
por cronoamperometria foi desenvolvida. Foi utilizado um eletrodo de trabalho de carbono
vitreo, um eletrodo de referéncia (Ag/AgCl) e um eletrodo auxiliar de platina, todos imersos
em uma célula eletrolitica preenchida com solucdo tampdao BR ajustada em pH 5,5, este
escolhido por ser o pH em que a amostra ¢ mantida. O método otimizado consistiu na analise
de hidroquinona mediante aplicacdo de um potencial de oxidacao fixo de 0,4 V, ap6s a solucao
ser mantida em agitagao por 20 segundos. Alguns parametros de desempenho analitico foram
verificados, a seletividade e a linearidade foram certificadas e a exatidao do método foi
estabelecida por ensaios de recupera¢do em trés niveis de concentra¢do cujos valores variam
entre 98 a 111%. Uma amostra de gel dermatoldgico contendo 4% (m/m) de hidroquinona foi
analisada apos procedimento de preparo otimizado, e foi encontrada uma concentragdo de
3,62% (m/m). Nao foram encontrados vestigios da oxidagdo de hidroquinona na amostra

analisada.

Palavras-chave: Hidroquinona. Benzoquinona. Cronoamperometria. Doengas dermatologicas.



ABSTRACT

Hydroquinone is a phenolic compound used as a reference substance in pharmaceuticals
designed for treatments of dyschromias induced by hyperpigmentation processes.
Dermatological diseases of this segment are very ordinary and appear among the main causes
of the medical advice demand, according to recent data published by the Brazilian Society of
Dermatology. In Brazil, hydroquinone is found in some skin-bleaching formulations with up to
4% concentration, however, despite of being widely used, some authors have been published
papers warning about the adverse effects caused by its long-term use. One of the criteria
considered is the molecule stability, since the hydroquinone easily undergoes oxidation and its
product, benzoquinone, could be associated with genotoxic mechanisms. Therefore, the dosage
of these drugs is important to guarantee their quality, safety and efficacy. Thus, the aim of this
work was to develop an investigative study to enlighten the chemical stability of hydroquinone
in those products, as well as the development of an analytical quantitative methodology. Over
the experimental procedure, spectroscopic, electroanalytical and electromigration techniques
were explored. Once stablished the standard materials acquired for this work are within the
purity certification parameters and the pH is a determining factor due its directly relation to the
redox reaction of the analyte, an analytical method for quantifying hydroquinone by
chronoamperometry has been developed. A glassy-carbon working electrode, a reference
electrode (Ag/AgCl) and a platinum auxiliary electrode were used. All of them immersed in an
electrolytic cell filled with BR buffer solution adjusted to pH 5.5. The pH was chosen according
to the condition the sample is kept. The optimized method is based on the hydroquinone
oxidation by a 0.4 V fixed potential application, after the solution been kept stirring for 20 s.
Some analytical validation parameters were verified. Selectivity and linearity were certified and
the accuracy of the method was calculated by recovery tests at three concentration levels leading
to a 98-111% range. A skin-bleaching gel sample containing 4% (w/w) of hydroquinone was
tested following the optimized method. As a result, a concentration of 3.62% (w/w) was

obtained. No trace of hydroquinone oxidation was found in the analyzed sample.

Keywords: Hydroquinone. Benzoquinone. Chronoamperometry. Dermatological diseases.
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1 INTRODUCAO

A quimica analitica ¢ um ramo da ciéncia que lida com métodos de identificacao,
separacao ¢ quantificacdo de compostos quimicos de materiais naturais ou artificiais
(TOOMULA et al., 2011). Dentro de um estudo analitico podem-se almejar resultados
qualitativos, que fornecem informagdes de identidade do analito e da amostra, e resultados
quantitativos, que por sua vez fornecem dados numéricos sobre a propor¢ao de um ou mais
analitos em uma determinada amostra (CHAUHAN et al,, 2015; TOOMULA et al., 2011).

O desenvolvimento de uma metodologia analitica ¢ o processo de selecionar um
procedimento para determinacdo da composicdo de um material. A escolha do método ¢
baseada em fatores como propriedades quimicas dos analitos, concentragdao, matriz da amostra,
tempo e custo de andlise (CHAUHAN et al., 2015; TOOMULA et al., 2011). Além disso, os
instrumentos analiticos desempenham um papel fundamental no processo de coleta de
informagdes confidveis e de alta qualidade, estes devem ser selecionados de acordo com a
proposta e o escopo do método analitico (CHAUHAN et al., 2015).

Com relacao as formulacdes farmacéuticas, os métodos analiticos sao fundamentais na
descoberta, desenvolvimento e produgao de fArmacos. Os métodos oficiais que resultam desse
processo sao usados em laboratérios de controles de qualidade para assegurar a eficiéncia dos
produtos que chegam ao consumidor (BREAUX ef al., 2003).

Ao longo deste trabalho sera descrito o procedimento de selecdo e desenvolvimento de
uma metodologia analitica para determinac¢ao de hidroquinona em formulag¢des farmacéuticas.
Resumidamente, a hidroquinona € um principio ativo contido em medicamentos voltados para
tratamentos de doengas dermatoldgicas originadas de hiperpigmentacdo (NORDLUND et al.,
2006). Nesta secao introdutoria serdo descritos importantes topicos relacionados a este presente

trabalho.

1.1 DOENCAS DERMATOLOGICAS

Nas ultimas décadas, um dos mais importantes topicos de pesquisa em dermatologia e
cosmética € o estudo das anomalias relacionadas a pigmentacdo da pele, como as condi¢des
resultantes de hiperpigmentagao (DRAELOS, 2007; GALIMANY-ROVIRA et al, 2016). A
hiperpigmentacgdo cutanea ¢ um distirbio caracterizado pelo surgimento de manchas escuras,

localizadas em sua maioria no rosto e ocasionalmente em outras areas do corpo. Tais anomalias
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ainda podem apresentar outros sinais indesejados e variam desde lesdes simples ou multiplas,
até condigdes mais severas (GHANBARZADEH et al, 2015; NICOLAIDOU &
KATSAMBAS, 2014).

Sintomas caracteristicos de doengas dermatologicas sdo frequentes entre aqueles que
procuram cuidados com a satide especializado, e estdo entre as causas iniciais da demanda de
pacientes ambulatoriais (SBD et al., 2018). H4 diversos estudos cujos autores notificam que
essas doengas podem resultar em um impacto negativo na qualidade de vida dos individuos
afetados, especialmente os pacientes cronicos (KARIMKHANI et al, 2017; SBD et al., 2018;
SETH et al., 2017).

Em relagdo as doengas dermatologicas decorrentes de processos de hiperpigmentagao,
de acordo com estudo realizado pela Sociedade Brasileira de Dermatologia (SBD), no ano de
2006, transtornos desse tipo representaram o terceiro maior grupo de doencas diagnosticadas
em praticas dermatologicas no pais. Sendo a principal causa de procura por orientagdo médica
entre pacientes de 40 a 64 anos, representando 11,6 % do total de diagnosticos (HANDEL et
al., 2014; SBD, 2006).

A SBD, em estudo semelhante realizado no ano de 2018, registra o fotoenvelhecimento
em segundo lugar e o melasma em sétimo no total de diagnosticos em praticas dermatologicas,
ambas se manifestam com sinais de hiperpigmentacdo. Entre mulheres de 25 a 57 anos, as
anomalias citadas aparecem em primeiro e segundo lugar, respectivamente, totalizando 17.1 %
do total de diagndsticos realizados para pacientes dentro dessa faixa etaria (SBD et al., 2018).

O fotoenvelhecimento cutaneo ¢ causado majoritariamente por exposicdo excessiva a
luz solar e pode provocar ressecamento, manchas, alteracdo na textura, aumento no
aparecimento de rugas, perda de elasticidade e outros efeitos leves (SBD, 2020a). O melasma,
por sua vez, ¢ caracterizado pelo aparecimento de manchas escuras com contornos irregulares.
A doenca afeta principalmente as mulheres, homens representam apenas 10 % dos
diagnosticados. Aliado a exposicao excessiva ao sol, ¢ frequentemente relacionado a gravidez
e ao uso de anticoncepcionais e outras drogas (MIOT et al., 2009; NICOLAIDOU &
KATSAMBAS, 2014; SBD, 2020b).

Demais desordens decorrentes de hiperpigmentacdo aparecem na forma de sardas,
lentigos e coloragdo desigual, além de condigdes menos comuns como dermatites de contato
pigmentosa, eritromelanose folicular e outras (DREHER et al, 2013; GAO & LEGIDO-
QUIGLEY, 2011; MEYS, 2017). O surgimento de anomalias desse tipo estd associado a

producdo excessiva ou a distribuigdo irregular de melanina, pigmento que define a coloragao
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natural da pele e atua na protecdo direta contra radiacdo ultravioleta (BORGES et al., 2018; DO
etal.,2017; GHANBARZADEH et al,, 2015; MIOT et al., 2009).

A origem na disfuncdo da produgdo e distribuicado da melanina inclui alguns fatores
genéticos e ambientais, sdo estes, doengas sistematicas, gravidez, hipertireoidismo, exposi¢ao
excessiva a luz ultravioleta, processos pos-inflamatérios resultantes de acne, traumas,
queimaduras, entre outros. E ainda, uso de drogas, hormoénios, agentes fotossensibilizantes e
alguns medicamentos (DRAELOS, 2007; DREHER et al., 2013; GHANBARZADEH et al.,
2015; MEYS, 2017; NICOLAIDOU & KATSAMBAS, 2014).

A produgdo de melanina, ou melanogénese, ocorre em células presentes na camada
externa da pele (epiderme), chamadas de melanocitos (GALYMANI-ROVIRA et al., 2016;
MIOT et al., 2009; PARVEZ et al., 2006; YAMAGUCHI & HEARING, 2014). Sua biossintese
¢ estimulada por um complexo processo de reagdes oxidativas, catalisado em sua maior parte
pela enzima tirosinase (GALIMANY-ROVIRA et al.,, 2016; GAO et al., 2008).

A tirosinase ¢ uma metaloenzima dinuclear de cobre encontrada exclusivamente nos
melandcitos, cuja fungdo principal € catalisar a oxida¢do de mono e difenois (DO et al, 2017;
PARVEZ et al., 2006). Na biossintese da melanina, atua em trés etapas fundamentais. Sao estas,
as duas reacdes iniciais que produz a dopaquinona a partir da tirosina, e ao final do processo
gerando a indol-6-quinona, precursor imediato da melanina (DO et al, 2017; MIOT et al., 2009;
OLIVEIRA et al., 2004).

Ha muitos tratamentos disponiveis para o combate dessas doencgas, em geral, atuam na
diminui¢do ou bloqueio local da melanogénese, O mais comum ¢ a combinagdo de protetor
solar com medicamentos de uso topico cuja formulagdo contenha alguma substancia capaz de
inibir a funcionalidade da enzima tirosinase (GALIMANY-ROVIRA et al., 2016; SBD et al.,
2018).

1.2 HIDROQUINONA

A referéncia principal entre medicamentos de uso topico direcionados ao tratamento de
doencas dermatoldgicas decorrentes do processo de hiperpigmentagdo, como o melasma e as
demais supracitadas, ¢ a hidroquinona. A substancia € considerada a mais forte e eficiente entre
os agentes despigmentastes similares e tem sido usada com sucesso por mais de 40 anos

(HUIYING et al., 2017; NORDLUND, ef al., 2006; MOLDOVAN et al., 2017).
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A hidroquinona (Figura 1), ou 1,4-dihidroxibenzeno, ¢ um composto fenolico que
ocorre naturalmente no meio-ambiente ou € sintetizada (DRAELOS et al., 2010; DADZIE &
PETIT, 2009). Quando pura, apresenta-se na forma de cristais brancos soliiveis em agua,

metanol, etanol e éter etilico (BRASIL, 2019).

Figura 1 - Representa¢do da estrutura molecular da hidroquinona.

HO OH

Fonte: Brasil (2019).

O composto apresenta inameras utilidades, principalmente devido suas propriedades
como agente redutor em meio aquoso. E usado como antioxidante na fabricagdo de borracha e
tintas, atua como inibidor de polimerizac¢do de alguns produtos, ¢ ainda como estabilizante em
vernizes e 6leos lubrificantes. Porém, sua aplicacao principal € na industria farmacéutica como
principio ativo de produtos destinados ao tratamento de discromias (HUIYING et al., 2017,
USA, 2009).

A ag¢do despigmentante da hidroquinona foi reportada pela primeira vez por Oettel em
1936. Anos depois, no comego da década de 1950, a substancia comecou a ser comercializada
em algumas regides dos Estados Unidos da América como um agente fotoprotetor. Na ocasido,
foi observado regides despigmentadas na pele de alguns dos usudrios do produto. A partir dessa
observa¢do, a comunidade médica iniciou uma série de estudos clinicos voltados para
investigacao da eficacia da hidroquinona, bem como para a avaliagdo de sua viabilidade como
potencial agente despigmentante para tratamentos de discromias em geral (NORDLUND et al.,
2006; NORDLUND, 2015).

Em intimeras publicagdes, autores investigam e reportam o comportamento da
hidroquinona em concentracdes diversas. Em 1982, a FDA (Food and Drug Administration)
registrou a substancia como segura e eficiente e liberou seu uso em cosméticos e medicamentos
classificados como desmelanizantes. Dessa forma, a hidroquinona se tornou a substancia de
primeira escolha para tratamento de discromias, e passou a ser prescrita mundialmente
(DADZIE & PETIT, 2009; LEVITT, 2007, NORDLUND, 2015). No Brasil, atualmente,

diversas formulagdes contendo este principio ativo, com ou sem associagdes, sa0
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comercializadas na forma de cremes ou géis dermatologicos em farmdcias tradicionais e
magistrais (CALACA et al., 2011; GARCIA et al., 2007).

Outros autores investigam as interacdes da hidroquinona com a tirosinase € a tirosina,
substrato inicial da melanina, na intencdo de definir como a substancia atua no organismo
(STRATFORD et al, 2012; PARVEZ et al., 2006; RAMSDEN & RILEY, 2014). Apesar das
inumeras proposi¢cdes, o mecanismo exato ainda ndo ¢ bem elucidado pela comunidade
cientifica. Porém, ¢ afirmado que a hidroquinona nao elimina completamente a melanina e sim,
interrompe localmente o processo de sintese do pigmento (CALACA et al, 2011;
GALIMANY-ROVIRA et al., 2016; NORDLUND et al., 2006; STRATFORD et al., 2012).

Em geral, é bem estabelecido que a hidroquinona é capaz de participar de processos
metabolicos nos melanocitos pela inibicdo da enzima tirosinase, em fungdo da sua estrutura
quimica ser similar ao do precursor da melanina. Dessa forma, a espécie possibilita a reversao
do processo de acimulo localizado do pigmento, caracteristico das doencas dermatolégicas em
questdo (CALACA et al., 2011; DADZIE & PETIT, 2009; GALIMANY-ROVIRA et al.,
2016).

No entanto, apesar da hidroquinona ser considerada a mais eficiente dos agentes
despigmentantes e ser o composto mais usado por muitos anos, ao longo das ultimas décadas
alguns oOrgdos reguladores vem expressando preocupacdes quanto ao Sseu consumo,
principalmente quando usado sem prescri¢io médica e a longo prazo (GARCIA er al., 2007;
LEVITT, 2007; MOLDOVAN et al., 2017).

Nesse sentido, h4 inimeras publica¢des que descrevem experimentos laboratoriais e
clinicos aplicados na determinagdo dos potenciais efeitos toxicologicos da hidroquinona, e que
buscam evidéncias que confrontem ou apoiam o alerta dos 6rgdos de vigilancia responsaveis

(THEOPHILE et al., 2013).

1.3 ASPECTOS TOXICOLOGICOS E ESTABILIDADE QUIMICA DA HIDROQUINONA

As preocupagdes relacionadas com a seguranga da hidroquinona comegaram por volta
dos anos 2000. No ano de 2006, a FDA registrou uma proposta para banir a comercializagdo de
todos os produtos contendo a hidroquinona. Essa proposta surgiu apos a falha dos fabricantes
em atender a uma solicitagdo da propria FDA, que visava a comprovacgdo cientifica da
seguran¢a da hidroquinona. Na época, a Europa ja havia banido o uso da substancia em

cosméticos (DADZIE & PETIT, 2009; LEVITT, 2007; NORDLUND, 2015). Atualmente, a
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FDA ainda permite o uso da hidroquinona em medicamentos, porém, o composto ainda segue
na lista de substancias usadas como matéria-prima de fairmacos sob avaliagao (USA, 2020).

Inicialmente, as questdes levantadas sobre o carater toxico da hidroquinona foram
baseadas no fato do composto ser um derivado do benzeno, que ¢ um conhecido agente
hematotoxico, ou seja, oferece risco de doencas como anemia, leucemia e trombocitopenia
(DADZIE & PETIT, 2009; NORDLUND et al., 2006; SNYDER & HELDI, 1996). E ainda,
foram observados efeitos adversos em usudrios continuos de cosméticos contendo altas
concentragdes de hidroquinona, em geral, acima de 5 % (NORDLUND et al., 2006).

A partir do levantamento das suspeitas sobre os aspectos toxicoldgicos da hidroquinona,
muitos estudos sobre o tema comegaram a se popularizar dentro da comunidade dermatologica
(DADZIE & PETIT, 2009). Muitos autores avaliam o efeito terapéutico da hidroquinona em
tratamento de discromias (ORTTONE & PASSERON, 2005). De modo geral, ¢ reportado que
a eficiéncia da hidroquinona estd diretamente relacionada a concentragdo usada na preparacao
do produto, aos componentes usados para a estabilizagdo e a composi¢do do produto final
(BORGES et al.,, 2018; ORTTONE & PASSERON, 2005).

A garantia da estabilidade quimica da hidroquinona em formula¢des farmacéuticas
também ¢ de grande importancia, pois o composto ¢ facilmente oxidado. Exposi¢do ao ar ja ¢
fator suficiente para desencadear a oxidagdo. Outras condigdes podem ainda amplificar a taxa
de oxidacao, como a alta concentracao de oxigénio, alto pH e exposicao a luz (ABRAHAM et
al, 2011; BORGES et al, 2018; DRAELOS et al.,, 2010; GARCIA et al., 2007). Quando
oxidada, a hidroquinona modifica sua coloragdo de branco para amarelado e por fim, marrom
(DRAELOS et al., 2010).

O mecanismo da reacao ¢ amplamente estudado, e € bem estabelecido que oxidagao da
hidroquinona é um processo termodinamicamente reversivel que ocorre através da transferéncia
de dois elétrons e dois protons (Figura 2) (FLORES-DIAZ et al., 2018; SHAIDAROVA et al.,
2003).

Figura 2 - Representacao da reacao de oxidacdo da hidroquinona.
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Fonte: Flores-Dias (2018).



23

O produto de degradacdo da hidroquinona ¢ a 1,4-benzoquinona, ou p-benzoquinona,
que ndo ¢ eficaz para o tratamento de hiperpigmentagdes (ABBAS et al., 2015; DRAELOS et
al., 2010). Benzoquinonas em geral, sdo compostos ndo aromaticos derivados da oxidagao de
estruturas fenolicas, como o proprio fenol, o catecol, ¢ a hidroquinona. Sao produzidas
sinteticamente, além de ocorrerem naturalmente no meio ambiente (ABRAHAM et al., 2011;
DAS et al., 2010; TURKAY et al., 2018).

A benzoquinona, como ¢ conhecida a espécie em questdo, se apresenta na forma de
cristais amarelados com odor irritante e € solivel em agua, etanol e éter (PUBCHEM, 2020).
Em meio aquoso pode induzir rea¢des redox, transformagdes acido-base e formagdo de
semiquinona ¢ hidroquinona (TURKAY et al., 2018). No entanto, apresenta aspectos
toxicologicos importantes, e se estiver presente em formulagdes farmacéuticas ¢ absorvido
através da pele podendo causar efeitos adversos irreversiveis (ABBAS et al., 2015; DADZIE
& PETIT, 2009; DAS et al., 2010; DRAELOS et al., 2010).

Um estudo desenvolvido por Wester e colaboradores (1998) investiga o metabolismo e
a biodisponibilidade da hidroquinona in vivo e in vitro. De acordo com a pesquisa, ¢ demais
publicacdes semelhantes, a hidroquinona penetra a epiderme, atravessa a derme e atinge a
circulacao sistémica. Em relagdo a benzoquinona, o autor ainda reporta a presen¢a do produto
de degradagdo nos metabolitos da hidroquinona, também na circulagdo sistémica
(NORDLUND et al., 2006; WESTER, et al., 1998).

Outros estudos abordam ainda a participagdo da benzoquinona em processos
bioquimicos vitais e tém comprovado a natureza carcinogénica dessa substancia (SOUSA et
al.,2016). Evidéncias cientificas, também obtidas através de testes in vitro e in vivo, atirmam
que a benzoquinona estd associada a formacao de adutos com o DNA, e envolvida em outros
mecanismos genotoxicos que levam a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO)
(BOLTON et al., 2010; DAS et al., 2010; NORDLUND et al., 2006; SIRAKI et al., 2004).

Quando presentes em meio fisiologico, as ERO podem causar danos em membranas,
proteinas, lipideos e em células essenciais, resultando em efeitos toxicologicos que podem
induzir apoptose (suicidio celular), carcinogénese e estresse oxidativo (CHUNG et al., 2006;
MONKS et al., 1992; SILVA et al., 2003).

A fim de retardar o processo de oxidag¢do da hidroquinona, e assim, evitar a formagao
da benzoquinona, antioxidantes como bissulfito de sddio e acido ascorbico geralmente sdo

usados para preservar a estabilidade quimica da formulag¢do farmacéutica (BORGES et al.,
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2018). Além disso, ¢ essencial que a embalagem evite a exposi¢ao do produto ao ar e a luz
(GAO et al, 2008).

Em relacdo a concentracao dos produtos, o uso topico da hidroquinona de 2 a 4 % tem
sido usado com sucesso em tratamento de melasmas e outras doengas do mesmo seguimento
(GAOQO et al., 2008). No entanto, devido seus aspectos toxicoldgicos, muitos dos estudos citados
descrevem as consequéncias recorrentes do uso prolongado da substancia (HUIYING et al.,
2017). A Organiza¢do Mundial de Saude (OMS) reporta que cremes contendo a partir de 5 %
de hidroquinona ndo sdo recomendados, pois j& podem causar reagdes adversas
(MATSUMOTO et al., 2016).

Os efeitos do uso continuo e prolongado da hidroquinona podem ser agudos ou crénicos,
e podem se manifestar como dermatites, descoloracdo das unhas, processos inflamatorios e
algumas condicdes mais severas como a ocronose exdgena, dermatose caracterizada pelo
aparecimento de machas azuladas, e a persistente descoloragcdo chamada de leucoderma (GAO
etal., 2008; HUIYING et al.,, 2017; ORTTONE & PASSERON, 2005; RIBAS et al., 2010). E
ainda, o composto pode servir como gatilho para outras reagdes quimicas com potencial efeito
toxicologico, portanto, de grande risco a saude (MONKS ef al., 1992).

Além disso, em virtude de suas caracteristicas toxicoldgicas e sua baixa degradabilidade
em meio ambiente, quinonas, assim como demais compostos fendlicos, sdo consideradas
poluentes ambientais pelo USEPA (United States Environmental Protection Agency) (BIAN et
al., 2019; NAIK & SWANY, 2017; PEREIRA et al., 2014). Por ser extensivamente usada em
medicamentos de uso topico, efluentes podem ser danosos para humanos e seu meio ambiente

(THEOPHILE et al., 2013).

1.4 LEGISLACAO

A comercializacdo da hidroquinona ¢ permitida apenas com prescricio médica. A
Unido Europeia que usualmente tolerava um maximo de concentragdo de 2 %, no ano de 2002,
proibiu a comercializacdo da substincia e a substituiu por outros principios ativos similares
(THEOPHILE et al., 2013). A hidroquinona também aparece na lista de ingredientes proibidos
em cosméticos no Canada desde 2008. No Reino Unido e Japdo seu uso ¢ completamente
banido (MATSUMOTO et al., 2016; USA, 2009; ZHANG & ZHENG, 2017). Nos Estados
Unidos, a FDA ainda permite o uso de medicamentos contendo até 2% da substancia (USA

2009; SCHWARTZ et al., 2019).
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No Brasil, o controle ¢ feito pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria)
e 0 uso da hidroquinona em cosméticos com até 2 % de concentragdo era permitido até 2016,
ano em que ¢ citada na RDC (Resolugdo de Diretoria Colegiada) 83/2016, que lista as
substancias que nao podem ser utilizadas em produtos de higiene pessoal, cosméticos e
perfumes. Atualmente, em medicamentos especificados como desmelanizantes
comercializados na forma de gel e creme dermatoldgico, a hidroquinona ¢ permitida na
concentracdo maxima de 4 % (BRASIL, 2012a; BRASIL, 2016).

Em relagao ao produto de oxidacao, a benzoquinona, uma vez que nao ¢ utilizada como
principio ativo de fdrmacos, at¢ o momento ndo foram encontradas normas técnicas e/ou
comunicados oficiais das agéncias reguladoras sobre o nivel maximo de concentra¢io permitida

da substancia.

1.5 METODOLOGIAS DE DOSEAMENTO E CONTROLE DE QUALIDADE

A preocupagdo publica com os riscos de compostos quimicos usados em cosméticos e
farmacos cresceu exponencialmente na tltima década. E a seguranga desses principios ativos
tem atraido muita atencdo a comunidade cientifica (ESTEKI et al., 2016; GAO & LEGIDO-
QUIGLEY, 2011). Assim, tendo em vista os potenciais efeitos toxicoldgicos associados ao
consumo demasiado da hidroquinona, o doseamento da substancia em medicamentos
disponiveis no mercado ¢ de grande importancia para a prote¢do do consumidor (LIN ef al.,
2005).

A metodologia oficial de doseamento da hidroquinona indicada pela Farmacopeia
Brasileira, descrita pela ANVISA, e pela Farmacopeia Americana (USP, do inglé€s United States
Pharmacopeia) € a titulagdo com sulfato de cério (IV) em meio de 4cido sulfurico (BRASIL,
2019; USA, 2012). Outros métodos alternativos de doseamento da hidroquinona sdo propostos
e envolvem uso de técnicas diversas, como espectrofotometria UV-VIS (CALACA et al., 2011;
PANKTI et al., 2013), HPLC (GALYMANY-ROVIRA et al., 2016; GAO & LEGIDO-
QUIGLEY, 2011; RAJKUMAR et al., 2019; SIDDIQUE et al., 2012,), quimioluminescéncia
(MO et al., 2018), métodos eletroanaliticos (BIAN et al., 2019; CUNHA et al., 2013;
HUIYING et al., 2017), e eletroforese capilar (DESIDERIO et al., 2000; LIN et al, 2007;
SAKODINSKAYA et al., 1992).

Aliado a concentragdo, outro indicador de qualidade do produto ¢ a estabilidade quimica

da hidroquinona, visto que a substancia ¢ facilmente oxidada. Para a benzoquinona, produto de
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degradagdo, ndo ha uma metodologia oficial de doseamento descrita por 6rgdos de vigilancia
responsaveis. Contudo, diversos métodos para a determinagdo da mesma, em matrizes diversas,
também sdo encontrados na literatura.

Por exemplo, ha registros da determinagdo de benzoquinona, associado a outros analitos
com estrutura semelhante, em agua e residuos de tratamentos de efluentes de refinarias por
HPLC e GC (ANDRADE et al., 2006; BIELICKA-DASZKIEWICK et al., 2012; ZAIDAN et
al., 2013), em biomassa lignoceluldsica por HPLC (STAGGE et al., 2015) e em mix de padrdes
fenolicos por GC (MOLNAR-PIER et al., 1995).

No entanto, todos os estudos supracitados ndo avaliam e n3o dimensionam a
possibilidade da conversao da hidroquinona em benzoquinona em formulag¢des farmacéuticas
cujo principio ativo seja a hidroquinona. Neste contexto, o presente trabalho teve como foco o
desenvolvimento de uma metodologia analitica precisa, eficiente e confidvel, direcionada nao
apenas para a determinagao quantitativa da hidroquinona, bem como para a verificagao de sua
estabilidade quimica no produto final.

Em suma, a meta do trabalho foi a determinagdo da quantidade nominal de hidroquinona
e a verificagdo da presen¢a do produto de oxidacdo, a benzoquinona, em formulagdes
farmaceéuticas. Dessa forma, inumeros testes mediados por técnicas analiticas variadas, foram
realizados com a finalidade de selecionar uma metodologia que considera o comportamento do

analito e de seu produto de degradagdo, frente as modificagdes no meio reacional.

1.6 TECNICAS ANALITICAS

Para o desenvolvimento desse trabalho, diversas abordagens foram adotadas para
melhor descrever o sistema em questdo e alcancar a meta estipulada. Foram realizados
experimentos utilizando a eletroforese capilar e alguns métodos eletroanaliticos, sdo estes,
voltametria ciclica e cronoamperometria. Além destas, demais ensaios pertinentes foram
mediados por técnicas espectroscopicas como a absorcao ultravioleta (UV), absor¢cdo por

infravermelho (IV), espalhamento Raman a e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).

1.6.1 Eletroforese capilar

A eletroforese capilar (CE, do inglés Capillary Electrophoresis) ¢ uma técnica de

separac¢do baseada na migragdo diferenciada de compostos neutros, ions solvatados ou espécies
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ionizaveis, pela aplicacdo de um campo elétrico em meio liquido condutor contido em um tubo
capilar (BAKER, 1995; OLIVEIRA et al., 2012). Em CE, varios modos de separagdo com
mecanismos distintos e seletividade caracteristica sao possiveis (TAVARES, 1996).

Desde de sua introdugao, em 1981, a CE evolui e vem ganhando cada vez mais atengao
na comunidade cientifica. Atualmente, desempenha um papel fundamental na Quimica
Analitica, e se aplica desde a determinagdo de pequenos ions inorganicos até a caracterizacao
de biomoléculas complexas de alto peso molecular. O campo de pesquisa em CE permanece
muito ativo, como indica o fluxo constante e significativo de relatdrios cientificos sobre a teoria
(SPUDEIT et al., 2012; VOETEN et al., 2018).

Com relagdo a seu desempenho, além de ser altamente seletiva e eficiente, quando
comparada aos demais métodos de separacdo como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) (HPLC, do inglés High Performance Liquid Chromatography) e a Cromatografia
Gasosa (CG) (GC, do inglés Gas Chromatography), a CE apresenta vantagens como
versatilidade, curto tempo de andlise e uso de pouco ou nenhum solvente organico, importante
dentro dos principios atuais que descrevem a Quimica Verde (PRADO, 2003; SPUDEIT et al.,
2012; VAZ et al., 2012).

Outro aspecto importante e diferencial da CE ¢ a simplicidade da instrumentacdo. O
sistema consiste basicamente de uma fonte de alta tensdo, em geral operada a voltagem
constante e/ou corrente constante com valores tipicos de 0-50 kV e 0-200 pA. Além de tubos
capilares, eletrodos, um sistema de injecdo (como o sistema hidrodinamico, utilizado neste

trabalho) e um detector apropriado (Figura 3) (SPUDEIT et al, 2012; TAVARES, 1996).

Figura 3 - Representacdo de um equipamento de eletroforese capilar.

Tempo (min)

Onde, R; e R, sdo reservatorios, €; € €3, eletrodos. F
identifica a fonte de alta ten¢do, D, o detector, C, o
computador para obtengdo dos dados e EOF
representa o fluxo eletroosmotico.

Fonte: Spudeit (2012).
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A fonte de alta tensao ¢ conectada através dos eletrodos, geralmente de platina, aos dois
reservatorios que contém o eletrélito adequado. A fonte é usada para estabelecer um campo
elétrico ao longo do capilar, cujas extremidades permanecem imersas nos reservatorios. Os
capilares sdo entdo preenchidos com o eletrélito e servem como um canal de migragdo. Para
minimizar efeitos térmicos, o capilar ¢ mantido a temperatura constante (SPUDEIT et al., 2012;
TAVARES, 1996).

Usado amplamente em CE, o tubo capilar de silica fundida permite a interagdo entre os
solutos e os grupos silanois (Si-OH) que compde a superficie interna do capilar (SPUDEIT, et
al., 2012). Quando uma solucdo contendo ions € usada para preencher o capilar, a superficie
interna adquire carga. Os grupos silanois sdo ionizados e geram os silanoatos negativamente
carregados (Si-O"), se utilizado uma solugdo com pH maior que 3. Para facilitar essa ionizacao,
uma solugdo fortemente basica ¢ usada para condicionar o capilar, antes do preenchimento com
o eletrolito de trabalho (BAKER, 1995; TAVARES, 1996).

Os grupos negativamente carregados, atraem os cations solvatados do eletrdlito, desse
modo, surge uma distribuicdo nao-homogénea de cargas na solucdo em proximidade a
superficie interna do capilar, chamada de dupla camada elétrica. Quando um campo elétrico ¢
aplicado tangencialmente ao sistema, a camada de cations ¢ atraida em direcdo ao polo
carregado negativamente, o catodo. Uma vez que estdo solvatados, carreiam a solugdo gerando
um movimento unilateral de cargas, chamado de fluxo eletroosmético (EOF, do inglés
Electroosmotic Flow) (BAKER, 1995; SPUDEIT et al., 2012; TAVARES, 1996).

Com relag@o ao analito principal do presente trabalho, sdo encontrados na literatura trés
publicacdes que exploram a CE e suas vertentes para determinacdo de hidroquinona em
formulacdes farmacéuticas, quando associada a outros principios ativos. Lin e colaboradores
(2007) e Sakodinskaya e colaboradores (1992) desenvolveram métodos de doseamento por
Cromatografia Eletrocinética Micelar Capilar (MEKC, do inglés Micellar Electrokinect
Capillary Chromatography).

A técnica ¢é baseada na adi¢ao de surfactantes acima da concentra¢ao micelar critica a
solucdo que compde o eletrdlito. Nesse sistema, os surfactantes formam fases pseudo-
estacionarias, conhecidas como micelas, que interagem com o analito e viabilizam a separagao
de compostos neutros (HANCU et al., 2013; RIZVI et al., 2011).

Lin utiliza como eletrélito, uma solucdo contendo 20 mmolL! de tampao fosfato (pH 6,5)
e 100 mmolL™"! de dodecil sulfato de sodio, ou lauril sulfato de sédio (SDS, do inglés sodium

dodecyl sulfate) com detec¢ao UV em 200 nm. Sakodinskaya, por sua vez, usa como eletrolito
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uma solucdo contendo 10 mmolL! de tampdo borato (pH 9,5) e 75 mmolL"! de SDS com
deteccdo UV em 254 nm. Os autores analisam cremes dermatoldgicos, e conseguem separar a
hidroquinona das demais espécies e quantifica-las, com tempo total de analise (TAT) de 7 e 10
minutos respectivamente.

Desiderio e colaboradores (2000) fazem uso da eletrocromatografia capilar (CEC, do
inglés Capillary Electrochromatography), para determinar hidroquinona e alguns derivados. A
CEC é baseada na utilizagio de capilares preenchidos com fases estacionarias. E descrita como
uma técnica hibrida da CE e da HPLC, por combinar mecanismos de separagao envolvidos em
ambas técnicas (SEGATO et al., 2009).

Desiderio utiliza um capilar de silica fundida preenchido com uma fase estacionaria de
octadecil silica e como eletrélito uma solugdo contendo 20 mmolL ! de acetato de aménio (pH
6) e acetonitrila (50-70 %). O método também ¢ eficaz na separagdo e quantificacdo da
hidroquinona com um TAT de 6 minutos.

Destaca-se, que as publicagdes citadas sdo bem sucedidos na separagdo e quantificagao
de hidroquinona em produtos do ramo dermatoldgicos, porém, ndo desenvolvem uma avaliagdo
aprofundada da estabilidade estrutural do analito e assim, ndo contabilizam a benzoquinona,
como foi proposto neste trabalho.

Além disso, foi proposto inicialmente neste presente trabalho o uso da eletroforese capilar
de zona (CZE, do inglés Capillary Zone Electrophoresis). Visto que, entre os modos de
eletroforese capilar disponiveis, a CZE ¢, quando possivel, a mais utilizada na pratica devido
sua facilidade de implementacdo e otimizagao das condi¢des experimentais (TAVARES, 1997).

Em CZE, a amostra ¢ injetada no capilar preenchido com uma solucao tampao, quando
uma voltagem € aplicada os solutos migram em zonas em dire¢do ao detector e sdo separados
pela diferenca na taxa de migragdo, que ¢ dependente de suas mobilidades, caracteristica
intrinseca a eles. Portanto, para que a separagdo seja possivel, os analitos devem estar em

solucdo na forma de cations ou anions (BAKER, 1995).

1.6.2 Espectroscopia

As técnicas espectroscopicas sdo baseadas na interagdo da radiagdo eletromagnética
com a matéria e desse modo, permitem a obtencao de informagdes sobre as fungdes quimicas e
a estrutura molecular do analito. Por suas propriedades, ¢ amplamente utilizada na identificagao

e caracterizacao de substancias (SALA, 2008; SMITH & DENT, 2005).
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A espectroscopia ¢ dividida em duas grandes classes, sdo estas, as técnicas que
envolvem transferéncias de energia e as técnicas que ndo envolvem transferéncia de energia.
No primeiro caso, em que se encontram as técnicas de absor¢do utilizadas neste presente
trabalho, a energia ¢ transferida entre um foton de radiagdo eletromagnética e o analito,
promovendo-o a um estado de mais alta energia, ou excitado.

Cada técnica espectroscopica esta associada a um tipo de transferéncia energética e a
uma regido especifica do espectro eletromagnético. As técnicas exploradas neste presente

trabalho e suas caracteristicas estao listadas a seguir (Tabela 1) (HARVEY, 2000).

Tabela 1 - Técnicas espectroscopicas explicitadas de acordo com a regido correspondente do

espectro eletromagnético.

Tipo de transferéncia Regido do espectro

Técnica Espectroscopica

energética eletromagnético
UV-VIS Absorcao UV-VIS

Absorc¢ao Infravermelho

Absorgao Infravermelho
Espalhamento Raman
Radiofrequéncia Ressonancia Magnética Nuclear

Fonte: Adaptado de Harvey (2000).

Na espectroscopia de absor¢do, um feixe de radiag@o eletromagnética passa através de
uma amostra. Nesse momento, grande parte da radiagao ¢ transmitida sem perda de intensidade,
entretanto, em frequéncias selecionadas a intensidade da radiagdo ¢ atenuada. Esse processo de
atenuagao ¢ chamado de absor¢cao (HARRIS, 2010; HARVEY, 2000).

Em relagdo a instrumentagdo, os sistemas consistem basicamente de componentes
comuns. Uma fonte de energia, um dispositivo que seleciona a faixa de comprimento de onda
que deve interagir com o analito, um detector e um processador do sinal (Diagrama 1)

(HARVEY, 2000).
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Diagrama 1 - Representagdo simplificada do processo de absor¢édo de radiagdo

eletromagnética.
Seletor de
Fonte de ) Po P
- _—> comprimento ——>| Amostra |——>| Detector
radiagdo de onda

Onde P, ¢ a radiagfo incidente e P a radiagdo transmitida apos interagir com o analito.
Fonte: Adaptado de Harris (2010).

Dois requisitos gerais devem ser atendidos para que o analito seja capaz de absorver a
frequéncia da radiagdo eletromagnética fornecida pela fonte. Primeiramente, deve haver um
mecanismo pelo qual o campo elétrico ou campo magnético, componentes da radiagdo
eletromagnética, interaja com o analito. Cada uma das técnicas aqui citadas é decorrente de um
fenomeno molecular distinto (Figura 4). Em segundo lugar, a energia da radia¢do deve ser
exatamente igual a diferenga (AE) entre dois estados de energia quantizados do analito

(HARVEY, 2000).

Figura 4 - Espectro eletromagnético com representagdes dos fendmenos associados as

técnicas espectroscopicas.
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Fonte: Adaptado de Harris (2010).
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A absor¢ao na regido do ultravioleta e visivel (UV-VIS) corresponde a uma excitagdo
dos elétrons de valéncia do analito. Quando uma molécula ou ion absorve essa radiagdo, sofre
uma alteracdo na sua configuragdo eletronica em que os elétrons migram para orbitais
moleculares desocupados. Dentre essas transi¢des, destacam-se as que envolvem os orbitais do
tipo 7, visto que estdo relacionadas a grupos funcionais caracteristicos de compostos organicos.
Essas ligacdes e grupos funcionais que ddo origem a absor¢ao da radiagdo UV-VIS sao
chamados de cromo6foros (HARVEY, 2000).

Em geral, a absor¢ao UV-VIS ¢ baseada na medida de transmitancia (T) ou absorvancia
(A) de solugdes. Esses valores sdo dependentes da absortividade molar do analito (g),
caracteristica intrinseca das moléculas, do caminho optico (b) e sdo proporcionais a
concentracdo da solucdo (c) conforme a equacdo (1) (HARRIS, 2010; HARVEY, 2000;
SKOOG et al., 2007):

A =log (PF") = —logT = €bc (1)

Neste presente trabalho, a absor¢ao UV foi utilizada como instrumento de detec¢ao para
os experimentos de Eletroforese Capilar, este que ¢ equipado com um dispositivo de arranjo de
diodos (DAD, do inglés Diode Array Detector). O DAD consiste de um circuito linear integrado
de multiplos detectores, ou canais, que permitem registrar o espectro completo de absor¢ao do
analito. Essa ¢ uma ferramenta importante na identificagdo dos compostos (HARRIS, 2010;
RAIMUNDO & PASQUINI, 1997).

A espectroscopia de absor¢do por Infravermelho (IV) (IR, do inglés Infrared)
corresponde a uma mudanga na energia vibracional de uma molécula ou ion poliatdmico
(HARVEY, 2000). Em geral, as frequéncias de vibragdo de um sélido estdo localizadas na faixa
do espectro eletromagnético correspondente a regido da radiacao infravermelha, o fato justifica
a utilizagdo dessa radiagdo em ensaios de caracterizagdo de materiais no estado solido
(RODRIGUES & GALZERANI, 2012).

Tais modificagdes vibracionais sdo caracteristicas de cada tipo de ligacdo presentes em
compostos organicos, por exemplo, ligacdes simples carbono-carbono (C-C) absorvem
radiagdo IV a uma energia mais baixa do que ligagdes duplas (C=C), ou seja, grupos funcionais
apresentam frequéncias distintas de absor¢do. Dessa forma, o IV ¢ uma excelente ferramenta
para identificacdo e elucidacao estrutural de compostos (HARVEY, 2000; PAVIA et al., 2010;
SKOOG et al., 2007).

Outra técnica baseada na modificag¢do vibracional do analito, também explorada nesse

trabalho, ¢ o espalhamento Raman. No espalhamento Raman, a amostra ¢ submetida a um feixe
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de laser de alta poténcia e o espectro ¢ gerado pela medida da radiagdo espalhada em um angulo
de 90° (RODRIGUES & GALZERANI, 2012; SKOOG et al., 2007).

Os espectros gerados em andlises por IV e por Raman se assemelham muito, no entanto,
ha diferencas suficientes entre os tipos de grupos funcionais que sao ativos em cada uma delas,
portanto, sdo consideradas técnicas complementares (SALA 2008; SKOOG et al., 2007). Uma
diferenga importante entre essas técnicas, que se apresenta como uma vantagem do Raman em
relagdo ao IV, ¢ capacidade do Raman de analisar amostras hidratadas, visto que as frequéncias
de vibragdes da dgua nao sao registradas por esse tipo de espectroscopia (SKOOG et al., 2007).

Por fim, a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) (NMR, do inglés Nuclear Magnetic
Resonance) é outra técnica amplamente utilizada para elucidagdo de estrutura molecular,
também explorada neste trabalho. A técnica ¢ baseada na medida de absor¢dao do campo
eletromagnético na regido de radio frequéncia (SKOOG et al., 2007).

Em contraste com as demais técnicas espectroscopicas supracitadas, na RMN, sdo os
nucleos atdmicos que estao envolvidos na absor¢do da radiagdo. O fendmeno ocorre quando os
nucleos alinhados com um campo magnético aplicado sdo induzidos a absorver energia e mudar
a orientagdo do spin (PAVIA et al., 2010; SKOOG et al., 2007).

A técnica oferece informagdes sobre o nimero de atomos magneticamente distintos do
analito. Por exemplo, quando nucleos de hidrogénio (prétons) sdo analisados, € possivel a
determinagdo do niimero de cada um dos diferentes tipos de protons ndo equivalentes, bem
como, a obtencao de informacdes referentes a natureza do ambiente quimico de cada proton.
Nucleos de carbono também sdo amplamente utilizados (PAVIA et al., 2010; SKOOG et al.,
2007).

A combinacdo do RMN com as demais técnicas espectroscopicas abordadas ¢ uma
pratica habitual entre os quimicos e, muitas vezes, ¢ suficiente para determinar a estrutura de
uma molécula desconhecida, ou, no caso deste presente trabalho, verificar a pureza de

compostos ja conhecidos (PAVIA et al., 2010).

1.6.3 Eletroanalitica

A eletroquimica, definida como a ciéncia que descreve interagdes entre quimica e
eletricidade, analisa e descreve as transformacdes da matéria por mudangas de carga eletronica
quando perturbagdes, controladas por dispositivos elétricos, sdo submetidas ao meio. Tais

transformagdes sdo chamadas de rea¢des de oxidagdo-redu¢do (LEFROU et al., 2012). A
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eletroanalitica, ¢ o uso da eletroquimica aplicada a Quimica Analitica, e oferece um acesso
singular a informagdes sobre sistemas quimicos, bioquimicos e fisicos (MONK, 2001;
SCHOLZ, 2002).

Os métodos eletroanaliticos t€m atraido crescente atencao na comunidade cientifica por
suas vantagens sobre outros procedimentos analiticos (SKOOG et al., 2007). Instrumentagao
de baixo custo, resposta rapida, excelente seletividade e alta sensibilidade fazem da
eletroanalitica uma 6tima opgao para o desenvolvimento de metodologias direcionadas a
determinagdo quantitativa de espécies quimicas (BIAN et al., 2019. SKOOG et al.,2007).

A instrumentacgdo necessaria para o desenvolvimento dos experimentos aqui descritos
consiste de uma célula eletrolitica com trés eletrodos, sdo estes, um eletrodo auxiliar, também
chamado de contra eletrodo, um eletrodo de referéncia e um eletrodo de trabalho. Todos estes
imersos em uma solugdo, contendo o analito dissolvido e um eletrolito suporte, € conectados a

um potenciostato (Figura 5) (SCHOLZ, 2002).

Figura 5 - Representacdo de uma célula eletrolitica tipicamente usada em voltametria.

Eletrodo Eletrodo de
Auxiliar trabalho

/ Eletrodo de

referéncia
anl 10 (11 al
|

Barra
magnetica

Fonte: Adaptado de Harvey (2000).

O eletrodo de trabalho ¢ aquele em que ocorre a reacdo de oxidag¢do ou reducdo do
analito, cujo potencial em relacdo ao eletrodo de referéncia varia linearmente com o tempo. O

eletrodo de referéncia, por sua vez, tem um potencial que permanece constante durante o
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experimento. Na célula eletrolitica, a corrente flui entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo
auxiliar (HARRIS, 2010; SKOOG et al., 2005).

Selecionada inicialmente para estudos exploratorios desenvolvidos no presente
trabalho, a voltametria ciclica (VC) (CV, do inglés Cyclic Voltammetry) oferece uma riqueza
de informagdes experimentais sobre sistemas quimicos (SCHOLZ, 2002). A analise dos dados
obtidos através da técnica permite a compreensdo de processos de transferéncia de elétrons,
mecanismo e cinética de reagdes de oxirredu¢ao (ELGRISHI et al., 2018; PACHECO et al.,
2013; SKOOG et al., 2007; WANG, 2006).

Os métodos voltamétricos sdo baseados na medida da corrente gerada em fungdo da
aplicagdo de um potencial. Um grafico corrente versus potencial aplicado ¢ registrado,
conhecido como voltamograma, e fornece informacdes sobre as reagdes que ocorrem na
superficie do eletrodo de trabalho (HARVEY, 2000; SKOOG et al., 2005).

Na voltametria ciclica, inicialmente ¢ aplicado um potencial de onda triangular ao
eletrodo de trabalho. Uma vez aplicado, ¢ registrado no voltamograma um sinal de corrente
catddica entre os tempos to e ti. Em seguida, a corrente diminui, visto que o analito préximo a
a camada adjacente do eletrodo se esgota. Apods ti, o potencial € revertido e, eventualmente, o
produto reduzido inicialmente ¢ oxidado. Essa por¢do do voltamograma gera um sinal de
corrente anodica. Finalmente, a medida que o produto dessa etapa se esgota, a corrente anddica

decai ao seu valor inicial. O ciclo pode ser repetido varias vezes (Figura 6) (HARRIS, 2010).
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Figura 6 - Representacdo grafica do potencial de onda triangular (a) e do voltamograma
ciclico (b).
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corrente anddia, E,. o potencial de corrente catodica, I, € Ia s30 as correntes
onde esses potenciais sdo observados.

Fonte: Adaptado de Harris (2010).

Também utilizada neste trabalho, a cronoamperometria ¢ uma técnica na qual um potencial
constante € aplicado ao eletrodo de trabalho estacionario, inserido na célula eletrolitica sem
agitacio. E registrada a curva da corrente gerada em funcfio do tempo, que expressa a mudanga
no gradiente de concentragdo nas proximidades da superficie do eletrodo (MONK, 2001;
WANG, 2006).

Na cronoamperometria, o transporte de massa se da apenas por difusdo, em contraste
com a amperometria por exemplo, técnica similar que também envolve o transporte por
convecgdo em virtude da utilizacdo de agitagdo durante obten¢do dos dados. (MONK, 2001;
WANG, 2006).

Durante o experimento de croamperometria, o potencial € aplicado inicialmente (E1),
onde nenhuma eletromodifica¢do ocorre, até um segundo potencial (E2), momento em que a
reacdo ¢ completa. A resposta € dada pela curva corrente versus tempo, que registra o rapido
aumento de corrente inicial, e em seguida decresce suavemente a medida que o tempo avanca

(Figura 7) (MONK, 2001; WANG, 2006).
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Figura 7 - Representacgdo grafica da aplicacao de potencial vs tempo (a) e corrente vs tempo

(b).

E leat

0 Tempo 0 ;
empo

® (b)

Fonte: Adaptado de Wang (2006).

Em geral, a cronoamperometria ¢ adequada para a analise rapida de um unico analito,
submetendo-o a reagdo de oxidagdo ou reducdo. Métodos analiticos mediados por
cronoamperometria sdo frequentemente usados para determinagao de parametros instrumentais,
testes de novos eletrodos modificados e estudos exploratérios diversificados (WANG, 2006).
Além disso, ha disponivel na literatura especializada, diversas publicacdes que envolvem a

técnica em analises quimicas e bioquimicas com uma abordagem quantitativa.
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2 OBJETIVO

O objetivo geral deste trabalho ¢ o desenvolvimento de um estudo investigativo sobre
métodos analiticos direcionados para determinagdo de hidroquinona em formulagdes

farmacéuticas.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos deste trabalho sao:

a) desenvolvimento de estudo exploratério, usando diversas ferramentas analiticas,
direcionado para avaliagao da estabilidade quimica da hidroquinona;

b) verificagdo da eventual presenga de benzoquinona em formulagdes
farmaceéuticas cujo principio ativo seja a hidroquinona;

C) desenvolvimento de estudo exploratério direcionado a selecionar a abordagem
analitica adequada para o doseamento;

d) desenvolvimento e otimizacdo de metodologia analitica, pela técnica
selecionada, para determinagdo de hidroquinona em formulacdes farmacéuticas.

e) otimizacao do preparo de amostra;

f) aplicagdo do método desenvolvido na analise de amostras de gel dermatoldgico

contendo hidroquinona adquirido em farmécias locais.
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3 MATERIAIS E METODOS

Nesta se¢do sao descritos todos os materiais utilizados neste trabalho, sdo estes,

reagentes, solugdes € amostras.

3.1 REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes e padrdes utilizados neste trabalho foram de grau analitico e a agua
purificada por deionizacdo (Sistema Milli-Q, Millipores, Bedford, USA). Metanol grau
UV/HPLC e hidroxido sodio P.A (NaOH) foram adquiridos da Dindmica (Diadema, Sao Paulo,
Brasil). Tris(hidroximetil)aminometano (Tris), 4cido acético P.A (CH3COOH), acido fosfoérico
P.A (H3POs), acido boérico P. A. (H3BOs3), dodecil sulfato de sddio, acetonitrila P.A. da Vetec
(Rio de Janeiro, Brasil). Didxido de deutério (D20) e dimetilsulfoxido deuterado (C2D6OS) da
Sigma-Aldrich (Sao Paulo, Brasil).

Padrdes de hidroquinona e benzoquinona (Pharmaceutical Secondary Standard (Certified
Reference Material)) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Sao Paulo, Brasil) exclusivamente
para este trabalho. A solu¢des estoque individuais de hidroquinona 10 mmolL! e de
benzoquinona 10 mmolL™! foram preparadas no dia do uso em solvente adequado para cada
experimento, sdao estes agua deionizada ou solugdo tampao BR ajustado no pH de interesse.

A solugdo tampao BR (Britton-Robinson) de for¢a idnica controlada € preparada a partir
de acido acético (CH3COOH), acido bédrico (H3BO3) e acido fosforico (H3POs) todos na
concentragio de 40 mmolL™! e 4gua qsp (MONGAY & CERDA, 1974). As solugdes, usadas
nos experimentos por eletroforese capilar e eletroanalitica, foram ajustadas em pH 2, 4, 6, 8, 10
e 12 com solugdo de NaOH 1 mmolL .

Os géis dermatologicos contendo hidroquinona a 4 % (m/m), utilizados como amostra neste
trabalho, foram adquiridas em farmécias tradicionais do municipio de Juiz de Fora, Minas
Gerais. As bisnagas contendo o produto foram armazenadas em temperatura ambiente até o
momento da anélise, conforme recomendagao descrita no Formulario Nacional da Farmacopeia

Brasileira (BRASIL, 2012b).
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3.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Nesta se¢ao sao descritos todos os procedimentos experimentais envolvidos no

desenvolvimento deste trabalho.

3.2.1 Eletroforese Capilar

Os experimentos por eletroforese capilar foram realizados em equipamento Agilent
modelo 7100 CE (Palo Alto, Califérnia, EUA) equipado com detector de arranjo de diodos
(DAD) e software de aquisi¢@o e tratamento de dados ChemStation (A.06.01), disponivel no
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Juiz de Fora.

Em todos os experimentos mediados por eletroforese capilar, a temperatura do cartucho
foi mantida a 25 °C e o sistema operado sob polaridade normal com aplicagao de voltagem
constante de +20 kV, e injecao hidrodinamica a 50 mbar por 5 s. Foi utilizado capilar de silica
fundida revestido de poliimida (Polymicro Technologies, Phoenix, EUA) com comprimento
total de 48,5 cm e 40,0 cm de comprimento efetivo, 75 pm de diametro interno e 375 pm de
diametro externo.

As solugdes analisadas, o modo de eletroforese, os parametros de deteccdo e os
eletrolitos (BGE, do inglés Background Electrolyte) utilizados em cada experimento sdo

descritos na Tabela 2.
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Tabela 2 - Descri¢do das condi¢des experimentais dos experimentos por eletroforese capilar.

Modo de CE /
Exp. Analitos BGE
Deteccao
I. Hidroquinona 10 mmolL"!
CZE-UV 30 mmolL! de tampdo
(a) em agua. )
A=287 nm Tris/Fosfato pH 8.
II. Metanol.
20 mmolL! de tampdo
Hidroquinona 2 mmolL!
MEKC-UV Tris/Fosfato pH 8 e 40 mmolL"!
(b) em 10 % (v/v) de metanol e
A=287 nm de SDS em 10 % (v/v) de
agua gsp. .
acetonitrila.
I. Hidroquinona 2 mmolL"! Tampao BR ajustado
CZE-UV S
(c) em agua. individualmente em pH 2, 4, 6, 8,
A= 287 nm
II. Metanol. 10e 12
I. Benzoquinona 2 mmolL! Tampao BR ajustado
CZE-UV o
(d) em agua. individualmente em pH 2, 4, 6, 8,
A= 248 nm
II. Metanol. 10e 12
‘ . 20 mmolL"! de tampéo
MEKC-UV Hidroquinona 5 mmolL"!
Tris/Fosfato pH 7,5 e 40 mmolL"!
(e) A=248 nm e em 10 % (v/v) de metanol e
de SDS em 10 % (v/v) de
287 nm agua gsp.

acetonitrila.

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

modelo DM-22.

Todas as solucdes com ajuste de pH foram verificadas em pHmetro digital Digimed

Ao ser utilizado um novo capilar, este foi submetido a um condicionamento total de 70

min, divido em 30 min de NaOH 1 molL"!, 20 min de 4gua deionizada e 20 min do eletrélito de

trabalho.

No inicio das andlises em cada dia de trabalho, o capilar foi condicionado com solugao

de NaOH 1 molL"! por 15 min, 4gua deionizada por 10 min e eletrélito por 10 min. O

condicionamento entre as analises foi realizado pela passagem de 2 min de NaOH 1 molL!, 2

min de 4gua deionizada e 2 min de eletroélito.
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3.2.2 Espectroscopia de absorcao Ultravioleta

Todos os espectros de absor¢do na regido do ultravioleta (UV) foram obtidos
experimentalmente a partir do sistema de detec¢do por arranjo de diodos inerente ao
equipamento de eletroforese capilar. O espectro tedrico de absor¢do UV da hidroquinona foi
obtido através do banco de dados espectral Bio-Rad Sadtler disponivel no software

KnowlItAll®.

3.2.3 Espectroscopia Raman

Os experimentos foram realizados em Espectrofotometro FT-Raman BRUKER com
radiagdo excitante 1064 nm, modelo RFS-100/S e sofiware de aquisi¢do OPUS, disponivel no
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Juiz de Fora. Para os testes, os produtos

a serem analisados foram transferidos para o porta-amostra adequado sem tratamento prévio.

3.2.4 Espectroscopia de absorcao no Infravermelho

Os experimentos foram realizados em equipamento FT-IR BRUKER modelo ALPHA
MB 102 com acessério ATR (Attenuated Total Reflectance) e software de aquisicao OPUS,
disponivel do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Juiz de Fora. Para os
testes, os padrdes de hidroquinona e benzoquinona em fase solida foram posicionados

adequadamente no equipamento sem tratamento prévio.

3.2.5 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espetros DE RMN 'H e *C em solugio foram obtidos no espectrdmetro BRUKER
AVANCE 1III 500 MHz. Os espectros de RMN 3C em fase sélida foram obtidos no
espectrometro BRUKER AVANCE III HD 300 75 MHz, ambos disponiveis no Departamento
de Quimica da Universidade Federal de Juiz de Fora.

Para todos os testes em solucao foram pesados individualmente 10 mg de hidroquinona
e 10 mg de benzoquinona e ambos solubilizados em 500 pL do solvente de interesse em

temperatura ambiente, sdo estes D20 e DMSO-de.
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Nos testes em fase solida, 20 mg de cada substancia foi misturada com 80 mg silica e
prensada em rotor de zirconia 4 mm mantido a 10 kHz de rota¢do durante o procedimento, o

espectro foi gerado com a obtengao de 4096 scans.

3.2.6 Métodos Eletroanaliticos: Estudos exploratorios

Todos experimentos mediados por técnicas eletroanaliticas foram realizados através de
um potenciostato AUTOLAB modelo 128N e software de aquisi¢ao e tratamento de dados
NOVA 2.1.3, bem como o Microsoft Office Excel 2016 e¢ o Origin 8.0, disponivel no
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Juiz de Fora. Em todas as analises foram
utilizados um eletrodo de trabalho de carbono vitreo, um eletrodo de referéncia Ag/AgClsay €

eletrodo auxiliar de platina.

3.2.6.1 Voltametria ciclica

Os experimentos mediados por voltametria ciclica foram realizados a partir da adig@o
de aliquotas do analito a célula eletrolitica contendo o eletrolito suporte. Em todas anélises, foi
utilizado a solucao tampao BR, preparada de acordo com o descrito na se¢do 3.1. Apds adi¢ao
do analito, a solucdo permaneceu sob agitacao durante cerca de 20 segundos a 550 rpm. Em
seguida, foi iniciada a aplicacio do potencial, em todos, a uma velocidade de 100 mVs™.

Em ensaios com adicao de aliquotas multiplas a célula eletrolitica, a solu¢ao foi mantida
em agitacao por cerca de 20 segundos antes de cada aplicagdo de potencial. J4 em ensaios com
diferentes niveis de pH, uma nova célula eletrolitica foi preparada a cada nivel, e o
procedimento seguiu conforme descrito. As condi¢des experimentais particulares sdo descritas

na Tabela 3.
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Tabela 3 - Condigdes experimentais dos ensaios por voltametria ciclica.

Intervalo Intervalo de
Volume Padrao inicial de otencial no
E H Ali P
Xp. p iquota
eletrélito adicionado potencial sentido
\%) inverso (V)
HO Uma adigao
(a) 24,68,10,12 2mL 0 - de 200 pL -0,7a0,9 0,9 a-0,7
mmol L~
em cada pH
HO Uma adigao
b 2,4,6,8,10 2 mL de 200 uL 0,9a-04 -0,4a09
10 11! "
mmol L~
em cada pH
BO Uma adigao
c 2,4,6,8,10 2 mL de 200 uL -0,4209 0,9a-04
10 1L! "
mmol L~
em cada pH
HQ Uma adicao
(d) 5,5 2 mL 0,9a-04 -0,4a0,9
10 mmol L' de 200 pL
HQ Uma adicao
(e) 5.5 2mL 0a-04 -0,4a0,9
10 mmol L' de 200 uL
Uma adi¢ao
HO de 30 puL de
HQe
10 mmol L™! Q
5,5 5 mL 5 adi¢des 0a-0,4 -0,42a0,9
BQ
e
| |- sucessivas
mmol L~
de 15 puL de
BQ

Fonte: Elaborado pela autora (2020).
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3.2.6.2 Determinag¢do dos coeficientes de difusdo

Os experimentos referentes ao calculo do coeficiente de difusdo de cada analito, sdo
estes, a hidroquinona e a benzoquinona, foram realizadas em duas etapas. Primeiramente, para
determinagdo da area da superficie do eletrodo de trabalho, uma solucdo de ferricianeto de
potassio foi adicionada a célula eletrolitica contendo o eletrolito suporte. Apos agitacao de cerca
de 20 segundos a 550 rpm, foi aplicado um intervalo de potencial em diferentes velocidades de
varredura para registro do voltamograma ciclico.

Em seguida, solugdes aquosas de hidroquinona e benzoquinona foram submetidas ao
mesmo procedimento para determinagdo dos respectivos coeficientes de difusdo. Os parametros

experimentais e demais condigdes das duas etapas sdao descritos na Tabela 4.

Tabela 4 - Parametros experimentais do procedimento para determinacgao dos coeficientes de

difusdo da hidroquinona e da benzoquinona.

Concentracao Eletrolito Velocidades de Potencial
Etapas
do analito suporte varredura aplicado
_ Ferricianeto de 25,50, 75,100,
(a) Determinacao _ KCl
potassio 150, 200, 250 e -02a0,7V
da 4rea do eletrodo 100 mmolL !
1 mmolL™! 300 mVs™!
25,50, 75, 100,
Hidroquinona  Solu¢do tampao
. 150,200,250e -0,7209V
(b) Determinagdo 0,697 umolL! BrpH7
_ 300 mVs'!
coeficiente de
difusio . 25,50, 75, 100,
Benzoquinona  Solucdo tampao
150,200,250e 0,9a-0,7V
0,385 umolL! Br pH 7

300 mVs™!

Fonte: Elaborado pela autora (2020).
3.2.6.3 Cronoamperometria
Uma aliquota de 200 pL de hidroquinona 10 mmolL! preparada em 4gua foi adicionada

a célula eletrolitica contendo 7 mL da solu¢do tampao BR ajustado em pH 5,5. Em seguida,

foram feitas 10 adi¢des sucessivas de 20 pL de benzoquinona 0,01 mmolL™'. Antes de cada



46

leitura, a solu¢do permaneceu em agitagdo por 20 s a 550 rpm. A andlise foi entdo feita pela

aplicagdao de um potencial fixo em — 0,1 V por 20 segundos.

3.2.7. Analises quantitativas

Nos ensaios quantitativos, todos realizados por cronoamperometria, a cada adi¢ao do
analito a célula eletrolitica contendo o eletrdlito suporte, a solugdao foi mantida em agitagao e
em seguida foi submetida a analise. Os parametros otimizados utilizados nesses experimentos

sdo descritos na Tabela 5.

Tabela 5 - Parametros experimentais otimizados para as

analises quantitativas por cronoamperometria.

Potencial aplicado 04V

Tempo de analise 20 s

Tempo de agitacio 20 s a 550 rpm

Eletrolito suporte Solugdo tampao BR pH 5,5

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Nesta etapa, bem como nas etapas subsequentes, também foram utilizados um eletrodo
de trabalho de carbono vitreo, um eletrodo de referéncia Ag/AgClsay e eletrodo auxiliar de

platina. Assim como, os demais instrumentos necessarios descritos na se¢ao 3.2.6.

3.2.8. Parametros de desempenho analitico

Os procedimentos experimentais referentes a obtencao dos dados para determinacao dos

parametros de desempenho analitico sdo descritos a seguir.

3.2.8.1 Seletividade

Inicialmente, 40 mg da matriz do gel dermatoldgico, preparado conforme descrito na
secdo 3.2.10, foi pesado e solubilizado, com auxilio de banho ultrassdnico, em 2 mL do solvente
de extracdo, este sendo a solugdo tampao BR pH 5,5 e 10 % (v/v) de metanol. Apds o

procedimento, uma aliquota de 35 pL foi adicionada a célula eletrolitica contendo 7 mL do
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eletrolito suporte. Em seguida, a solugdo foi submetida a andlise por cronoamperometria a partir
das condigoes otimizadas descritas na se¢ao 3.2.7.

A mesma célula foram adicionadas sucessivamente 5 aliquotas de 20 pL de
hidroquinona 10 mmolL™! previamente solubilizado no eletrélito suporte. A cada nova adigio,

foi seguido o procedimento otimizado descrito na se¢do 3.2.7.

3.2.8.2 Linearidade

Oito aliquotas de 20 pL de hidroquinona 10 mmolL! previamente solubilizada em
tampao BR pH 5,5 foram adicionadas a célula eletrolitica contendo 7 mL do eletrolito suporte
e mantida em agitagdo. A cada nova adi¢do, foi seguido o procedimento de andlise a partir dos

parametros otimizados conforme descrito na se¢ao 3.2.7.

3.2.8.3 Exatidao

Trés réplicas auténticas de 40 mg de amostra do gel dermatoldgico foram pesadas e, a
cada uma delas, foram adicionados respectivamente 200 pL, 400 pL e 600 puL de hidroquinona
10 mmolL"! solubilizado em tampdo BR pH 5,5. Em baldo de 2 mL, o volume foi completado
com o solvente de extragao, e solubilizado com auxilio de banho ultrassonico. As analises foram

realizadas em triplicata conforme procedimento otimizado descrito na se¢ao 3.2.7.

3.2.9 Preparo e analise da amostra

As amostras foram preparadas pela pesagem de 40 mg do gel dermatologico contendo
hidroquinona e solubilizado em 2 mL do solvente de extragdo, com auxilio de banho
ultrassonico. Uma vez otimizado o solvente de extracdo, a solubilizacdo do gel foi feita em
solucao tampao BR ajustado em pH 5,5 e 10% (v/v) de metanol, também com auxilio de banho
ultrassonico. O procedimento foi realizado para o preparo de triplicatas auténticas.

Cada réplica foi analisada também em triplicata. Para isso, trés aliquotas sucessivas de
35 uL da amostra foram adicionadas a célula eletrolitica contendo 7 mL do eletrdlito suporte.
A cada aliquota adicionada, a solugdo foi submetida a analise por cronoamperometria de acordo

com as condi¢des otimizadas descritas na se¢do 3.2.7.



48

3.2.10 Preparo da matriz do gel dermatolégico

Todos os reagentes utilizados nesta etapa foram cedidos pela Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal de Juiz de Fora. A base do gel foi preparada pela dilui¢do de 1,5 % (m/m)
Carbopol 940® em 1,0 % (m/m) de propilenoglicol e dgua deionizada qsp. A mistura foi
mantida em repouso por 24 h para hidratagdo do polimero.

Em seguida, um grama do gel foi pesado e a ele adicionados os excipientes listados na
bula dos géis dermatoldgicos em andlise. Sdo estes, 0,3 % (m/m) de metilparabeno, 1,0 % (m/m)
de matabissulfito de sodio, 0,1 % (m/m) de edetato dissdédico (EDTA) e 0,1 % (m/m) de
trometamol. Com exce¢do do trometamol, que ndo consta no documento, os percentuais
descritos foram baseados no Handbook of Pharmaceutical Excipients (ROWE et al., 2009).

O material preparado foi mantido em temperatura ambiente ao abrigo de luz, conforme

recomendacao descrita no Formulario Nacional da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2012b).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesta sec¢do estdo descritos os resultados e as discussdes pertinentes deste trabalho.

4.1 ELETROFORESE CAPILAR

A fim de selecionar uma técnica analitica adequada para o desenvolvimento de uma
metodologia para o doseamento de hidroquinona em formulagdes farmacéuticas, foi proposto
inicialmente a elaboragdo de testes envolvendo o uso da eletroforese capilar. Dentre os modos
de operagao disponiveis da CE, os primeiros experimentos foram direcionados para verificagao
da possibilidade do uso da eletroforese capilar de zona (CZE), em virtude de suas vantagens
praticas, descritas na se¢ao 1.6.1.

A primeira etapa do desenvolvimento de uma metodologia por CZE ¢ a determinacgao do
pH em que o analito se apresenta na forma carregada, seja cation ou anion. Para isso, sabendo
que o pKa da hidroquinona ¢ 9,96 (PUBCHEM, 2019a), foi construido seu diagrama de
distribuicdo como uma ferramenta tedrica inicial para avaliar o comportamento da espécie
(Diagrama 2).

A fracdo de distribui¢do descreve a composicao de uma solucdo em fun¢do do pH. A
partir do diagrama € possivel prever o quanto de cada forma quimica do equilibrio em estudo
ha em solugdo, essas concentragdes relativas sdo chamadas de coeficiente alfa. A partir da
combinagdo da constante de equilibrio com o balango de massa do mesmo, temos as equacdes
(2) e (3), que representam os coeficientes alfa de cada espécie (HARRIS, 2010; SKOOG et al.,
2005):

107PH

XHQ = To-pH{10-PKa (2)

10—pK{1
"~ 10-PH410-PKa

)
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Diagrama 2 - Distribuicao da hidroquinona ao longo da escala de pH.
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).

A hidroquinona possuiu duas hidroxilas ligadas diretamente ao anel benzénico,
semelhante a estrutura do fenol, com apenas uma hidroxila. Portanto, deve apresentar caracter
acido. Nessas condi¢des, esperava-se que com o aumento da alcalinidade do meio, ocorresse a
formacao de espécies carregadas, sobretudo na proximidade pKa da substancia.

Dessa forma, de acordo com o diagrama de distribuicao elaborado (Diagrama 2), a
partir de pH proximo a 8 poderia ser observada a desprotonagao da molécula. Sendo este o caso,
um possivel método de quantificagdo por CZE poderia ser desenvolvido. Diante deste resultado,
uma analise qualitativa foi realizada por CZE com detec¢do UV com a finalidade de verificar a
viabilidade do uso da técnica.

Para isso, uma vez escolhido o pH, selecionou-se a priori, um eletrolito composto por
solugdo tampao Tris/Fosfato, conforme descrito no item (a) da Tabela 2 encontrada na se¢do
3.2.1. O comprimento de onda utilizado para deteccao foi de 287 nm, previamente determinado
pelo espectro de absor¢ao UV obtido experimentalmente, conforme descrito na secdo 3.2.2

(Figura 8).
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Figura 8 - Espectro de absor¢do ultravioleta da hidroquinona.
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Os demais parametros instrumentais referentes ao CE foram baseados em metodologia
desenvolvida por Lin e colaboradores (2007), também descrito na se¢do 3.2.1. O

eletroferograma resultante € explicitado na (Figura 9).

Figura 9 - Eletroferograma da hidroquinona a 10 mmolL"' por CZE-UV.

73 mAU

Tempo de migragdo (min)

Hidroquinona - --- Metanol

Condigdes experimentais: eletrélito composto por 30 mmoL ! de tampao Tris/Fosfato pH
8, capilar de 48,5 cm de comprimento total (40,0 cm de comprimento efetivo), 75 um de
didmetro interno e 375 um de didmetro externo. Inje¢do hidrodindmica 50 mbar por 5 s,
voltagem 20 kV, temperatura do cartucho 25 °C, detec¢do em 287 nm.

Fonte: Elaborado pela autora (2020).
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Observa-se no eletroferograma gerado o aparecimento do sinal referente a hidroquinona,
confirmado pelo espectro de absor¢do UV associado ao sinal, que apresentou o mesmo perfil
de absorcao ao espectro indicado na figura 10. No entanto, quando comparado seu tempo de
migracao ao tempo de migracao do metanol, nota-se que nao ha diferencas significativas.

O objetivo da andlise de metanol nas mesmas condigdes, foi gerar um eletroferograma
com um sinal que indique o tempo de migragdo do EOF. Visto que o pKa do metanol ¢ 15,3
(PUBCHEM, 2019Db), sabe-se que o mesmo se mantém na forma neutra em toda a faixa de pH
de 0 a 14 e, devido a isso, ¢ amplamente utilizado como marcador de fluxo eletroosmotico
(HANCU et al, 2013).

Compostos carregados tendem a migrar em dire¢do ao eletrodo de carga oposta. Em
contrapartida, espécies neutras ndo sdo influenciadas pelo campo elétrico aplicado, logo, se
movem pelo capilar com a mesma velocidade do fluxo eletroosmoético (BAKER, 1995).
Consequentemente, acredita-se que nessas condi¢des a hidroquinona ainda permanece em sua
forma neutra.

Considerando a possibilidade de a hidroquinona nado estar em ionizada como previsto,
0 mesmo experimento foi realizado por cromatografia eletrocinética micelar capilar (MEKC) a
fim de verificar tal suposicao. Para isso, foi adicionado uma solug@o de dodecil sulfato de s6dio
(SDS) ao eletrolito usado anteriormente, conforme descrito no item b da Tabela 2 encontrada
na secdo 3.2.1. Demais condi¢des experimentais foram mantidas, de acordo com o

procedimento também descrito na secdo 3.2.1. O resultado ¢ mostrado na (Figura 10).
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Figura 10 - Eletroferograma da hidroquinona a 2 mmoL™" em 10 % (v/v) de metanol por

MEKC-UV.
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Condigdes experimentais: eletrélito composto por 20 mmolL! de tampdo Tris/Fosfato
pH 8 ¢ 40 mmolL"! de SDS em 10 % de acetonitrila capilar de 48,5 cm de comprimento
total (40,0 cm de comprimento efetivo), 75 um de didmetro interno e 375 um de
diametro externo. Injecdo hidrodindmica 50 mbar por 5 s, voltagem 20 kV, temperatura
do cartucho 25 °C, detec¢do em 287 nm.

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Diferente do teste realizado por CZE, o uso tensoativos permitiu a verificacdo da
separacao dos sinais da hidroquinona e do EOF, ou seja, a interagdo da hidroquinona com as
micelas promoveu a separagdo. Tal resultado sugere que, de fato, em pH 8 a hidroquinona
permanece em solu¢do na forma neutra. Ou seja, conclui-se que nessas condigdes o uso da CZE
torna-se invidvel, uma vez que ndo foram encontradas espécies carregadas em solucao.

De modo a avaliar o comportamento da hidroquinona de forma abrangente e verificar
a possivel presenga de uma espécie carregada, novos experimentos mediados por CZE foram
realizados em diferentes niveis de pH. Nesse caso, também foi injetado metanol nas mesmas
condi¢des para uma analise comparativa de seus tempos de migragdo, conforme o item (c) da
Tabela 2 encontrada na se¢ao 3.2.1. Demais condi¢des também sdo descritas no item 3.2.1 e os

resultados sumarizados na Figura 11.



Figura 11 - Eletroferogramas da hidroquinona 2 mmoL-! e do metanol em pH 2, 4, 6, 8, 10 e 12 por CZE-UV.
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Condigdes experimentais: eletrolito composto por tampdo BR ajustado ao pH correspondente de cada analise. Capilar de 48,5 cm de comprimento
total (40,0 cm de comprimento efetivo), 75 um de didmetro interno e 375 um de didmetro externo. Inje¢@o hidrodindmica 50 mbar por 5 s. Voltagem:
20 kV. Temperatura: 25 °C. Detec¢do em 287 nm.

Fonte: Elaborado pela autora (2020).
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Observa-se na figura 13 que, exceto o eletroferograma registrado em pH 2, os picos
associados a hidroquinona e ao metanol apresentam o mesmo tempo de migragdo. Como
descrito anteriormente, o metanol percorre o capilar com a mesma velocidade do EOF,
comparativamente, conclui-se que a hidroquinona também migra junto ao EOF, o que a
caracteriza como um composto neutro em todo intervalo de pH estudado.

Além disso, ¢ interessante observar que a medida que o meio se torna mais alcalino,
menor sdo os tempos de migragdo das duas espécies avaliadas. Isto ocorre porque o pH do
eletrolito exerce significativa influéncia sob o EOF (BAKER, 1995).

A velocidade do EOF esté relacionada a constante dielétrica (€) e a viscosidade (1) da
solucdo tampao, ao potencial zeta ({) e ao campo elétrico (E) aplicado ao sistema, conforme a
equagao (4) (BAKER, 1995).

Veor = (¢§/n)E “4)

O potencial zeta, que expressa a magnitude da repulsdo ou atracdo eletrostatica de
cargas, ¢ determinado pela carga na superficie interna do capilar. Como a ionizac¢ao dos grupos
silandis ¢ diretamente dependente do pH, em meio alcalino onde os grupos silandis estdo mais
desprotonados, maior ¢ a magnitude do EOF. Analogamente, em meio acido os grupos silandis
estdo pouco ionizados, portanto menor ¢ a magnitude do EOF (SPUDEIT et al., 2012).

E devido a isso a variagdo nos tempos de migracio das espécies nos diferentes niveis de
pH estudados. Em meio fortemente 4cido, como em pH 2, o EOF ¢ praticamente inexistente,
portanto, nenhuma espécie chega ao detector. A medida que a alcalinidade do meio aumenta,
menores sao os tempos de migracao das espécies, isto ¢ mais um indicativo que a hidroquinona
permanece em sua forma original, uma vez que acompanha a velocidade do EOF.

Desse modo, os resultados explicitados evidenciaram que a espécie a hidroquinona
permanece neutra em toda faixa de pH em estudo. Descartada a possibilidade de espécies
carregadas, acredita-se que o diagrama de distribuicdo construido, apesar do pardmetro
requerido seja a constante de dissociagdo, parece descrever teoricamente a relacdo do pH com
a reacao de oxidacao da hidroquinona a benzoquinona.

Esse comportamento € observado pela modificacao da cor da solugdo de acordo com o
pH (Figura 12). A hidroquinona em solu¢do ¢ incolor e quando oxidada modifica sua coloragao
para amarelo (DRAELOS et al., 2010). Observa-se na imagem, que a partir de pH 8 ja é possivel
observar mudancas na coloragao, indicativo de oxidagdo. Nota-se que a variagdo na coloragao
acompanha o perfil do diagrama de distribui¢do, assim sendo, esta ferramenta foi descartada

como objeto de simulagdo de condi¢des experimentais para CZE.
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Figura 12 - Coloragao das solug¢des de hidroquinona de acordo com varia¢do no pH.

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Diante desses resultados, a fim de monitorar o comportamento da benzoquinona e
compara-lo com a hidroquinona, foram realizados os experimentos qualitativos por CZE nas
mesmas condi¢des anteriores (Figura 14). As condigdes experimentais sdo descritos no item
(d) da Tabela 2 da segdo 3.2.1, o procedimento completo também € e descrito na segdo 3.2.1.
O comprimento de onda selecionado para as andlises foi 248 nm, também determinado
previamente pelo espectro de absor¢do UV obtido experimentalmente, conforme item 3.2.2

(Figura 13).

Figura 13 - Espectro de absorcdo ultravioleta da benzoquinona.
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).



Figura 14 - Eletroferograma da benzoquinona 2 mmoL™' e do metanol em pH 2, 4, 6, 8, 10 e 12 por CZE-UV.
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Condigdes experimentais: eletrolito composto por tampdo BR ajustado ao pH correspondente de cada analise. Capilar de 48,5 cm de comprimento total
(40,0 cm de comprimento efetivo), 75 pm de didmetro interno e 375 um de didmetro externo. Inje¢do hidrodindmica 50 mbar por 5 s. Voltagem: 20

kV. Temperatura: 25 °C. Detecgdo em 248 nm.
Fonte: Elaborado pela autora (2020).
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Observa-se nos eletroferogramas da Figura 16 que a benzoquinona exibe o mesmo
comportamento da hidroquinona frente as modifica¢cdes do meio reacional, ou seja, também
acompanha o tempo de migracdo do EOF, marcado pelo metanol. Esse resultado ja era
esperado, visto que € bem estabelecido que quinonas sao espécies quimicas neutras e sofrem
protonacgdo com dificuldade (SOUSA et al., 2016).

Embora alguns autores descrevam que em pH acima de 11 sdo encontrados mondanions
e até dianions em solu¢ao (MONKS et al., 1992; GAMBOA-VALERO et al, 2016; SOUSA et
al., 2016), o estudo realizado sugere que nao ha espécies carregadas, ou se existirem, nao sao
suficientemente estaveis e/ou ndo estdo em concentracdo suficiente para serem analisadas por
eletroforese capilar.

Por fim, observa-se ainda que a principal diferenca entre os sinais da hidroquinona e da
benzoquinona ¢ a intensidade. Como esperado, quando comparado a hidroquinona, os sinais
registrados para a benzoquinona tém maior magnitude, devido a maior absortividade da espécie.

Os resultados obtidos até o momento mostraram que o desenvolvimento de uma
metodologia simples por CZE ¢ invidvel, uma vez que ndo foram encontradas evidéncias de
espécies carregadas em solucdo. No entanto, ainda na tentativa de utilizar a eletroforese capilar
como ferramenta analitica para o doseamento de hidroquinona, optou-se por dar
prosseguimento aos testes mediados por MEKC e verificar sua viabilidade para tal.

Visto que os testes exploratdrios anteriores indicaram que a partir de pH 8,0 ja ¢
evidenciada a oxidagdo da hidroquinona, optou-se inicialmente por ajustar a solugdo tampao
Tris/Fosfato em pH 7,5. Esse valor de pH foi selecionado a priori considerando ndo s6 a
oxidagdo do analito, bem como o modo operacional da CE, uma vez que em meio acido a
MEKC ¢ dificultada em virtude da baixa magnitude do EOF.

Como forma de acompanhar se de fato ndo estd havendo a oxida¢do neste pH, os
experimentos foram monitorados nos comprimentos de onda de méxima absor¢do das duas
espécies em estudo. Bem como, foram configurados para registrar o espectro de absor¢ao UV
de todos os sinais do eletroferograma.

As condigdes experimentais estdo descritas no item (e) da Tabela 2 da se¢do 3.2.1, o
procedimento completo sdo descritas também no item 3.2.1. Os resultados sdo explicitados na

Figura 15.
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Figura 15 - Eletroferogramas da hidroquinona 5 mmolL! em 10% (v/v) metanol obtidos em

(a) 287 nm e (b) 248 nm.
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Condigdes experimentais: eletrolito composto por 20 mmolL™! de tampdo Tris/fosfato pH 7,5
e 40 mmolL!de SDS em 10 % de acetonitrila, capilar de 48,5 cm de comprimento total (40,0
cm de comprimento efetivo), 75 um de didmetro interno e 375 pm de didmetro externo. Injecdo
hidrodinamica 50 mbar por 5 s, voltagem 20 kV, temperatura do cartucho 25 °C, detecgdo em
287 nm e em 248 nm.

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Primeiramente, foram observados sinais no mesmo tempo de migracdo em ambos
comprimentos de onda selecionados. Resultado que também se mostrou inesperado, visto que
a hidroquinona ndo deveria absorver na regido de 248 nm. Diante de tal resultado, optou-se por
aprofundar os estudos através da analise dos espectros de absor¢do UV referentes aos sinais

citados (Figura 16).
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Figura 16 - Espectros de absor¢ao UV gerados dos experimentos por MEKC e obtidos em (a)

287 nm e (b) 248 nm e espectro tedrico da hidroquinona (em vermelho).
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).

O espectro de absor¢do UV obtido do experimento com detec¢do em 248 nm, em (b),
exibe um perfil caracteristico da benzoquinona. J4 o espectro obtido com detec¢ao em 287 nm,
em (a), exibe um perfil caracteristico da hidroquinona. Contudo, quando comparado ao espectro
teorico (em vermelho), nota-se que hd uma leve contribui¢do inesperada de sinal na regido entre
240 e 260 nm. Esse comportamento ¢ tipo de misturas de compostos. O espectro teérico foi

obtido conforme descrito no item 3.2.2.
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Destaca-se novamente que tal experimento foi realizado apenas utilizando solugdes
padrdo de hidroquinona recém preparadas. Portanto, os resultados do teste em questio sugerem
que hé a conversao de hidroquinona a sua forma oxidada, mesmo em meio ndo fortemente
alcalino.

Perante tal resultado, os espectros de absor¢do UV gerados nas andlises por CZE-UV
em diferentes niveis de pH também foram estudados. O objetivo nesse momento foi avaliar se
a reacdo de oxidacao estd ou nao ocorrendo nas demais condigdes experimentais propostas. E
ainda, foi feita a sobreposicao dos espectros afim de estimar a propor¢cao do desdobramento
entre as espécies através da verificagdo de um possivel ponto isosbéstico.

O ponto isosbéstico ¢ o comprimento de onda em que as absorvancias de todas as
espécies convergem, desse modo, pode-se determinar quantas espécies estdo presentes. Neste
ponto as concentracdes das duas formas seriam iguais. No entanto, ndo foi possivel a

observagao de um ponto isosbéstico no sistema (Figura 17).

Figura 17 - Sobreposicao dos espectros de absor¢do UV da hidroquinona e benzoquinona

obtidos no experimento por CZE-UV com ajuste de pH de 2 a 12.
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).
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Portanto, diante dos resultados de todos os experimentos discutidos nesta sec¢do,
algumas consideragdes importantes foram estabelecidas. Primeiramente, verifica-se a
possibilidade da ocorréncia da reagdo de oxidagdo em solugdo ndo apenas em meio alcalino,
uma vez que os testes indicam uma mistura dos compostos nas condi¢des estudadas.

Embora os resultados obtidos dos experimentos realizados com pH variando de 2 a 12
sugerem que ambas formas quimicas coexistem em equilibrio, independente do pH do meio,
nao foi possivel mensurar a propor¢ao de interconversdo. Se confirmada essa possibilidade,
uma andlise quantitativa em meio liquido deve considerar a presenca simultanea das duas
espécies, qualquer que seja a técnica escolhida.

Em relagdo a essas técnicas analiticas, se concluido que a andlise seja possivel apenas
em meio fortemente acido, o desenvolvimento de uma metodologia por MEKC também ¢
descartado, como comentado anteriormente, nessas condi¢des a analise ¢ dificultada devido a
baixa magnitude do EOF, necessario para o carreamento das micelas.

Por fim, quando considerado os aspectos toxicoldgicos dos compostos, a possibilidade
da presenca da benzoquinona também em meio acido torna-se preocupante, uma vez que estao
associados a espécie os mecanismos de maior toxicidade. Perante tais proposi¢cdes, novos
estudos, envolvendo outras ferramentas analiticas, foram conduzidos com objetivo de
esclarecer os questionamentos apontados.

Uma das possibilidades consideradas, nesse ponto do trabalho, foi o comprometimento
dos padrdes ainda em fase solida. Desse modo, a proxima etapa do trabalho envolveu a
realizacdo de ensaios de caracterizacdo, a fim de descartar a possibilidade de os padrdes
utilizados ndo estarem de acordo com as especificagdes de pureza certificadas.

Até o momento, todos os experimentos foram realizados com uso de solventes. Uma
vez que os resultados sugerem que em solucdo os compostos coexistem em um equilibrio, para
testificar a pureza de tais materiais, optou-se inicialmente pela realizacdo de alguns ensaios de
caracterizacdo em fase solida. Os compostos foram submetidos a andlise por espectroscopia
Raman, espectroscopia de absor¢do na regido do Infravermelho e Ressonancia Magnética

Nuclear.
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4.2 MEDIDAS ESPECTROSCOPICAS

Nessa etapa do trabalho, os padrdes de hidroquinona e benzoquinona foram inicialmente
submetidos a andlise por espectrometria de absor¢ao no infravermelho e por espalhamento
Raman, conforme descrito nas se¢des 3.2.4 ¢ 3.2.3, respectivamente (Figura 18). As atribui¢des

das bandas registradas sdo descritas na Tabela 6.

Figura 18 - Espectros vibracionais de absor¢ao no infravermelho e espalhamento Raman da

(a) hidroquinona e (b) benzoquinona.
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).
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Tabela 6 - Atribui¢do das bandas dos espectros vibracionais de absor¢ao no Infravermelho e
espalhamento Raman.

Hidroquinona Benzoquinona
Atribuicoes das bandas
IR RAMAN IR RAMAN

v(O-H) 3199 - - -
v(C-H) 3027 3066 3052 3054
v(C=0) - - 1662 1683
v(C=C) 1529 1590 1302 1389
d(0-H) 1465 - - -
v(C-0O) 1189 1227 - -
B(C-H) 1094 1168 - -
v(C-H) 825 856 885 781
1(0-H) 606 - - -

B (C=0) - - 422 437

v = deformacao axial; § = deformacdo angular simétrica no plano; 3 = deformagdo angular assimétrica
no plano; y = deformac@o angular fora do plano; T = deformacao angular assimétrica no plano (torgao)
Fonte: Elaborado pela autora (2020).

A principal diferenga estrutural entre espécies em questdo ¢ a presenca de hidroxilas na
hidroquinona e carbonilas na benzoquinona. A espectroscopia ¢ uma ferramenta excelente para
determinar espécies com diferentes grupos funcionais. Quinonas em geral, possuem o0s
grupamentos carbonila em um mesmo anel e absorvem entre 1690 e 1655 cm™!, enquanto que
bandas largas na regido de 3200 cm™! sdo caracteristicas de compostos que contém hidroxila.
(SILVERSTEIN et al., 2007).

Na tabela 7 sdo descritas as atribui¢cdes de algumas das bandas registradas nos espectros.
Nota-se a presenca exclusiva de bandas associadas as vibragdes da carbonila no espectro da
benzoquinona, bem como vibragdes associadas a hidroxila aparecem exclusivamente nos
espectros da hidroquinona.

Além disso, todas as atribui¢des estdo de acordo com os trabalhos desenvolvidos por
Davies e Prichard (1963) e Kubinyi e Keresztury (1997), que descrevem detalhadamente a
estrutura dos compostos em questdo também utilizando as ferramentas espectroscopicas aqui
citadas. Dessa forma, sugere-se que ambos se encontram em sua forma pura.

Para complementar o resultado, os padroes foram submetidos a analise por Ressonancia

Magnética Nuclear °C em fase s6lida, conforme descrito na se¢o 3.2.5 (Figuras 19 e 20).



Figura 19 - Espectro de RMN 3C da hidroquinona em fase solida.
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Figura 20 - Espectro de RMN °C da benzoquinona em fase sélida.
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Os espectros de RMN °C em fase sélida de ambos compostos (Figuras 19 e 20)

também estdo de acordo com o esperado, visto que ndo sdo observadas bandas que indiquem a

presenca de impurezas. Seja por contaminacdo dos prdprios analitos ou quaisquer outras
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substancias. Ou seja, os resultados obtidos por RMN !*C corroboram com os resultados
anteriores.

Isto posto, os resultados de caracterizacao descritos cumpriram o objetivo de investigar
a pureza dos produtos adquiridos para este trabalho, e sugerem que ambos estao de acordo com
a certifica¢do, bem como, nao sofreram alteragdes em suas propriedades durante o manuseio.
Assim, certifica-se que os padrdes podem ser usados para a continuidade do trabalho, sobretudo
considerando sua utilizagdo em uma abordagem quantitativa.

A espectroscopia Raman também foi utilizada para analisar amostras na forma de gel e
a matriz replicada em laboratorio (Figura 21). Destaca-se que as mesmas contém grande parte
de 4gua na composi¢do, assim, a inten¢do do experimento ¢ investigar se a técnica permite
elucidar questdes sobre o equilibrio entre as espécies no meio em que a amostra ¢ mantida.

O procedimento experimental da analise por Raman ¢ descrito na se¢do 3.2.3 e o preparo

da matriz do gel dermatologico, na secdo 3.2.10.

Figura 21 - Andlise comparativa dos espectros Raman da amostra real, da matriz replicada

em laboratorio e dos padrdes das espécies estudadas.
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Condigdes experimentais: poténcia 10 mW para os solidos e 100 mW para os géis,
512 scans com resolugio de 4 cm™'.
Fonte: Elaborado pela autora (2020).
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Observa-se o aparecimento de uma banda pronunciada na regido de 856 cm™! no espectro
da amostra, banda que também esté presente exclusivamente no espectro da hidroquinona. Esse
resultado sugere que de fato contém hidroquinona na amostra, conforme o esperado. Com
relagdo ao equilibrio entre as espécies, ¢ observado um sinal de pequena magnitude em 1620
cm’! no espectro da amostra, que também ¢é encontrado no espectro na benzoquinona, porém o
sinal ¢ comum aos espectros da hidroquinona e da matriz, ainda que em baixa intensidade.

Desse modo, ndo ¢ possivel fazer inferéncias sobre a presenca de benzoquinona na
amostra. Ainda que seja uma ferramenta interessante para analise dos produtos em meio
hidratado e sem tratamento prévio, por ndo ter gerado resultados conclusivos em virtude da
sobreposi¢do de sinais, o uso da técnica para determinar a composicao das solugdes e amostras
foi descartado.

Portanto, optou-se nesse momento pela obtengio de espectros de RMN 'H e 13C em
solugdo, para verificar se nessas condigdes o0 RMN permite o esclarecimento dos indicios de
conversao entre as substancias, e possivelmente determinar a propor¢ao do deslocamento do
equilibrio em questao.

Os demais testes, discutido nas segdes anteriores, foram preferencialmente realizados
em meio aquoso, em virtude do uso de solugdes tampao para ajuste de pH. Sendo assim, visando
a analise comparativa de resultados, ambos foram individualmente solubilizados em D20 e

submetidos a anélise de RMN de 'H e '*C, conforme descrito no item 3.2.5. (Figuras 22 e 23).

Figura 22 - Espectro de RMN 'H e *C da hidroquinona em D-O.
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Figura 23 - Espectro de RMN 'H e *C da benzoquinona em D-0.
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Por serem moléculas simétricas, é esperado no espectro de RMN 'H, um sinal indicando
a presenga dos hidrogénios ligados ao carbono do anel benzénico, e outro sinal associado ao
hidrogénio da hidroxila, no caso da hidroquinona. No espectro de '*C de ambas espécies,
espera-se um sinal referente ao carbono da posi¢ao cuja fungdo quimica esta acoplada, e outro
sinal referente aos demais carbonos do anel.

Os espectros gerados pela analise da benzoquinona (Figura 23) apresentam todos os
sinais esperados apenas para a substancia, e nenhum indicio de contaminantes. Por outro lado,
é observado no espectro de 'H da hidroquinona (Figura 22) apenas o sinal dos hidrogénios
acoplados ao anel benzénico. Uma justificativa para esse resultado ¢ a troca dos hidrogénios da

hidroquinona pelos deutérios do solvente (Figura 24).

Figura 24 - Representacao da reagdo de troca de hidrogénios da hidroxila da hidroquinona

pelos deutérios do D>0O.
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OH oD
Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Devido a essa limitagao, o mesmo experimento foi realizado pelo uso de DMSO-dg

como solvente, conforme descrito na secao 3.2.5 (Figuras 25 e 26).
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Figura 25 - Espectro de RMN 'H e *C da hidroquinona em DMSO-ds.
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Figura 26 - Espectro de RMN 'H e '*C da benzoquinona em DMSO-ds,
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).

O uso de um solvente aprotico, como o DMSO, viabiliza a visualizagao do deslocamento
quimico referente ao hidrogénio da hidroxila no espectro da hidroquinona (Figura 25). Os
espectros da benzoquinona (Figura 26) ndo exibiram modificagdes em relagdo ao experimento
realizado em DO, discutido anteriormente. Porém, em nenhum dos ensaios foi possivel a
observacao de sinais oriundos da reagao de oxidacao da hidroquinona, bem como a reducao da
benzoquinona.

Avaliando tais resultados isoladamente, poderia ser considerado que ambos estejam na
sua forma original, sem ocorréncia da reagdo de oxido-redugdo. Destaca-se que os espectros

supracitados foram submetidos a analise imediatamente apds o preparo das solugdes, na

intencdo de evitar que exposi¢do a luz e outros fatores viesse a comprometer as amostras.
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Posteriormente, ainda com o objetivo de observar a possibilidade de um equilibrio, os
mesmos tubos preparados anteriormente foram novamente submetidos a andlise uma semana
apos o preparo (Figuras 27 e 28). Na ocasido ja era possivel observar a modificagcdo de cor do
tubo contendo a solugao de hidroquinona, seja em D>0O ou em DMSO-de, indicando a oxidagao

do composto.

Figura 27 - Espectro de RMN 'H e '3C da hidroquinona em DMSO-ds apds uma semana do

preparo.
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Figura 28 - Espectro de RMN 'H e '*C da benzoquinona em DMSO-ds apés uma semana do

preparo.
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No caso da hidroquinona, apesar de observar indicio de oxidacdo pela alteragdo na cor
da solugdo, o espectro manteve-se o inalterado. Junior e colaboradores (2007) realizaram um
estudo semelhante direcionado a investigagao de equilibrios quimicos por RMN. O autor
também verificou o equilibrio de uma dicetona pela obten¢do de espectros de RMN 'H e 13C
em CDCls, escolhido para promover o equilibrio. Entretanto, Jinior também relata que ndo foi
possivel a visualizacdo de todos os sinais esperados para o monitoramento do equilibrio no
espectro de RMN 'H.

Destaca-se que, seguindo o experimento referenciado, o estudo poderia ser realizado em
CDClI3 na tentativa de visualizar os sinais de desdobramento, no entanto a hidroquinona nao ¢
soluvel no solvente em questdo. Junior ainda comenta que uma das possibilidades de resposta
para o problema ¢ um equilibrio rapido entre hidroxila, carbonila e hidroxila novamente, rapido
o suficiente para nio ser lido pelo RMN (JUNIOR et al., 2007). No entanto, no experimento
realizado com a hidroquinona e a benzoquinona, nao foi possivel afirmar, até o momento, o
motivo da auséncia dos sinais que indicariam uma reac¢ao de oxidacao.

Em relacdo a benzoquinona, o espectro (Figura 28) exibe um pequeno sinal em 6,54
ppm no espectro de 'H e em 115,75 ppm no espectro de >C. Esses sinais foram associados a
presenca da hidroquinona, pois nota-se que sdo semelhantes aos deslocamentos
correspondentes a mesma (Figura 27). As mesmas observagdes sao feitas nos espectros gerados

em meio de D>O (Figuras 29 e 30).

Figura 29 - Espectro de RMN 'H e '*C da hidroquinona em D>O ap6s uma semana do

preparo.
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Figura 30 - Espectro de RMN 'H e *C da benzoquinona em D>O ap6s uma semana do

preparo.
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Ap6s a realizagdo de todos os testes espectroscopicos supracitados, confirmou-se que
os padroes utilizados estdo de acordo com as especificagdes. Porém, os estudos referentes a
verificacdo da possibilidade de um equilibrio quimico entre as espécies quando em solugao,
apesar de sugererirem alguns indicios positivos, ndo foram conclusivos.

Dessa forma, a proxima etapa do trabalho envolveu a realizacdo de novos testes na
tentativa de estudar o comportamento da hidroquinona e da benzoquinona frente as
modificacdes do meio. E assim, reunir informacdes necessarias para elaboracdo de uma

proposta de quantificagao.

4.3 METODOS ELETROANALITICOS

Nesta etapa do trabalho, foram exploradas algumas técninas eletroanaliticas, que
permitem o aprofundamento dos estudos exploratdrios sobre a reagdo de oxidagao e redugao
dos compostos em questdo, bem como, o estudo de alguns parametros e condigdes
experimentais importantes para as etapas quantitativas. Nesta secdo serdo discutidos os
resultados referentes ao testes experimentais de modo a confirmar e/ou esclarescer as

conclusdes e questionamentos comentados nos topicos anteriores.
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4.3.1 Reversibilidade da reacao

Inicialmente, testes por voltametria ciclica foram desenvolvidos a fim de investigar
experimentalmente a reversibilidade da reacdo de oxidagdo da hidroquinona (Figura 31). As
condi¢des experimentais estdo descritas no item (a) da Tabela 3 inserida da se¢do 3.2.6.1. O

procedimento e demais descri¢des instrumentais também sdo descritas na se¢do 3.2.6.1.

Figura 31 - Voltamogramas ciclicos da hidroquinona em intervalo de pH de 2 a 12.
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Ag/AgClsay € eletrodo auxiliar de platina. Velocidade de varredura 100 mVs™,
Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Define-se reversibilidade quimica, como a reagdo que pode ocorrer em ambas direcdes.
Em eletroquimica, a reversibilidade ¢ um conceito pratico, e alguns pardmetros podem ser
estabelecidos para classificar se uma reacao € reversivel, quase-reversivel, ou irreversivel. Dois
destes, explorados neste presente trabalho e discutidos a seguir (SCHOLZ, 2002).

Uma reagao ¢ dita reversivel quando apresenta um comportamento Nernstiano, ou seja,

o potencial no eletrodo obedece a equacao de Nernst (§5) (SCHOLZ, 2002):
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= go — BT o Cred
E=E nFlog (5

Coxi

Onde, E representa o potencial da célula, E° o potencial padrao, RT/F ¢ uma constante cujo
valor, a 298 K, ¢ aproximadamente 0,0592 V e n € o nimero de elétrons envolvidos. Por ultimo,
Cred € Coxi 30 as concentragdes das espécies reduzidas e oxidadas, respectivamente.

Quando reversivel, a reagdo ocorre em velocidade suficientemente alta para estabelecer
um equilibrio dinamico na interface do eletrodo (PACHECO et al., 2013). A equagao de Nernst
expressa a relagdo entre a concentracao na superficie do eletrodo e o potencial do mesmo. Dessa
forma, ¢ possivel fazer inferéncias sobre a reversibilidade das reagdes em estudo (SCHOLZ,
2002). Em geral, o sinal de corrente, registrado no voltamograma, para uma reagdo reversivel
¢ dado pela equagdo de Randles-Sevcik (6):

i, = (2,69 x 105)n3ACDzvE (6)

Onde i,, € a corrente de pico, n € o numero de elétrons, A a area do eletrodo (cm?), C a
concentragio (mol.cm™), D o coeficiente de difusdo (cm?.s!) e v a velocidade do potencial de
varredura (Vs™1) (WANG, 2006).

De acordo com a equagdo (6), sabe-se que a corrente ¢ diretamente proporcional a
concentracdo das espécies (WANG, 2006). Assim, ao analisar o voltamograma ciclico
registrado, esse parametro pode ser determinado qualitativamente pelo perfil do ciclo. Ou seja,
uma vez que corrente € concentragao sdo proporcionais, se os sinais das correntes catodica e
anddica forem simétricos, este € um indicativo que a reagdo ocorre em ambas as direcdes, logo,
reversiveis.

A posicao dos picos no eixo de potencial também € um parametro relacionado com a
reversibilidade de reagdo. Para uma reagdo reversivel a distancia entre os picos deve obedecer
a equagao (7):

0,0592
AE = Epg — Epe = == (7)

De acordo com a equacao, a distancia no eixo de potencial entre o pico anddico (Epa) €
o pico catodico (Epc) deve ser igual a razdo de 0,0592 sobre o numero de elétrons envolvidos
nessa reacao. Qualitativamente, quando os picos estiverem demasiadamente distantes, sabe-se
que essa condi¢do nao sera atendida. Para processos irreversiveis, ou seja, aqueles com lenta
transferéncia de elétrons, os picos individuais sdo reduzidos em tamanho (assimétricos) e

amplamente separados (WANG, 2006).
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Seguindo as condi¢des de reversibilidade supracitadas, o voltamograma registrado em
pH 10, pKa da hidroquinona, apresenta um perfil simétrico com potenciais de pico préximos.
Logo, atende os dois requisitos de reversibilidade discutidos.

Em contrapartida, em meio acido nota-se que apesar dos voltamogramas exibirem sinais
simétricos, os potenciais de pico sdo distantes. Nesse caso, a diferenca entre os potenciais de
pico ¢ maior do que o estabelecido, portanto, ndo atende a um dos requisitos de reversibilidade.
Ja em pH 12, apesar dos potencias de pico estarem proximos, em virtude do perfil assimétrico
do voltamograma também foi descartada a reversibilidade. Reagdes com esse comportamento
sdo chamadas de quase-reversiveis.

A reversibilidade da reacdo ¢ um fator de grande importancia para o desenvolvimento
deste trabalho. Quando considerado que o objetivo envolve uma abordagem quantitativa das
espécies em questdo, € preciso garantir que nao haja alteragdes na composicao do conteudo
inicial da amostra durante a realizagdo dos testes.

Ao fazer um paralelo com eletroforese capilar, que também faz uso de aplicagdo de
campo elétrico, ainda em maior escala do que a voltametria, os resultados das medidas
eletroanaliticas discutidos sugerem que pode estar havendo conversdo entre as espécies a partir
da aplicagdo desse potencial, seja de hidroquinona a benzoquinona ou no sentido inverso.

E importante destacar ainda que embora ha indicios de quase-reversibilidade de reacio,
no momento da obtencao dos resultados foi observado que apenas alterando a caracteristica da
solugdo, seja de meio acido para basico ou de meio basico para acido, sua coloragdo também
altera. Portanto, conclui-se que a modificagdo do meio reacional de fato altera o equilibrio entre
as espécies.

Nesse ponto, ¢ estabelecida uma importante conclusdo, visto que variagdes no pH
alteram o equilibrio entre as espécies, se considerarmos a possibilidade da coexisténcia de
ambas na amostra, o pH da mesma nao deve ser alterado para se adequar a uma metodologia.

Independente da técnica escolhida, as amostras devem ser preparadas em solugdes
tamponadas com o pH ajustado ao mesmo em que se encontra a amostra, caso contrario, 0s

resultados de quantificacdo obtidos podem nao ser fiéis ao que hé no produto comercializado.

4.3.2 Determinacio dos coeficientes de difusao

Uma caracteristica importante dos experimentos por técnicas eletroanaliticas € o tipo de

transporte de massa envolvido em cada uma destas. Na voltametria ciclica e na
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cronoamperometria, métodos aqui explorados, estd presente o transporte de massa por difusao.
Portanto, o coeficiente de difusdo das espécies em estudo nao podem ser ignorados (BAUR,
2007).

A difusdao ¢ o movimento espontaneo das espécies sob a influéncia do gradiente de
concentragdo. As espécies movem-se da regido de maior a menor concentra¢do, na inten¢ao de
minimizar essa diferenca (WANG, 2006). Devido a isso, sistemas que envolvem transporte de
massa por difusdo, requerem a determinacdo do coeficiente de difusdo dos analitos. O
coeficiente de difusdo (D) € um valor intrinseco que sofre influéncia de fatores como
temperatura, viscosidade, eletrélito e outros (BAUR, 2007).

Em relagdo aos analitos deste presente trabalho, ndo foram encontrados na literatura
seus respectivos valores de coeficiente de difusdo determinados nas mesmas condig¢des
experimentais aqui utilizadas. Portanto, um novo procedimento foi realizado afim de determinar
os coeficientes de difusdo da hidroquinona e benzoquinona.

Para isso, foi determinado inicialmente o valor de area da superficie do eletrodo de
trabalho de carbono vitreo, usado em todos os experimentos eletroanaliticos deste trabalho, a
partir de uma solucao de coeficiente de difusao conhecida. Nesse experimento, uma solugao de
ferricianeto de potéassio foi submetida a analise por voltametria ciclica em velocidades de
varredura distintas, conforme descrito na se¢ao 3.2.6.2.

Os dados resultantes dos voltamogramas permitem a construgdo da curva i, (LA) versus

v12 (Vs™), cujo coeficiente angular pode ser utilizado com os demais parametros conhecidos
para o Ferro (III) na equacdo de Randles-Sevcik. Ao rearranjar a equagdo em termos da area do
eletrodo, temos (WANG, 2006):

i 1

_'p
A_v1/2x

3 1
(2,686.10-5)n2D2C

Ao aplicar os valores conhecidos na equagao, a area do eletrodo encontrada foi igual a
0,060 cm®. De posse desse valor, foi usado novamente a equagdo de Randles-Secvik para
determinagdo do coeficiente de difusdo da hidroquinona e da benzoquinona, cujo valores de
coeficiente angular da curva i, (WA) versus v2 (Vs!) também foram calculados a partir nos
ensaios descritos na se¢do 3.2.6.2.

Apos os calculos acima, os valores de coeficiente de difusdo (D) obtidos foram de 6,95

x 107 cm?s™! para a hidroquinona e 1,54 x 10°% cm?s™! para a benzoquinona.
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De acordo com os valores obtidos, temos que a benzoquinona se difunde cerca de 45%
mais do que a hidroquinona. O fato tem implica¢des na intensidade dos sinais verificados por

voltametria ciclica por exemplo, porém nesse caso nao interferem na interpretagdo dos mesmos.

4.3.3 Relacio entre Potenciais de pico e pH

Outra informagdo extraida dos dados resultantes do estudo por voltametria ciclica em
discussao, ¢ a relacdo entre pH e a facilidade de oxidacdo da hidroquinona ou reducao da
benzoquinona. Ao correlacionar os potenciais de pico anddico, ou seja, os potenciais de
oxidacdo da hidroquinona, e analogamente, os potenciais de redu¢ao da benzoquinona em cada

pH, nota-se a influéncia do meio na reacao (Figura 32).

Figura 32 - Relacdo entre pH e potenciais de pico de oxidacdo da hidroquinona (a) e redugao

da benzoquinona (b).
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Observa-se em (a) que a medida que o meio se torna mais alcalino, menor € o potencial
requerido para que a reagdo de oxidacdo da hidroquinona acontega, portanto, mais facil. Em
geral, esperava-se que em meio alcalino a oxidag¢dao fosse facilitada, tendo em vista que ¢
favoravel para a prevaléncia da benzoquinona.

Em contrapartida, no caso da reagdo de redu¢do da benzoquinona em (b), a curva de
potencial vs pH ndo exibe um comportamento linear quando comparada a hidroquinona. De

modo geral, sugere-se que a reagao inversa sofre menor influéncia do meio reacional.
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Em estudo semelhante realizado por Bian e colaboradores (2019), que também avaliou
a relagdo entre pH e as reagdes em questdo, utilizando voltametria de pulso diferencial, o autor
descreve o mesmo resultado. Pelo teste feito pelo grupo, ¢ observado do mesmo modo a maior
influéncia do pH do meio na reacao de oxidagdo da hidroquinona, em comparagao com a reagao

inversa.

4.3.4. Mecanismo de reacao

Em relagdo ao mecanismo de reacdo, diversos estudos investigam as reagdes de
oxidacao e redugdo de quinonas, ¢ ¢ bem estabelecido que a oxidagao completa da hidroquinona
a benzoquinona em meio aquoso envolve a transferéncia de dois elétrons e dois protons. E assim
como os resultados dos experimentos realizados neste trabalho indicaram, ou autores também
relatam sobre a influéncia do pH no mecanismo de reagdo (NAGARAJA & VENKATESHA,
2018, MONKS et al., 1992; SHIM & PARK, 1997).

Os voltamogramas ciclicos em discussdo, obtidos em valores de pH 2, 4 e 6, exibem

perfis caracteristicos da presenca intermediarios de reagdo (Figura 33).

Figura 33 - Voltamogramas ciclicos da hidroquinona em (a) pH 2, (b) pH 4 e (¢) pH 6.
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Estudos similares realizados por Shim e Park (1996), Nagaraja e Venkatesha (2018),

Hayashi e colaboradores (2011) e Taran (2017), entre outros, também investigam o mecanismo
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da reagdo em estudo. Os autores sugerem que reagao pode ocorrer em mais de uma etapa,

formando um intermediario conhecido como semiquinona (Figura 34).

Figura 34 - Esquema representativo do mecanismo de oxidacao e redugdo de quinonas.
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Fonte: Vollhardt & Schore (2009).

Outras propostas de mecanismo sdo descritas na literatura, alguns autores consideram a
possibilidade da formacao de associagdes entre a hidroquinona e a benzoquinona como parte
do processo de oxidagdo (NAGARAJA & VENKATESHA, 2018). Shim, por sua vez, propde
e estuda a formagao de dimeros. Por fim, demais autores sugerem a formacgao de complexos
chamados de quinindronas (GAMBOA-VALERO et al.,, 2016; TOSSEL, 2009).

Diante dos resultados, e considerando que a reagdo global envolve a transferéncia de
dois elétrons e dois protons, acredita-se que em meio acido as reagdes ocorram em etapas,
conforme representado na figura 36, visto que nessas condicdes a liberagdao de protons, etapa
presente no mecanismo, ¢ dificultada.

Sobre o intermedidrio de reagdo, a semiquinona, sabe-se que caso presente em meio
fisiologico a espécie € associada ao caracter toxicologico dos analitos, uma vez que radicais sdo
propicios para formacdo das chamadas ERO, que podem causar danos celulares, conforme

abordado na sec¢ao 1.3.

4.3.5 Determinacao do conteudo inicial das solucées padrao

Em continuidade aos estudos exploratorios relacionados ao equilibrio entre as espécies,
foram elaborados novos estudos com o objetivo de verificar a conversdo das espécies quando
solubilizadas em agua. Para isso, novos experimentos mediados por voltametria ciclica foram

realizados conforme procedimento descrito no item 3.2.6.1. As condigdes experimentais estao
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listadas nos itens (b) e (c) da tabela 3 na mesma se¢do. Os resultados sdo explicitados na Figura
3S.
Figura 35 - Voltamogramas ciclicos da hidroquinona (a) e benzoquinona (b) em intervalo de

pHde 2 a 10.
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eletrodo auxiliar de platina. Velocidade de varredura 100 mVs'!
Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Este experimento foi elaborado de modo a gerar dados que determinassem o contetdo
inicial da solugdo preparada de cada um dos padrdes em estudo. Uma vez que a hidroquinona
¢ a espécie reduzida do equilibrio, o potencial foi aplicado a essa solu¢do de forma a induzir a
reducdo das espécies presentes no meio. Analogamente, sabendo que a benzoquinona ¢ a
espécie oxidada do equilibrio, o potencial foi aplicado a solu¢do de forma a induzir a oxidagao
da mesma.

Pela andlise dos voltamogramas da figura 37, em (a) poderia ser considerado que a
geracdo de uma corrente catddica indica que a benzoquinona, espécie na forma oxidada, ja esta
presente em solucdo e sofreu uma redug¢do. Em (b) os sinais correspondentes as correntes
anddicas geradas, poderia ser um indicativo da presenca de hidroquinona em solugdo e sofreu
oxidacdo. Assim, poderia ser concluido que ambas espécies estdo presentes na solugdo
preparada a partir dos padrdes individuais na forma sdlida.

No entanto, uma vez determinado os potencias de oxidagdo e reducdo da hidroquinona
considerando o ciclo completo, esta seria uma interpretagao equivocada dos dados. Ao isolar o
voltamograma ciclico obtido no pH 4, por exemplo (Figura 36), o potencial aplicado
inicialmente (0,9 V) no sentido de varredura que fornece o sinal de reducdo, foi maior do que

o potencial estabelecido para a oxidagao, cerca de 0,4 V.
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Figura 36 - Voltamograma ciclico da hidroquinona em pH 4
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Nesse contexto, a corrente catddica gerada corresponde a redugdo do produto formado
da oxidacdo da hidroquinona, originalmente em solucdo, proporcionada pela aplicacdo da
voltagem citada. Ou seja, a benzoquinona reduzida foi gerada em decorréncia do intervalo de
potencial aplicado durante o experimento.

De modo a confirmar essa conclusdo, experimento semelhante foi realizado, porém com
um novo intervalo para aplicagdo do potencial. Para acompanhar exclusivamente a reacao de
reducdo da espécie originalmente em solugdo, um ciclo parcial foi programado pra iniciar em
potencial abaixo de 0,4 V, a fim de garantir que ndo haja formagdo de outra espécie. O
procedimento ¢ descrito na secdo 3.2.6.1 e as condi¢des experimentais listadas nos itens (d) e
(e) da Tabela 3 na mesma secdo. Os resultados sao mostrados na Figura 37.

Nesta etapa, optou-se por avaliar o comportamento da hidroquinona no pH em que a
amostra ¢ mantida. De acordo com a norma técnica descrita pelo Formulario Nacional da
Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2012b), qualquer formulagdo comercializada na forma de
gel aquoso de alta viscosidade deve ser preparada com pH mantido entre 5,0 ¢ 6,0. Assim,

optou-se por ajustar o pH dos experimentos usando a média entre os limites, 5,5.
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Figura 37 -Voltamograma ciclico parcial da hidroquinona em pH 5,5.
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).

A partir da comparagdo dos sinais citados, observa-se que nao ha geragdo de corrente
catodica no ciclo parcial, como acontece quando feito o ciclo completo. Logo, ndo ha em
solucdo uma espécie a ser reduzida. Esse experimento sugere que neste pH ndo ocorre a
oxidag¢do da hidroquinona apds solubilizacdo, ou, a conversao ocorre em um percentual abaixo
do limite de detec¢ao do teste.

A fim de garantir a confiabilidade do resultado descrito, a partir do voltamograma
ciclico parcial da hidroquinona a 66 pmolL™!, foram feitas adi¢des de aliquotas de benzoquinona
na intencao de avaliar se o sinal de redu¢do seria gerado nessas condi¢des. O procedimento ¢
descrito na se¢do 3.2.6.1 e as condi¢des experimentais especificas estdo listadas no item (f) da

Tabela 3 na mesma se¢do. Os dados resultantes sdo mostrados na Figura 38.
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Figura 38 - Voltamogramas ciclicos da hidroquinona com adi¢@o de aliquotas sucessivas de

benzoquinona.
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Dessa forma, foi possivel confirmar que a benzoquinona responde as condigdes
estabelecidas para o experimento. Assim, caso estivesse benzoquinona em concentragdes
significativas na solugdo preparada a partir de cristais de hidroquinona, o sinal de corrente
catodica seria visualizado.

Como comentado anteriormente, outra possibilidade para a auséncia do sinal catddico
seria a baixa concentragdo de benzoquinona no equilibrio, abaixo do limite de detec¢do. A fim
de verificar também essa possibilidade, novo teste foi elaborado. Desta vez mediado por
cronoamperometria, técnica mais sensivel e que permite a aplicagdo de um potencial Unico.
Nesse caso, aplicagdo de um potencial fixo evita a formagao de outras espécies.

A partir da analise inicial de hidroquinona a 28 umolL™! foram adicionadas aliquotas de
benzoquinona a 0,01 molL™!. O procedimento completo ¢ descrito na se¢do 3.2.6.3 e os dados

resultantes sao mostrados na Figura 39.
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Figura 39 - Cronoamperogramas resultantes da adi¢do de aliquotas de benzoquinona a

solucdo de hidroquinona.
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Destaca-se que, ainda que investigada a reacdo de reducdo nesse caso, se parte da
hidroquinona em solucao sofresse oxidacdo, sua concentracdo nominal seria modificada,
mesmo que a presenga de outras espécies ndo interfira na leitura do sinal de oxidagdo, usado
para quantificar a hidroquinona. A preocupagado neste momento ¢ verificar se a solucdo padrao
utilizada para uma analise quantitativa esta adequada para tal.

O resultado do teste descrito mostrado acima (Figura 39) permitiu observar que mesmo
apo6s adigao de algumas aliquotas de benzoquinona, o sinal de reducao nao pode ser observado.
Verifica-se que o aumento de sinal ocorre apenas apds a quinta aliquota de benzoquinona
adicionada, que representa cerca de 0,04 % da concentragdo total de espécies em solugao

(Figura 40).
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Figura 40 - Curva das aliquotas de benzoquinona adicionadas a solu¢ao de hidroquinona
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Diante deste resultado a conversao da hidroquinona em benzoquinona nao ¢ descartada,

como poderia ter sido sugerido pelos voltamogramas ciclicos. Contudo, o percentual de

oxidacdo ndo ¢ significativo, logo, ndo € suficiente para interferir em uma analise quantitativa,

conclusdo decisiva para continuidade do trabalho.

Em relagdo as amostras, ainda que apos submetidas a aplicagdo do potencial de redugao

caracteristico da benzoquinona, nao seja verificado o sinal de corrente correspondente, nao

significa que ndo esteja presente. Porém, se houver ndo ¢ possivel quantifica-la, visto que estara

abaixo do limite de detec¢cdo de quantificacdo, logo, ndo esta presente com uma concentra¢ao

significativa.
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44 CONSIDERACOES GERAIS E ELABORACAO DA PROPOSTA DE
QUANTIFICACAO DA HIDROQUINONA EM FORMULACOES FARMACEUTICAS

Apesar de alguns experimentos realizados se mostrarem inconclusivos, informagdes

fundamentais para elaboragdo de uma proposta de quantificacido foram obtidas através do

estudo exploratorio desenvolvido. Em geral, acredita-se que:

a)

b)

d)

apesar da oxidacdo da hidroquinona ser favorecida em meio alcalino, como
amplamente descrito na literatura e confirmado pelos experimentos, a utilizagdo de
meio &cido ndo garante a presenca de hidroquinona isolada, visto que ha indicios de
equilibrio entre as espécies em toda a faixa de pH estudada desenvolvidos por
eletroforese capilar;

a dependéncia entre a reagdo de oxidacdo e o pH do meio sugere que alteracdes no
pH da amostra durante a analise quantitativa sejam evitados;

embora verificado a conversao entre as espécies em diversas técnicas utilizadas, os
ensaios por técnicas eletroanaliticas sugerem também que mesmo que ocorra a
oxidacdo da hidroquinona, e assim, tal equilibrio ndo seja suficiente para inviabilizar
uma analise quantitativa, devido sua baixa proporcao;

mesmo que ndo seja encontrado sinal de benzoquinona nas amostras, hd a
possibilidade da presenca da substancia, porém em proporcdes indetectaveis que nao
devem prejudicar a confiabilidade dos resultados, bem como ndo deve alterar as

propriedades do medicamento.

Diante das respostas elaboradas para os questionamentos levantados durante o

desenvolvimento do projeto, verifica-se a viabilidade da elaboracdo de uma proposta para a

determinagdo quantitativa de hidroquinona em formulagdes farmacéuticas.

Além disso, o estudo permitiu a reunido de informacdes necessérias para auxiliar na

selecdo da técnica adequada. As técnicas mencionadas neste presente trabalho, consideradas

para uma abordagem quantitativa estao sumarizadas no Fluxograma 1.
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Fluxograma 1. Possiveis abordagens para analise quantitativa de hidroquinona.

Anadlise de
hidroquinona

Possiveis
abordagens

Meio

liquido

Meio
solido

Eletroforese { Técnicas ] Técninas Raman RMN

espectroscopicas

capilar : eletroanaliticas
[ | ]
|
Raman | | RMN uv — '
CZE MEKC Voltametria Amperometria

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Os experimentos realizados em fase solida foram capazes de caracterizar as espécies
isoladamente. A priori, uma metodologia de quantifica¢do envolvendo a espectroscopia Raman
ou absor¢ao no Infravermelho seria adequada, devido a possibilidade de trabalhar com as
espécies puras. Porém, nao existe no mercado medicamentos contendo hidroquinona na forma
de comprimidos ou outros veiculos na forma sélida. Sendo assim, o uso da técnica ¢
inviabilizado, visto que para otimizacao e validagdo do método, padrdo e amostra devem ser
submetidos ao mesmo procedimento de preparo e analise.

Os demais ensaios por espectroscopia Raman em meio hidratado proporcionaram
resultados positivos, porém inconclusivos, e ndo foram enriquecedores no esclarecimento dos
questionamentos levantados. Isto posto, uma abordagem por Raman em fase liquida também
foi descartada.

Os ensaios por Ressonancia Magnética Nuclear em estado solido foram satisfatorios na
elucidagdo das estruturas e pureza das espécies. Porém, quando comparado a espectroscopia

Raman, por exemplo, considerando seu uso em uma possivel metodologia analitica torna-se

IR
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invidvel, em decorréncia da maior dificuldade e do maior tempo requerido para obtencdo dos
espectros, portanto, ndo foi considerada.

Ja os ensaios por RMN em solu¢do, mostraram-se uteis também para investigar o
desdobramento das espécies, embora os resultados obtidos para a hidroquinona nao tenham sido
esclarecedores. Alguns testes usando solvente deuterado com ajuste de pH também foram
elaborados, porém, infelizmente os resultados permaneceram inconclusivos.

A espectroscopia de absor¢ao ultravioleta se mostrou com uma ferramenta auxiliar
fundamental para identificacdo as espécies, sobretudo quando aliada a eletroforese capilar e
suas vertentes. Apesar de ndo ter sido utilizada isoladamente ¢ uma técnica simples que pode
ainda ser explorada futuramente.

Em relagdo a eletroforese capilar, a CZE, mostrou-se invidvel devido a ndo identificagao
de compostos ionizaveis. Ainda na tentativa de utilizar a eletroforese capilar, avaliou-se a
viabilidade do uso da MECK, no entanto, concluido que uma metodologia deve ser elaborada
seguindo o pH da amostra, acido, a técnica ndo se encaixa como adequada nesses parametros,
assim, também foi descartada

Os resultados obtidos por eletroforese mostram ainda uma grande limitacdo devido a
indicacdo do equilibrio, acredita-se que maximizado devido a utilizacdo de altas concentracdes
e altas voltagens. Alguns testes utilizando concentracdo baixa, semelhantes as usadas nos
ensaios eletroanaliticos foram realizados, porém também se mostraram insatisfatorios.

Para utilizacdo da CE, € necessario ainda fazer testes diferenciados, explorando outros
modos de eletroforese, outros métodos de deteccdo e modificando condigdes experimentais e
demais parametros instrumentais. Até o momento, tais experimentos nao foram elaborados,
porém ainda ¢ uma das perspectivas do presente trabalho.

Neste contexto, a abordagem que se apresenta como mais seletiva e favoravel para
quantificagdo ¢ a eletroanalitica. Os experimentos realizados por voltametria ciclica e por
amperometria e cronoamperomentria promoveram resultados conclusivos e esclarecedores, e
ainda, a técnica ndo apresenta restricoes quanto a escolha do meio reacional. Mesmo com a
complexidade da amostra, as limitagdes da anélise foram contornadas.

Dessa forma, deu-se prosseguimento aos experimentos referentes ao desenvolvimento,
otimizagdo e aplicagdo da metodologia analitica para determinagdo de hidroquinona em

formulacdes farmacéuticas.
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4.5 METODOLOGIA ANALITICA PARA DETERMINACAO DE HIDROQUINONA EM
FORMULACOES FARMACEUTICAS POR CRONOAMPEROMETRIA

Escolhida a técnica, a proposta para determinagcdo de hidroquinona em formulagdes
farmacéuticas ¢ o desenvolvimento e otimizagdo de uma metodologia analitica por
cronoamperometria. Os experimentos realizados nesta etapa, bem como a anélise das amostras

sao discutidos nesta secao.

4.5.1 Desenvolvimento e otimizacao

De acordo com conclusodes discutidas anteriormente, todos os experimentos referentes
ao desenvolvimento da metodologia de quantificagdo foram realizados em meio aquoso
tamponado pelo uso de tampao BR ajustado em pH 5.5, visto que ¢ o pH médio em que a
amostra ¢ comercializada.

A andlise de hidroquinona deu-se pela oxidagdo da mesma através da aplicagao de um
potencial fixo de 0,4 V, determinado previamente pelo voltamograma ciclico da substancia em
pH 5.5.

A cada adicdo de uma nova aliquota da solu¢do estoque de hidroquinona a célula
eletrolitica, a solucdo permaneceu sob agitagdao antes da aplicagdo do potencial. Encerrada a
agitagdo, o potencial fixo foi aplicado. O procedimento otimizado foi utilizado em todos os
testes discutidos abaixo e esta descrito na se¢ao 3.2.1.

Visando investigar a viabilidade do método proposto, alguns parametros de desempenho

analitico foram determinados, sdo estes, seletividade, linearidade e exatiddo.

4.5.2 Seletividade

De modo a verificar possivel interferéncia da matriz do método elaborado, um teste de
seletividade foi realizado. “A seletividade de um método instrumental ¢ a capacidade de avaliar,
de forma inequivoca, as substincias em andlise na presenca de componentes que podem
interferir sua determinacao em uma amostra complexa. Se a seletividade nao for assegurada,

linearidade, exatidao e precisdo estardo seriamente comprometidas.” (RIBANI et al., 2004)
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Dessa forma, uma réplica do medicamento na forma de gel contendo apenas os
excipientes foi preparada conforme descrito na secdo 3.2.10. Em seguida, uma aliquota foi
preparada e submetida a analise por cronoamperometria a partir das condi¢des otimizadas.

Posteriormente a analise da matriz isenta de hidroquinona, foram feitas adi¢cdes de
aliquotas da solucdo estoque de hidroquinona, visando uma analise comparativa dos sinais

gerados a partir da analise (Figura 41). O procedimento ¢ descrito na se¢do 3.2.8.1.

Figura 41 - Cronoamperogramas resultantes do teste de seletividade.

10 4 excipientes

| excipientes + 20 pL HQ 10 mmolL"
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Condigdes experimentais: eletrodo de trabalho de carbono vitreo,

eletrodo de referéncia Ag/AgCla € eletrodo auxiliar de platina.
Potencial aplicado 0,4 V.
Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Comparando o resultado obtido para a matriz isenta de analito com os
cronoamperogramas resultantes da adicao da solugdo estoque de hidroquinona, nota-se que nao

ha contribui¢do significativa de sinal da matriz. Portanto, considera-se que o método ¢ seletivo.

4.5.3 Linearidade

A determinagdo quantitativa do analito foi mediada pela constru¢do de uma curva de
calibragdio externa em oito niveis de concentragdo variando de 28,5 a 223,5 pmolL"! com

incrementos de 27,5 pmolL!'. A partir da solugdo estoque de hidroquinona 10 mmolL!
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preparada em tampao BR ajustado no pH de trabalho, foram adicionadas aliquotas de 20 pL
diretamente a célula eletrolitica, conforme descrito na se¢ao 3.2.8.2.
O método dos minimos quadrados foi utilizado para obten¢do da equacao da curva analitica

e do valor do coeficiente de correlagdo (r), conforme listado na Tabela 7.

Tabela 7 -Valores dos coeficientes angular, linear e de correlagdo da curva de calibragdo externa.

Equacao da curva r

Y=0.0079 x — 0.0235 0.9992

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

O coeficiente de correlagdo permite uma estimativa da qualidade da curva analitica
obtida. Quando préximo a 1, o valor indica que o ajuste feito pelo modelo ¢ satisfatorio. A
ANVISA recomenda um coeficiente de correlagdo de 0,99 (BRASIL, 2017; RIBANI et al.,
2004). Considerando os parametros descritos, estima-se que a linearidade do método estd

adequada para aplicagcdo do modelo na quantificacdo de amostras reais.

4.5.4 Exatidao

“A exatiddo representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia” (RIBANI et al., 2004).
Selecionada pra este trabalho, a recuperacao ¢ definida como ““a proporcao da quantidade de
substancia de interesse, presente ou adicionada na por¢do analitica do material teste, que ¢
extraida e passivel de ser quantificada” (RIBANI et al., 2004).

A ANVISA recomenda a realizacdo de ensaios em triplicata para trés niveis de
concentracdo (BRASIL, 2017; RIBANI et al., 2004). Assim, para o ensaio de recuperagdo, a
foram adicionadas aliquotas da solucdo padrao de hidroquinona a trés réplicas de amostra de
modo a obter 1, 2 e 3 mmolL"! de concentragio, respectivamente. As amostras foram entdo
solubilizadas em solvente de extracdo adequado, sendo este o eletrdlito de trabalho em 10%
(v/v) de metanol, e em seguida submetidas a analise por cronoamperometria em triplicata.
conforme descrito no item 3.2.8.3

O percentual de recuperacao (R%) (Tabela 8) foi calculado de acordo com a equacao

(8) (FARIA et al., 2008):
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R(%) = "2 x100 (8)
14

Onde, Ca+p € a concentragdo da amostra fortificada, Ca a concentracdo da amostra e C,
¢ a concentracao do padrao adicionado. A precisao das triplicatas foi estimada pelo desvio
padrao relativo (RSD, do inglés Relative Standard Deviation), dado pela equagao (9):

RSD (%) = 9)

Onde s ¢ o desvio padrdo e X o valor médio das leituras. Em geral, métodos que quantificam

Rilw

compostos em quantidades macro requerem um RSD de 1 a 2% (RIBANI et al., 2004).

Tabela 8 - Valores de R (%) e RSD (%).

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
R (%) 111 91 98
RSD (%) 0.36 0.012 0.29

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

De acordo com a RDC 166/2017 descrita pela ANVISA, recomenda-se que os valores
de recuperacdo estejam proximos a 10 0%, admitindo que a recuperacdo seja precisa. Para
farmacos, recomenda-se que estejam inseridos entre 90 a 110 % (BRASIL, 2017; RIBANI et
al., 2004)

Nota-se que os valores de R (%) encontram-se proximos da faixa recomendada, bem
como, a precisdo de cada réplica também esta abaixo do limite aceitavel. Portanto, considera-

se que exatiddo do método como satisfatoria.

4.5.5 Analise das amostras

Assegurada a viabilidade do método, um medicamento caracterizado como
desmelanizante contendo 4 % (m/m) de hidroquinona comercializado na forma de gel, foi
utilizado como amostra para esse trabalho.

Inicialmente a amostra foi preparada pela solubilizacdo de uma aliquota no eletrélito de
trabalho, sendo este a solucdo tampao Br em pH 5,5, com auxilio de banho ultrassonico. Em
seguida, aliquotas de 35 pL foram adicionadas a célula eletrolitica contendo 7 mL do eletrélito
e submetidas a andlise por cronoamperometria a partir das condi¢cdes otimizadas descritas na

secdo 3.2.7. O procedimento foi realizado em triplicata. O resultado ¢ indicado na Tabela 9.



93

Tabela 9 - Valores referentes ao doseamento da amostra de hidroquinona em gel

dermatoldgico preparada em eletrolito.

Conc. Média HQ
(% m/m)

2,91 %

RSD (%) 2,09 %

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Apesar de mostrar-se uma analise precisa, visto o valor de RSD (%), o valor nominal
determinado, 2,9 % (m/m), encontra-se distante do valor declarado no rétulo 4 % (m/m). A fim
de verificar se o baixo valor encontrado foi em decorréncia de problemas no preparo de amostra,
outra abordagem para o procedimento foi testada.

Baseado em metodologia desenvolvida por Gao (2011) acrescentou-se 10% de metanol
(MeOH) no momento da dilui¢do da amostra. O solvente organico ajuda a promover a completa
dissolucdo do gel, assim, toda hidroquinona contida no produto estara disponivel para analise.
O autor utiliza uma por¢do de 60 % de metanol em seu solvente de extragdo, no entanto, em
virtude do ajuste de pH optou-se pelo uso de um baixo percentual, de modo a nao prejudicar a
manuteng¢ao do pH fixo.

A nova amostra foi entdo solubilizada em solucdo tampao pH 5,5 e 10 % de metanol
(v/v) e analisada em triplicata por cronoamperometria a partir das condi¢cdes otimizadas

descritas na secao 3.2.7. Os resultados sao listados na Tabela 10.

Tabela 10 - Avaliagdo comparativa dos resultados de doseamento de hidroquinona em gel

dermatoldgico em amostras preparadas com e sem metanol.

Teste sem MeOH Teste com MeOH
Conc. Média HQ Conc. Média HQ
291 % 3,81 %
(% m/m) (% m/m)
RSD (%) 2,09 % RSD (%) 0,21 %

Fonte: Elaborado pela autora (2020).
Nota-se que o preparo com pequeno percentual de solvente organico de fato auxiliou na
diluicado do gel, conforme observado também durante a realizacdo dos procedimentos

experimentais, e permitiu uma analise de maior confiabilidade, além de promover um resultado
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de maior precisdo. Assim, optou-se por utilizar tal metodologia de preparo nos experimentos
de quantificagdo. Destaca-se que os ensaios de recuperagdo mencionados no item 4.5.4 também
seguiram o procedimento de preparo otimizado supracitado.

Dando prosseguimento as analises, outras réplicas auténticas foram preparadas de
acordo com o procedimento otimizado e analisadas em triplicata, conforme descrito na se¢ao

3.2.9. Os resultados sdo listados na Tabela 11.

Tabela 11 - Valores de quantificagao da hidroquinona em amostras de gel dermatologico por

procedimento otimizado.

Valores médios

Rep 1 Rep 2 Rep 3 entre réplicas
auténticas
Conc. Média HQ
3,81 % 3,30 % 3,76 % 3,62 %
(% m/m)
RSD (%) 0,21 1,7 2,5 1,47 %

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Em geral, os valores de percentual de hidroquinona encontrados na amostra variam de
3,3 a 3,8 % (m/m), intervalo que se encontra proximo ao declarado no rétulo do produto.

Por fim, uma aliquota da amostra foi novamente preparada e submetida a analise por
cronoamperometria com aplicacdo do potencial de reducdo da benzoquinona, 0,1 V. Este teste
foi elaborado para concluir os estudos sobre a degradagao do principio ativo do medicamento,
e verificar a se ha a presenca ou nao da benzoquinona nas amostras.

O teste foi realizado conforme o procedimento descrito na se¢cdo 3.2.9 apenas com a
alteracao do potencial aplicado. Apds analise da amostra, foi adicionada e analisada ainda uma

aliquota de benzoquinona, a fim de gerar um dado comparativo (Figura 42).
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Figura 42 - Cronoamperograma resultante da redu¢do da amostra de gel dermatolégico

contendo hidroquinona.
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Condigdes experimentais: eletrodo de trabalho de carbono
vitreo, eletrodo de referéncia Ag/AgCl(sat) e eletrodo auxiliar
de platina. Potencial aplicado — 0,1 V.

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Como comentado anteriormente, mesmo que a amostra nao tenha registrado um sinal
de redugdo no cronoamperograma (Figura 42), a presenca de benzoquinona ndo ¢
completamente descartada, porém ndo ¢ quantificavel, visto que se mostra ausente ou abaixo
do limite de detecgao.

Diante dos resultados obtidos, das técnicas descritas neste trabalho acredita-se que a
cronoamperometria ¢ a técnica analitica mais adequada para a determinacdo de hidroquinona,
sobretudo em virtude das consideragdes sobre a degradacao aqui relatadas.

Alguns parametros de desempenho analitico foram verificados com o propodsito de
avaliar a viabilidade do uso do método desenvolvido, assim, em vista dos resultados
quantitativos descritos nesta se¢do, a metodologia mostra-se promissora. Como perspectiva,

pretende-se aprofundar o tratamento estatistico dos dados e validar o método proposto.
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5 CONCLUSAO

Em geral, o trabalho desenvolvido elucidou alguns questionamentos originados durante
sua realizacao, sobretudo sobre a estabilidade do analito. Possibilitou também a elaboracao de
uma proposta de quantificacdo de hidroquinona em amostras comercializadas em mercado
local, seguindo o objetivo de trabalho. Visto que ¢ uma substancia controlada, a proposta do
desenvolvimento de uma metodologia inequivoca capaz de determinar o teor do principio ativo,
bem como sua estabilidade, ¢ justificada.

Ainda que alguns testes nao tenham sido totalmente esclarecedores, pode-se criar um
panorama sobre o comportamento do analito frente algumas modificagdes do meio reacional,
seja na substancia pura certificada ou na amostra, e como este se relaciona com aspectos
toxicologicos do produto.

Durante a realiza¢do do projeto, diversas ferramentas analiticas foram exploradas com
a intenc¢ao nao so de investigar o analito, bem como avaliar a melhor abordagem a ser adotada
para o doseamento eficiente. De acordo com os resultados descritos ao longo do trabalho, as
medidas espectroscopicas auxiliaram no estudo investigativo, iniciado pelo uso das técnicas de
eletromigracao.

Por fim, uma abordagem usando medidas eletroanaliticas foram decisivas na tomada de
decisdo no que se refere a finalizacdo do trabalho. Através da técnica, pode-se concluir que
mesmo que haja benzoquinona na amostra, a concentragdo deve ser indetectavel, ou seja, a
proposta de uma metodologia para quantificacdo de benzoquinona nao € necessaria. Além disso,
ainda que as espécies em questdo se mantenham em equilibrio quando em solucao, isso nao
influencia significativamente na elaboragdo de um procedimento de quantificacao.

Diante dessa conclusdo, a cronoamperometria foi a ferramenta analitica selecionada.
Isto posto, foi possivel desenvolver, otimizar um método de determinagdo de hidroquinona
eficiente, sensivel, seletivo e de facil implementa¢do. E ainda, alguns parametros de
desempenho analitico foram estudados. Os resultados obtidos foram satisfatorios e indicaram a
viabilidade do uso do método.

Foi feito ainda uma otimizacdo do procedimento de preparo de amostra, este que se
mostrou facil, rapido e que pode ser aplicado a outros métodos que fazem uso das demais
técnicas analiticas aqui citadas, entre outras.

Por fim, o trabalho desenvolvido nos dois anos referentes a conclusdo do curso de

Mestrado em Quimica com énfase em Quimica Analitica, proporcionou o treinamento do
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discente em uma plataforma instrumental multidisciplinar. E os resultados e conhecimentos
aqui obtidos poderao ser aplicados a novos trabalhos a serem desenvolvidos dentro do grupo.
Como perspectivas, pretende-se ainda verificar outros parametros estatisticos de
desempenho analitico do método aqui proposto. Bem como, realizar ainda outros testes visando
adequar as técnicas de eletromigracdo, propostas a priori, de modo a viabilizar uma nova
metodologia de doseamento alternativa. Além da publicagdo dos resultados em revistas

especializadas de grande impacto da area.
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