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Resumo

O tabagismo é um fator de risco associado a um grande nimero de doencas crénicas € a alta
mortalidade, tendo impacto ndo s6 na qualidade de vida do individuo como também impacto
econdémico e ambiental. No entanto, desde o final do século XX tém surgido dispositivos como,
por exemplo, os dispositivos de tabaco aquecido e os cigarros eletronicos, que sao publicitados
como oferecendo uma transi¢do mais suave durante o processo de cessacao tabagica em relagéo
as terapéuticas farmacoldgicas e apresentando menos perigos a salde do utilizador em
comparagdo com 0s cigarros convencionais.

Na literatura consultada, verificou-se a inexisténcia de métodos espetroscopicos validados
para a quantificagdo de nicotina em e-liquidos utilizados em cigarros eletronicos. Assim, este
trabalho teve como objetivo desenvolver e validar um método para quantificacdo de nicotina
em misturas para cigarros eletrénicos utilizando espetroscopia de absor¢do no
ultravioleta-visivel e os métodos analiticos do padréo externo e de adicéo de padrao.

A metodologia aplicada envolveu a caracterizacdo espetral de nicotina pura e amostras de
e-liquidos comerciais e o desenvolvimento de métodos variando o solvente e condigdes
espetrais para os dois métodos analiticos e estudando os respetivos parametros de desempenho.

Os resultados obtidos mostraram que o comprimento de onda mais adequado para a analise
seriaa 262,0 nm, maximo de absorcao da segunda banda da nicotina, para o qual a sensibilidade
é maior.

O solvente que mostrou melhor desempenho, tendo em conta todos os parametros do
método analisados, foi uma mistura de propilenoglicol e glicerina vegetal (8 %) em metanol. O
método de adi¢do de padréo apresentou resultados ligeiramente melhores, apontando para que
haja interferéncia da matriz do e-liquidos na anélise. Contudo, este método analitico ndo sera o
mais adequado quando se pretende realizar analises de rotina dada a necessidade de obtencéo
de uma curva de calibracdo para cada amostra. O método de padrdo externo ndo apresenta
diferengas significativas, portanto pode ser sugerido para analises de rotina.

Os resultados das amostras fortificadas permitiram concluir que néo ha perdas significativas
de analito nas anélises, com percentagens de recuperacdo entre 97 e 108 %. Na quantificacdo
de nicotina em misturas para cigarros eletronicos, a concentracéo obtida na analise apresentou
um valor entre 16 e 24 % inferior a indicada no rétulo. Esta discrepancia entre o valor rotulado

e o resultado das analises é consistente com o observado na literatura.

Palavras-chave: nicotina, cigarros eletronicos, e-liquidos, quantificacdo, espetroscopia
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Abstract

Smoking is a risk factor linked to many chronic diseases and a high mortality rate, affecting
the life quality of the individual and having an economic and environmental impact as well.
Since the late 20th century devices such as heated tobacco and electronic cigarettes have been
presented as a smoother transition during the smoking cessation process than pharmacological
therapeutics and as having less harmful effects on the user’s health compared with traditional
cigarettes.

In the bibliographic research, no article nor validated methods were found to quantify
nicotine in e-liquids. Therefore, the main objective of the present experimental work is to
develop and validate a method to quantify nicotine in e-liquids using ultraviolet-visible
absorption spectroscopy and the external standard and standard addition methods.

The methodology comprised spectral characterization of pure nicotine and samples of
commercial e-liquids and development of methods varying solvents and spectral conditions, for
both analytical methods, studying the analytical parameters.

The observed results showed that the most suitable wavelength for the analysis would be
262,0 nm, an absorption peak on the second absorption band on the nicotine spectrum in which
there is greater sensibility.

After analyzing the various methods parameters, the solvent that showed the best
performance was a mixture of propylene glycol and glycerin (8 %) in methanol. In the standard
addition method were observed slightly better results and it indicated that the analysis was
affected by matrix effects. However, this analytical method would not be the most fitting for
routine analysis since it requires a calibration curve for each sample. Since the external standard
method does not show significative differences, it can be suggested for routine analysis.

Spiked samples results demonstrated that there were no significant losses of analyte during
the analysis, with recoveries between 97 and 108 %. In the quantification of nicotine in
e-liquids, the nicotine content was between 16 and 24 % less than what was shown on the label.
This disparity between the labeled nicotine content and the content obtained in the analysis is
also described in the consulted bibliography.

Keywords: nicotine, electronic cigarettes, e-liquids, quantification, spectroscopy
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1. Introducéo

O objetivo deste trabalho € desenvolver e validar um método para quantificacéo de nicotina
em misturas para cigarros eletronicos (ou e-liquidos) utilizando espetroscopia de absor¢do na
regido espetral do ultravioleta-visivel (UV-Vis) e os métodos analiticos do padrao externo e de
adicdo de padrao.

A importancia do tema esté justificada na introdugdo onde se aborda o consumo de tabaco
e terapéuticas de cessacao tabagica e o surgimento dos cigarros eletrénicos como alternativa
menos prejudicial em relacdo aos cigarros convencionais. Abordam-se também os efeitos da
nicotina a nivel sistémico e o resultado da pesquisa bibliografica realizada sobre métodos
analiticos publicados para a quantificacdo da nicotina.

A metodologia desenvolvida no trabalho envolveu a caracterizagdo espetral de nicotina pura
e amostras de e-liquidos comerciais, desenvolvimento de protocolos com variacao do solvente,
para os dois métodos analiticos (padrao externo e adi¢cdo de padrao) e o estudo dos parametros

de desempenho dos métodos.

1.1. Consumo de tabaco e cessacao tabagica

O tabagismo €é considerado um fator de risco que pode resultar ou afetar negativamente um
grande numero de doencas, como por exemplo, doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC),
cancro, Ulcera péptica e doencas cardiovasculares, podendo também afetar o feto durante a
gravidez.!

Segundo a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), o consumo de tabaco resultou em sete
milhdes de mortes mundialmente em 2016. A Comissdo Europeia afirma que tabagismo € o
fator de risco mais evitavel para vérias patologias, que esta associado a seis das oito primeiras
causas de morte a nivel mundial e resulta em 700000 mortes anualmente na Unido Europeia.
Cerca de 50% dos fumadores morrem prematuramente, com uma perda media de 14 anos de
vida.>® Na Europa, tem-se verificado diminui¢do do consumo dos produtos de tabaco nas
Gltimas décadas, no entanto mais de 29% da populagéo europeia é fumadora.>*

Em Portugal, cerca de 1,8 milhdes de pessoas com 15 ou mais anos fumam e, segundo o
Inquérito Nacional de Saude (INS) de 2014, perto de 84% dos fumadores consumem tabaco
diariamente e 45,9% dos fumadores de cigarros fumam entre 11 e 20 cigarros por dia. Em
comparagdo com inquéritos anteriores o numero de ex-fumadores aumentou e a percentagem
de populagdo que nunca fumou e de fumadores regulares diminui. Na Figura 1.1 e 1.2

apresentam-se dados de 2014 referentes ao consumo de tabaco da populagio em estudo no INS.®
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Figura 1.1 — Consumo de tabaco da populagio portuguesa com 15 ou mais anos. Adaptado do INS de 2014.5
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Figura 1.2 — Namero médio de cigarros consumidos diariamente por fumadores portugueses com 15 ou mais
anos. Adaptado do INS de 2014.5

Em 2007 foi aprovado um programa-tipo de atuacdo na cessacdo tabagica em Portugal e,
posteriormente, no Plano Nacional de Saude 2012-2016 o tabagismo foi considerado um
problema de saide prioritario resultando na criacdo do Programa Nacional para Prevencgdo e
Controlo do Tabagismo (PNPCT) em 2012. Os principais focos deste programa sdo: a
prevencdo da iniciacdo do consumo na adolescéncia, protegdo contra a exposicao do fumo de
tabaco e promocéo da cessacdo tabagica, principalmente nas pessoas com menos de 40 anos e
nas mulheres durante a gravidez.®’

No PNPCT definiram-se medidas que favorecessem a prevencéo e controlo do tabagismo
tais como, proibicdo total da publicidade, promocédo e patrocinio dos produtos do tabaco e
aumento dos impostos sobre os mesmos. Pretendia-se também a promocdo da literacia da

populacdo relativamente a prevencao e cessacdo do consumo de tabaco e uniformizacdo do



modo de atuagdo dos profissionais de salde nos centros de salde e nos hospitais publicos
potugueses.®®

Segundo um relatorio publicado pela Comissdo Europeia referente a 2020, 15 % dos
inquiridos fumadores tentaram cessar 0 uso de tabaco nos 12 meses anteriores ao questionario
aumentando esta proporcdo em 18 paises da Unido Europeia em relagdo aos mesmos
questionarios realizados em 2017.3°

Em Portugal estes questionarios foram aplicados a 1061 individuos, dos quais 34 %
afirmaram ja terem tentado parar de fumar pelo menos uma vez. Dentre estes individuos 86 %
cessaram ou tentaram cessar sem recorrer a nenhum tipo de assisténcia, 8 % recorreram a
terapéutica farmacoldgica e 5 % recorreram a assisténcia médica e programas de cessacdo
tabagica. Entre 1 e 2 % dos questionados tentaram cessar 0 consumo de tabaco recorrendo a
produtos de tabaco aquecido e a cigarros eletronicos.®

A intervencdo clinica para auxilio da cessacdo tabagica tem por base a avaliagdo do
consumo e a motivacdo do individuo para parar de fumar. Uma intervencdo de curta duracdo
pode ser realizada por todos os profissionais de salde, nomeadamente por farmacéuticos, uma
vez que muitas vezes é nas farmacias comunitarias onde ha o primeiro contacto com o individuo
que pretende parar de fumar. Pode também ser realizada uma intervencdo mais intensiva,
praticada em consulta médica, ao longo de varios meses, em que o0 utente é principalmente

seguido por médicos e enfermeiros.’

1.1.1. Terapéutica farmacoldgica na cessacdo tabagica

Os individuos que pretendam deixar de fumar podem ser encorajados a recorrer a
terapéutica farmacoldgica, uma vez que a taxa de sucesso aumenta significativamente em
comparacdo com os fumadores que param de fumar sem recorrer a terapéutica. Segundo a
Direcdo-Geral da Saude (DGS), a terapéutica farmacologica deve ser indicada caso o utente
fume nos primeiros 30 minutos apos acordar, fume mais de 10 cigarros por dia ou se tiver
historico de sintomas de abstinéncia em tentativas anteriores.”

O Algoritmo do Tratamento Farmacoldgico do Tabagismo da DGS apresenta como sendo
uma das opc¢oes a terapéutica de substituicdo da nicotina (TSN). A TSN consiste em substituir
a dose diaria de nicotina habitualmente consumida pelo utente no ato de fumar (num cigarro
sdo consumidos cerca de 1 a 1,5 mg de nicotina) por medicamentos contendo nicotina. A
posologia e duragdo do tratamento deve ser estabelecida de acordo com o consumo de tabaco e

grau de dependéncia. Existem formulas de administracao por via oral (pastilhas e comprimidos



de chupar, gomas de mascar) e por via transdérmica (adesivos) disponiveis em
diferentes dosagens.” 1011

Na Tabela 1.1 apresentam-se 0os medicamentos desta categoria atualmente disponiveis no
mercado portugués, respetiva forma farmacéutica e dosagem segundo o Prontuério Terapéutico
do Infarmed. Os efeitos adversos sdo raros ou inexistentes, mas foram reportados cefaleias,
vertigens, nauseas, vomitos, taquicardia e insénia, podendo ainda verificar-se irritagdo da

mucosa bucal e na garganta ou irritacio cutanea.'!

Nome do medicamento ‘ Forma farmacéutica Dosagem
. . 1,5mg
Nicopass Pastilha 25mg
7mg/24h
Nicopatch Sistema transdérmico 14mg/24h
21mg/24h
Goma para mascar 2mg
4mg
Solucéo para
Nicorette pulverizagéo bucal 1mg/dose
10mg/16h
Sistema transdérmico 15mg/16h
25mg/16h
7mg/24h
Sistema transdérmico 14mg/24h
21mg/24h
Nicotinell 2mg
Goma para mascar
4mg
Pastilha Lmg
2mg
Goma para mascar 2mg
4mg
Niquitin 7mg/24h
Sistema transdérmico 14mg/24h
21mg/24h

Tabela 1.1 — Medicamentos utilizados na terapéutica de substituicdo da nicotina. Adaptada do

Prontuario Terapéutico.™!

Segundo dados do Centro de Informagdo do Medicamento e Produtos de Saude (CIMI)
apresentados na Tabela 1.2, entre 1 de janeiro de 2015 e 31 de dezembro de 2019 verificou-se
um aumento da procura das formulagdes da TSN por parte dos utentes nas
farmacias portuguesas. Os dados obtidos junto do CIMI indicam ainda que foram adquiridas

38 871 unidades destes medicamentos entre 1 de janeiro e 31 de margo de 2020.



Substancia 2015 2016 2017 2018
ativa

Nicotina 68 956 105 376 116 407 116 855 117 784

Tabela 1.2 — Medicamentos contendo nicotina colocados nas farmécias pelos grossistas/armazenistas entre 1 de
janeiro de 2019 e 31 de dezembro de 2019, em Portugal Continental. (Fonte: CIMI)

Para além da TSN, no Algoritmo do Tratamento Farmacolégico do Tabagismo
apresentam-se outros farmacos que mimetizam a ac¢do da nicotina como, por exemplo, a
vareniclina e o bupropiom. No entanto, ao contrario das formulacdes de substituicdo de
nicotina, estes farmacos sio sujeitos a receita médica.”°

A vareniclina apresenta uma elevada afinidade e seletividade para os recetores nicotinicos
e mimetiza em menor dimensao o efeito na nicotina nestes recetores, atuando como um agonista
parcial. A dose recomendada é de 1 mg duas vezes por dia, ap6s uma semana de titulacao e,
para isso, 0 utente deve estabelecer uma data para parar de fumar.>*3

O bupropiom é um inibidor seletivo da recaptacdo neuronal das catecolaminas e antagonista
dos recetores nicotinicos. No caso deste farmaco, é recomendado comecgar o tratamento
enguanto o utente ainda fuma e que se estabeleca uma data para a interrupc¢éo nas duas primeiras
semanas do tratamento. A dose maxima diaria ndo deve exceder 0s 300 mg e as administraces
devem ter intervalos minimos de 8 horas entre cada uma. Preferencialmente, deve evitar-se a
toma ao deitar uma vez que insonia é um efeito adverso muito frequente. >4

A associacdo dos varios medicamentos disponiveis é também possivel para auxiliar na
cessacdo tabagica e aumentar a taxa de sucesso deste processo. Os sistemas transdérmicos
podem ser utilizados em associagdo com os substitutos de nicotina de libertacdo rapida (gomas
e pastilhas), no que se denomina de terapéutica conjugada, resultando em taxas de sucesso
muito semelhantes as obtidas com a vareniclina. As formulacdes da TSN também podem ser
utilizadas em associagdo com o bupropiom.’4

A duracéo habitual do tratamento com os diferentes medicamentos disponiveis € entre oito
e doze semanas, sendo que este periodo pode ser ajustado tendo em conta a evolucdo da

condicdo do utente.’

1.2. Cigarros eletronicos
Em 1991, Michael Russell afirmou que os novos sistemas de consumo de tabaco que
comegavam a surgir apresentavam um grande potencial na cessacao tabagica a longo prazo,

fazendo com que a eliminacdo hipotética do consumo de tabaco fosse um objetivo realista.



Recomendou também que o tabaco deveria ser substituido o mais rapidamente possivel por
fontes de nicotina mais sustentaveis e menos prejudiciais.™

Na atualidade, 0s novos sistemas de consumo de tabaco mais utilizados s&o dispositivos de
tabaco aquecido e cigarros eletronicos (também conhecidos como vaporizadores). Os cigarros
eletronicos sdo dispositivos de dispensa de nicotina em que a combustdo das folhas de tabaco
que ocorre nos cigarros tradicionais é substituida pelo aguecimento de solucdes (e-liquidos)
com ou sem nicotina. Os dispositivos de tabaco aquecido, tal como indica 0 nome, aquecem
folhas de tabaco produzindo um aerossol que é posteriormente inalado.®

Desde a sua introdugdo nos mercados europeus e americanos em 2006 e 2007,
respetivamente, os cigarros eletronicos tém vindo a ganhar bastante atengdo e aumento do
nimero de utilizadores, principalmente junto da populacdo mais jovem. Este aumento
verificou-se tanto em individuos que eram previamente fumadores como em individuos que
eram ndo fumadores. Se a tendéncia de uso se mantiver, prevé-se que em 2023 a venda de
cigarros eletronicos ultrapasse a venda de cigarros convencionais.!’

O aumento acelerado do uso destes dispositivos deve-se a crenca de que estes facilitam o
processo de cessacao tabagica e oferecem uma opg¢do mais segura de consumo de nicotina em
relacdo aos produtos de tabaco tradicionais, uma vez que os e-liquidos tém na sua composi¢do
nicotina obtida a partir da purificacdo de folhas de tabaco. Entéo, teoricamente, o consumidor
deste tipo de dispositivos ndo sofrera dos efeitos nocivos associados ao consumo de tabaco.'%8

Um relatorio de 2020 da Comissdo Europeia indica que, quando questionados sobre as
razBes pelas quais utilizavam cigarros eletrénicos, cerca de 57% da populacdo do estudo que
utiliza regularmente este tipo de dispositivos o faz com o objetivo de diminuir a utilizacdo de
cigarros convencionais, 37% afirmam ter iniciado o consumo porque acreditam que apresenta
efeitos menos nocivos que o tabaco e 23% apresentam o baixo custo dos cigarros eletronicos e

dos e-liquidos como um fator apelativo a sua utilizago.®

1.2.1. Constituicdo e funcionamento

Cigarros eletrénicos sdo dispositivos desenhados para aquecer e-liquidos originando um
aerossol que ¢ inalado num processo que pode ser denominado por vaping. Na composi¢céo dos
e-liquidos sdo encontrados aditivos como, por exemplo, o propilenoglicol, a glicerina vegetal e
modificadores de sabor. Os cigarros eletronios podem ser de uso Unico (com uma dose
pré-carregada ou com uma parte onde se insere um tanque com uma dose) ou desenhados para

varias utilizagbes.’



Apesar de terem surgido ao longo do tempo varios modelos deste tipo de dispositivo, 0s

cigarros eletrénicos tém trés partes basicas (Figura 1.3): o bocal, o atomizador* e uma bateria

recarregavel que permite o seu funcionamento sem fios.'’

Aerossol/Vapor

Atomizador Botdo On/Off Bateria

Bocal E-liquido

Figura 1.3 — Esquema geral de um cigarro eletrénico (adaptado).*’

O e-liquido é inserido num tanque onde se encontra 0 atomizador e vai passar por uma
resisténcia que o vai aquecer (podendo chegar aos 350 °C) até o utilizador realizar as inalagdes
de vapor através do bocal. Alguns modelos mais recentes apresentam um sensor de fluxo de ar
que ativa o atomizador quando o utilizador inicia a inalacdo, no entanto a maioria dos modelos
ainda necessita que a ativacdo do atomizador seja feita manualmente recorrendo a um
botdo de On/Off.’

Em Portugal, a lei determina que a concentracdo de nicotina nos e-liquidos deve ser igual
ou inferior a 20 mg/mL. Nos cigarros eletronicos de uso Unico a dose pré-carregada ou 0sS
tanques ndo podem ter um volume de e-liquido que exceda os 2 mL e os frascos de e-liquido
vendidos para recarregar cigarros eletronicos destinados a varios usos ndao podem ter um

volume superior a 10 mL.%°

1.2.2. Efeitos negativos

Desde o surgimento destes dispositivos foram realizados estudos de quantificagdo de
nicotina nos varios e-liquidos disponiveis nos mercados que mostravam que existiam
discrepancias entre a concentragdo de nicotina anunciada pelo fabricante e a concentracdo nas
amostras que era calculada no ambito desses estudos.!’18

Alguns estudos reportaram a presenca de nicotina em e-liquidos que eram rotulados como

ndo contendo nicotina bem como diferencas no teor de nicotina em e-liquidos do mesmo lote.

* Designac&o mais utilizada, contudo esta ndo é a mais adequada uma vez que nao existe atomizagio de
nenhum dos componentes. A parte conhecida como atomizador é, na realidade, um vaporizador.
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Embora a tendéncia para a utilizacdo de cigarros eletronicos esteja a aumentar, ndo existe
controlo de qualidade uniformizado e a caracterizagdo quimica dos e-liquidos (processo de
manufaturacdo, composicdo quimica dos solventes e dos modificadores de sabor e concentracéo
de nicotina no aerossol) raramente é disponibilizada pelos fabricantes."®

Apesar das vantagens e beneficios que as empresas deste tipo de produtos afirmam existir,
as evidéncias cientificas e clinicas sdo ainda insuficientes. Desde a sua introduc¢do no mercado,
tém sido publicados varios artigos cientificos que estudam os efeitos sistémicos da utilizacdo
de cigarros eletronicos em populacdes de etnias e faixas etarias variadas.

Questionarios aplicados a adolescentes provenientes dos EUA e sudeste asiatico (Hong
Kong e Coreia do Sul) concluem que o uso regular de cigarros eletronicos aumenta a
probabilidade da ocorréncia de sintomas de bronquite crénica (tosse cronica, catarro ou
bronquite) e que o diagndstico médico de asma € superior nos utilizadores regulares em
comparagdo com individuos que nunca utilizaram este tipo de dispositivos. Dados obtidos em
questionarios aplicados a jovem adultos e adultos de vérias nacionalidades mostram que ha
relacdo entre o uso de cigarros eletronicos e histérico de asma, DPOC, registando-se também
exacerbacdes destas condicdes, e dispneia.?®2

Nos estados norte-americanos de Illinois e Wisconsin foram reportados varios casos de
sindrome respiratoria aguda associados com a utilizacdo de cigarros eletrénicos. A maioria dos
pacientes reportou sintomas respiratorios incluindo dispneia e tosse. Testes laboratoriais
revelaram que alguns pacientes apresentavam hipoxemia, elevada contagem de neutrofilos e
transaminases em concentracdo superior aos valores de referéncia e nos pacientes que
realizaram tomografia foi observado parénquima pulmonar anormal. Situagbes semelhantes
foram reportadas noutros estados norte-americanos, no Reino Unido e no Jap&o.?*

Até a data ficou por determinar qual ou quais 0s compostos dos cigarros eletrénicos
responsaveis por estes sintomas. Especula-se que podera ser devido a mistura de nicotina e
propilenoglicol e glicerina vegetal (PGVG) ou a outros aditivos e solventes presentes nas
solucdes utilizadas nestes dispositivos.?

Em estudos que utilizaram cromatografia gasosa para estudar a composicao dos e-liquidos,
concluiu-se que os principais compostos presentes sdo a nicotina, o propilenoglicol e a
glicerina. No entanto, foram também identificados produtos resultantes da pirdlise da glicerina,
dietilenoglicol, nitrosaminas especificas do tabaco, formaldeido, acroleina e hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos. As nitrosaminas especificas do tabaco, produzidas durante a combustédo
de folhas de tabaco e durante o processo de extra¢éo de nicotina, sdo0 compostos carcinogénicos



conhecidos dos cigarros tradicionais e foram encontrados em baixas concentragdes em
e-liquidos.8

Existem ainda estudos que afirmam que os cigarros eletronicos emitem compostos
carbonilo téxicos resultantes da decomposicdo térmica de substancias presentes nos e-
liquidos.?® Nos aerossois resultantes do aquecimento dos e-liquidos foram identificadas cerca
de 250 substancias quimicas, incluindo nicotina, alcaloides, compostos organicos volateis,
piridina e compostos carbonilo.?’

Embora existam em menor quantidade que no fumo resultante da combustéo de folhas de
tabaco, estes compostos podem continuar a provocar efeitos adversos na salde dos seus
utilizadores e, por isso, é importante aumentar a investigacdo neste campo de modo a tentar
perceber qual a fonte de emissdo de carbonilos nos cigarros eletronicos e para se encontrar uma

maneira de as reduzir.1826

1.3. Estrutura e metabolismo da nicotina

A nicotina (C1oH14N2) é um alcaloide composto por um anel piridina e pirrolidina
(Figura 1.4) que pode ser encontrada numa variedade de plantas principalmente nas
pertencentes ao género Nicotiana. Foi identificada e isolada como composto maioritario
presente nas folhas de tabaco em 1828 e sintetizada pela primeira vez em 1893.28:2°

A molécula de nicotina apresenta dois isomeros 6éticos, a (S)-nicotina e a (R)-nicotina,
resultantes da diferente organizacéo espacial dos grupos ligados ao carbono do anel piridina
que se liga ao anel pirrolidina. Nas folhas de tabaco encontra-se primariamente a (S)-nicotina,
sendo que apenas 0,1-0,6 % do conteddo total de nicotina é (R)-nicotina. Quantidades
semelhantes de (R)-nicotina (entre 0,1 e 1,2 %) também sdo observadas em reagentes quimicos
e formas farmacéuticas que contenham a (S)-nicotina, uma vez que se extrai este composto a

partir de plantas.®03!
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Figura 1.4 — Estrutura molecular dos enantiémeros da nicotina obtidos por minimizacéo de energia com o

programa Avogadro.



A nicotina pura é um liquido incolor ou com uma cor amarelo-clara e com um cheiro acre
caracteristico. Quando exposta ao ar e luz, ou mesmo quando armazenada no escuro, vai
adquirindo uma cor acastanhada ao longo do tempo. O seu ponto de ebulicéo é 246-247 °C.%®

A absorcdo, excrecdo, farmacologia e toxicologia da nicotina sdo determinadas pela
presenca de formas ionizadas ou ndo ionizadas deste composto que, por sua vez, sao fortemente
dependentes do pH do meio. A nicotina, devido a presenca de nitrogenio nos seus dois anéis, é
uma amina e tem duas constantes de acidez cujos pKa a 15 °C sdo 7,84 e 3,04.2%% Na Figura 1.5
estd representado o equilibrio acido-base da (S)-nicotina em meio aquoso. Quando em
circulacdo no sangue, a um pH de 7,4, a nicotina existe predominantemente em duas formas:

protonada no anel pirrolidina e na forma neutra. %34

[Nic H,)?* [Nic H]* [Nic]
di-protonada mono-protonada nao protonada
(pH <3) (3>pH<8) (pH > 8)

Figura 1.5 — Equilibrio acido-base da (S)-nicotina em meio aquoso (adaptada).3

A nicotina é extensivamente metabolizada no figado pelo citocromo P450 2A6 (CYP2A6)
e, em propor¢bes mais pequenas, pela glucuronosiltransferase (UGT) e pela
flavina monooxigenase 3 (FMO3) em varios metabolitos (Figura A1 no Anexo 1).3® Segundo
alguns autores, polimorfismos no CYP2A6 afetam a metaboliza¢do da nicotina. Contudo, 0s
estudos publicados sobre esta tematica ndo apresentam consenso quanto a influéncia dos
polimorfismos no consumo e dependéncia de tabaco nos individuos que os expressam. 363’

O composto mais relevante que resulta da metaboliza¢do da nicotina pelo CYP2AG6 é a
cotinina, uma vez que, no ser humano, cerca de 70-80 % da nicotina é convertida neste
metabolito (Figura 1.6). Este composto é frequentemente utilizado em estudos como marcador

de consumo de nicotina ou exposi¢do ao tabaco.!2%3!
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Figura 1.6 — Reacdo de metabolizacdo da nicotina em cotinina (adaptada).®

1.3.1. Efeitos fisioldgicos

A nicotina é responsavel por efeitos no sistema nervoso central, pois apresenta grande
afinidade para os recetores nicotinicos, um subtipo de recetores colinérgicos. Quando ha apenas
estimulos de compostos enddgenos, nomeadamente da acetilcolina, a ligacdo aos recetores
nicotinicos tem efeitos excitatorios. >3

Estudos indicam que a nicotina afeta, por exemplo, locomog&o, nocicepcéao, aprendizagem
e memoéria. Dependendo da dose, a ligagdo da nicotina aos recetores nicotinicos pode provocar
estimulacao ou depressao do sistema nervoso, isto €, o utilizador pode ter sensacao de alerta ou
de relaxamento em situacdes de stress podendo também provocar nauseas e tremores em casos
extremos. Exposicdo prolongada e repetida a nicotina provoca dessensibilizacdo destes
recetores e tolerancia a esta substancia o que, a longo prazo, pode levar a dependéncia e
sindrome de abstinéncia.?%%%%

Os efeitos mais comuns apos a inalacdo do fumo de tabaco sdo 0 aumento do ritmo cardiaco
e da pressdo arterial, aumento do volume e débito cardiaco, bem como, aumento da circulacao
coronaria, vasoconstricdo cutdnea (provocando diminuicdo na temperatura da pele),
venoconstri¢ao sistémica e aumento do fluxo sanguineo para os musculos.>#°

Vérios autores afirmam que a caracterizagdo da estrutura, regulacéo e funcdo dos subtipos
de recetores nicotinicos ird ajudar a uma melhor compreensdo dos mecanismos que levam a
dependéncia, aos efeitos humorais e controlo da dor o que, eventualmente, podera resultar no
desenvolvimento de medicamentos com base na nicotina para o tratamento de
varias patologias.?®384

No recente periodo pandémico da COVID-19 surgiram noticias com origem em Franga que
alegavam que alguns estudos preliminares, com dados obtidos em Paris no hospital
Pitié-Salpétriere, mostraram que ha menos fumadores entre os paciente com COVID-19 do que
na populacgdo geral por, supostamente, a nicotina poder ter uma capacidade protetora especifica

contra o virus.*> %
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No entanto, a Organizacdo Mundial de Saude refere que tabagismo pode aumentar o risco
de sofrer sintomas graves quando contraida a doenga COVID-19, pois estudos efetuados no
inicio da pandemia indicaram que, em comparacdo aos ndo fumadores, um histérico de
tabagismo pode aumentar substancialmente a gravidade dos casos, 0 que se justifica por esta
doenca afetar principalmente o trato respiratorio.*>*® Varios artigos publicados em 2020
indicam que a percentagem de infetados que apresentaram sintomas moderados, severos e/ou
que necessitaram de internamento em cuidados intensivos era superior em individuos

fumadores e ex-fumadores em relagdo a doentes sem histdrico de tabagismo.*6-48

1.3.2. Absorcao de nicotina

Existem vérias formas de consumo de nicotina. A forma mais comum e tradicional é pela
inalacdo do fumo resultante da combustéo de folhas de tabaco secas em fumeiros ou ao ar livre,
utilizadas em cigarros ou charutos e cachimbos, respetivamente. Recentemente o consumo de
nicotina tem vindo a aumentar através da inalacdo de vapores produzidos por dispositivos de
tabaco aquecido e cigarros eletronicos.'%3

Para além destas, existem formas de consumo que ndo envolvem a inalacdo de fumo tais
como, tabaco de mascar, rapé, pastilhas, adesivos transdérmicos, sprays nasais e orais,
inaladores e comprimidos sublinguais. Algumas destas s&o utilizadas como formulac6es na
terapia de substituicio de nicotina.33449

A difusdo da nicotina através das membranas bioldgicas depende bastante do pH do meio
e, por isso, em meios &cidos a nicotina na sua forma ionizada, tem dificuldade em atravessar
membranas lipofilicas e quando se encontra na sua forma n&o ionizada atravessa facilmente as
membranas. Assim sendo, dependendo do modo de consumo da nicotina, a absorcdo deste
composto também varia.?%31:4°

O pH do fumo resultante da combustéo de folhas de tabaco secas em fumeiros apresenta
um carater mais acidico em relacdo ao pH de folhas secas ao ar livre e, entdo, a absorcéo pela
mucosa bucal é inferior. Em ambos os casos, quando o fumo de tabaco chega aos alvéolos
pulmonares a nicotina é rapidamente absorvida, devido a grande area de superficie de contacto,
e a sua concentracdo no sangue aumenta, uma vez que o pH do sangue facilita a sua dissolugéo
e, consequentemente, a passagem entre membranas.31:°051

A concentracdo de nicotina em circulagcdo no sangue durante o ato de fumar depende do
volume de fumo inalado e da intensidade e frequéncia da inspiracdo. Cerca de 10 a 20 segundos
apos uma inalagdo, altos niveis de nicotina atingem o cérebro e, por isso, 0s seus efeitos

fazem-se sentir com bastante rapidez. Apesar de atingir rapidamente o cérebro, os niveis de
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nicotina neste 6rgdo também diminuem com bastante rapido, pois a nicotina comega a ser
distribuida por outros 6rgéos. Este fator faz com que sejam necessarias inala¢fes continuadas
para manter os niveis de nicotina em circulacéo e, por isso, 0 consumo atraves do ato de fumar
é 0 que resulta num comportamento de dependéncia maior e mais prolongado.-31523

Tabaco de mascar e rape, bem como as formas transdérmicas, sdo ajustadas a um pH tampao
alcalino para que a nicotina possa ser absorvida mais facilmente pela mucosa bucal e através
da pele. Embora a absorcéo seja mais rapida na mucosa bucal quando utilizado o tabaco de
mascar e rapé, o aumento da concentracdo de nicotina no cérebro é mais lento em relacédo a
inalagdo do fumo.314°

Na cessacdo tabagica, a absor¢do das varias formulaces utilizadas € mais lenta e a
concentracdo de nicotina no sangue e no cérebro aumenta de maneira mais gradual quando
comparado com a inalacdo de fumo, fazendo com que haja menor probabilidade de a utilizacdo
destes dispositivos resultar em dependéncia.>

No caso dos dispositivos transdérmicos, o nivel de libertacdo sistémica de nicotina varia
entre os diferentes tipos de dispositivos. Essa libertacdo vai ser influenciada pela
permeabilidade da pele, pela difusdo da nicotina através da matriz do dispositivo ou ainda pelo
facto de o adesivo ter ou ndo varias membranas. A nicotina demora, em média, uma hora apds
aplicacdo do adesivo na pele para ser detetada na corrente sanguinea e, mesmo apds remogcéo,
pode continuar a observar-se absorcdo sistémica devido a residuos do adesivo que
ficam na pele.315°

No caso de pastilhas e comprimidos sublinguais, a dose absorvida sistemicamente é muito
menor da que esta presente inicialmente na formulacdo, uma vez que uma grande parte é
deglutida (50-80 %) e vai sofrer efeito de primeira passagem. Apenas o spray nasal e inaladores
permitem que a nicotina atinja o cérebro em periodos de tempo semelhantes aos da inalacdo

de fumo 31,56-58

1.3.3. Métodos de analise de nicotina

Na pesquisa bibliogréfica realizada foram encontrados varios estudos com propostas para a
quantificacdo de nicotina com técnicas e métodos distintos.>®~"" Dentre estes, alguns focam-se
na quantificacdo de nicotina em amostras de misturas para cigarros eletronicos e, por isso, tém
maior relevadncia em termos de comparacdo com o trabalho experimental a
ser desenvolvido.506271.76

A maioria dos artigos encontrados tém datas de publicacdo bastante recentes e as técnicas

utilizadas sdo maioritariamente de cromatografia.>®%36567.7276.77 Em alguns destes trabalhos
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além da quantificacdo de nicotina em amostras de e-liquidos também o fazem nos vapores e
aerossois resultantes desses e-liquidos, recorrendo a um aparelho que simula inalagGes e 0s
produtos resultantes ficam retidos num filtro.50.62.74.76

El-Hellani et al.”® propuseram um novo método que permite quantificar as formas neutra e
protonada de nicotina em e-liquidos de varias marcas e em aerossois resultantes destes produtos,
recorrendo a cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa e utilizando o método de
padrdo interno para tratamento de resultados. A reta de calibracéo utilizada para a quantificacéo
de nicotina nas amostras foi realizada com padrdes com concentracdes entre 50 e 1500 ppm de
nicotina aos quais se adicionou uma quantidade fixa de hexadecano, substancia que funcionou
como padrao interno neste estudo. Os autores do artigo obtiveram uma reta de calibracdo com
um coeficiente de determinacdo de 0,999 e uma recuperacdo de 89+4,6 %. Em termos de
quantificacdo de nicotina nos e-liquidos os autores, apds tratamento de dados, concluiram que
as amostras analisadas tinham uma grande diferenga entre as concentragdes apresentadas pelas
empresas e 0s valores obtidos ap6s analise dos diferentes e-liquidos.

No estudo realizado por Dai et al.?? foi proposto um novo método que permitisse quantificar
nicotina e as proporcdes de propilenoglicol e glicerina vegetal em varios e-liquidos com e sem
nicotina e respetivos aerossdis resultantes disponiveis no mercado. Para isso recorreram a
técnica de cromatografia gasosa acoplada a um detetor por ionizacdo de chama. Os padrdes de
nicotina a serem injetado na coluna do cromatografo tinham entre 9,90 e 350 ng de nicotina
diluida em PGVG. As amostras foram preparadas diluindo 100 mg do e-liquido em 10 mL de
uma mistura de metanol com quinolina. O coeficiente de determinacdo do método tinha um
valor superior a 0,99 e os limites de dete¢édo calculados foram 0,36, 0,72 e 8,15 ng para a
nicotina, propilenoglicol e glicerina vegetal, respetivamente. As recuperacoes calculadas pelos
autores foram 101 % para a nicotina, 97,2 % para o propilenoglicol e 96,7 % para a glicerina
vegetal. Os valores de nicotina nas amostras diferiam entre 1,1 e 24,7 % das concentragoes
apresentadas pelos fabricantes dos diferentes e-liquidos e néo foi detetada nicotina em nenhuma
das amostras dos e-liquidos que declaravam néo ter nicotina.

Outro estudo por Ogunwale et al.®° tem um objetivo muito semelhante ao estudo de
El-Hellani et al.’®, pretendendo propor também um novo método para quantificar nicotina em
e-liquidos e respetivos aerossois. A técnica utilizada neste estudo foi a espectrometria de massa
de ressonancia ciclotronica de ido com transformacdo de Fourier. Os autores preparam seis
padrdes nicotina com concentragdes entre 0,78 e 38,88 umol/mL, adicionando a cada padréo

um volume fixo de benzeno, que funcionou como padréo interno. As conclusdes dos autores do
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artigo apds tratamento de dados indicam que o teor de nicotina anunciado pelos fabricantes dos
diferentes e-liquidos difere do teor de nicotina calculado num intervalo de —2,9 a 25,2 %.
Dentro das limitacBes da pesquisa bibliogréfica realizada, ndo se encontraram trabalhos
publicados em que a quantificacdo de nicotina em e-liquidos fosse feita através de técnicas
espetroscopicas, pelo que o desenvolvimento do protocolo experimental tera de ser feito sem

qualquer base anterior de trabalho.
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2. Parte Experimental

2.1. Material e Equipamento

No trabalho, além de material corrente de laboratério, foram utilizados bal6es volumétricos
de 25,00+0,04, 50,00+0,06, 100,00+0,10, 250,00+0,15 e 500,00+0,25 mL e pipetas
volumétricas de 6,000+0,015, 7,00+0,02, 8,00+0,02, 10,00+0,02, 11,00+0,02, 15,00+0,03,
20,00+0,03 e 25,00+£0,03 mL. Utilizaram-se varias micropipetas da Pipetman P20 +0,20 pL,
P100 +0,80 uL, P200 +1,60 uL, P1000 £8,0 uL e P5000 £30 pL. As micropipetas P200, P1000
e P5000 foram calibradas de acordo com o procedimento publicado pela RELACRE.™
Obtiveram-se as precisdes descritas na Tabela A1 no Anexo 11, estando estas dentro dos limites
indicados pelo fabricante.

Na analise espetrofotométrica foi utilizado um espetrofotometro de absorcdo UV-Vis
Scientific Evolution 300 da ThermoFisher e células de quartzo com percurso 6tico de 1 cm.
Utilizou-se um medidor de pH com elétrodo de membrana de vidro combinado, da Hanna e um

agitador magnético, durante o estudo de variacao do pH.

2.2. Reagentes e Amostras

No trabalho foi utilizada nicotina (C10H14N2, PM=162,24 g/mol, densidade=1,017 g/mL)
da Alfa Aesar com grau de pureza de 99%, metanol (CHsOH, PM=32,04 g/mol), da Honeywell
com grau de pureza de >99.8 % e propilenoglicol, da LabChem. As solugdes padréo aquosas
foram preparadas com agua miliQ. Para ajustar o pH usaram-se solucdes de acido cloridrico
(HCI) 0,05, 1 e 2 M, hidroxido de potassio (KOH) 0,1 M, cloreto de potassico (KCI) 3 M,
tampéo carbonato 0,01 M (pH 11), tampao fosfato 0,01 M (pH 7), tampé&o acetato 0,01 M (pH 5)
e tampéo malato 0,01 M (pH 3), preparadas previamente nos laboratorios de aulas do DQF.

As amostras analisadas foram duas misturas de nicotina para cigarros produzidas por duas
empresas distintas: NicShot (18 g/L), da Chemnovatic (Lotes EP190731/NS e EP190801/NS)
e NicoDIY (20 g/L), da Savourea (Lote BA18-00120-059). O solvente de ambos os e-liquidos
é, segundo os respetivos fabricantes, uma mistura 50/50 de propilenoglicol e glicerina vegetal.
Analisou-se ainda a Brave Base: Pure Base, VG 50/ PG 50, da BMGC — Pharma, Lda
(Lote 5402019). Para além destas trés misturas analisaram-se espetros de um modificador de
sabor “Blueberry Intensive Flavours”, da Chemnovatic (Lote 20180500/MB).
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2.2.1. Seguranca

A seguranca do utilizador durante a manipulacdo dos diferentes produtos e reagentes € um
aspeto importante a que se deve ter atencdo em qualquer analise quimica. Neste ambito, os
fabricantes devem ter acessiveis Fichas de Dados de Seguranca (FDS) sobre as diferentes
substancias que produzem. Para além de informacdo das propriedades fisico-quimicas, estas
fichas devem fornecer dados sobre toxicidade, estabilidade e reatividade, efeitos na saude e
ambiente, forma de transporte, armazenamento, manipulacdo e eliminacdo da substancia.
Devem também fornecer informagdo sobre procedimento em caso de derrame, cuidados de
primeiros socorros e identificacdo dos perigos.’®

Na FDS da (S)-nicotina utilizada neste trabalho, é aconselhado armazenar-se 0s recipientes
bem fechados num lugar fresco, bem ventilado e ao abrigo da humidade.®

Classifica-se a substancia como apresentando toxicidade aguda por via oral e cutanea, bem
como quando é inalada e também toxicidade para o ambiente aquatico. Estes avisos sdo

representados graficamente no rétulo da embalagem com os simbolos A e B da Figura 2.1.%8°

St

A B
Figura 2.1 — Simbolos de adverténcia de perigo. A — Mortal por ingestdo/ em contacto com a pele/ por inalag&o.

B — Toxico para os organismos aquaticos com efeitos duradouros.®

Recomenda-se a utilizacdo de equipamento de protecdo individual (EPI) durante a
manipulacdo da nicotina, recorrendo a luvas, vestuario de protecdo e protecdo ocular e facial.
Em caso de entrar em contacto com a pele deve lavar-se a zona com sabonete e 4gua abundantes
e em caso de inalacdo deve mover-se a pessoa para uma zona ao ar livre e manté-la em repouso
numa posicdo que ndo dificulte a respiracdo. Caso entre em contacto com a boca deve
enxaguar-se com bastante dgua e no caso de ingestdo deve contactar-se imediatamente um
centro de informagéo antivenenos ou um médico.®

Na Tabela 2.1 descrevem-se as adverténcias e principais precaucdes constantes das FDS

dos solventes utilizados no decorrer do trabalho.
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Solvente Adverténcia Precaucdes
. , N&o manipular perto de chamas
Altamente inflamavel. P p,
Metanol Provoca irritacdo ocular e/ou faiscas.
¢ : Utilizar EPI.
Provoca irritacdo cutanea e .
. . ¢ Utilizar EPI.
Propilenoglicol ocular. o
Evitar inalar vapores.
Pode causar tonturas.
Provoca irritagcdo cuténea. Utilizar EPI.

Acido cloridrico

Pode causar danos oftalmicos
graves.

Lavar muito bem pele exposta
ap6s manuseamento.

Hidroxido de
potassio

Provoca queimaduras cutaneas e
irritacdo das vias respiratorias.
Pode causar danos oftalmicos

Utilizar EPI.
Evitar inalar vapores.
Lavar muito bem pele exposta

graves. ap6s manuseamento.
Tabela 2.1 — Adverténcias e precaucdes a tomar durante a manipulacéo dos solvente utilizados (adaptada).®:-84

2.3. Procedimento

Na pesquisa bibliografica realizada ndo se encontraram publicacdes que descrevessem o
uso de técnicas de espetroscopia UV-Vis para a quantificacdo de nicotina, pelo que se iniciou
o trabalho experimental pela realizag&o de alguns ensaios com a amostra de NicShot.

Para este efeito prepararam-se varias solucdes por diluicdo de uma solucdo mae de amostra
medindo 2 mL da solucdo de NicShot num baldo de 25 mL e perfazendo o volume com metanol.
Prepararam-se também solucgdes da base PGVG e do modificador de sabor usando também uma
diluicdo de 2:25 para verificar se estas substancias tinham bandas que se sobrepusessem com
as bandas do NicShot. Prepararam-se ainda duas soluc¢des NicShot diluidas em propilenoglicol
por este ser um dos solventes usados nas preparacdes para cigarros eletronicos. Tracaram-se
espetros de absorcdo UV-Vis destas solucdes na gama de 190 a 500 nm, com uma largura de
fenda de 2,0 nm, resolucédo de 2,0 nm e uma velocidade de varrimento de 240 nm/min.

A partir destes espetros identificaram-se os comprimentos de onda de interesse para o
estudo como 256,5, 262,0 e 267,5 nm, e com base nos valores de absorvéncia obtidos para as
soluces diluidas foram construidas curvas de calibracdo preliminares para se determinar de um
modo aproximado limites de detecdo, quantificacao e linearidade.

Procedeu-se ao estudo do efeito da variacdo de pH para uma das solugdes com concentragédo
intermédia de NicShot. Assim, preparou-se uma amostra com 2,5 mL de NicShot e perfez-se o
volume com agua miliQ num baldo de 100 mL. Fizeram-se dilui¢Ges sucessivas até se obter um
espetro em que fosse possivel observar claramente as bandas pretendidas. Tragaram-se também
0s espetros das solucbes de KOH 0,1 M e HCI 2 M usadas para acertar o pH a fim de confirmar

a auséncia de impurezas que pudessem interferir nas bandas de absor¢do de nicotina. Os
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espetros foram tracados na gama de 190 a 300 nm, com uma largura de fenda de 0,5 nm,
resolucéo de 0,5 nm e uma velocidade de varrimento de 240 nm/min.

O medidor de pH foi calibrado com tampdes a pH 7 e a pH 4. Adicionaram-se 5 mL de KCI
3 M aos 100 mL da solucao de amostra, aumentando a forca ionica para melhorar a estabilidade
das leituras de pH e 3 mL de KOH 0,1M para ajustar o pH da solugéo a um valor superior a 11.
De seguida adicionaram-se sucessivamente pequenas quantidades de HCI 2M e com agitacédo
constante de modo a homogeneizar a solugéo.

Ao longo do estudo do efeito da variacdo de pH foram retiradas amostras e tracados 0s
espetros UV-Vis nas condigdes descritas, mas apenas quando ocorriam varia¢es de pH
significativas. Na Figura 2.2 mostra-se a evolucdo de pH em funcdo do volume de
HCI adicionado.

12,00
10,00

8,00
L 6,00

4,00

2,00 \

0,00

0,0 05 1,0 15 2,0 2,5 3,0 35 4,0 4,5 5,0 55
Ve adicionado (mL)

Figura 2.2 — Variacao de pH em funcao do volume de &cido cloridrico 2 M adicionado numa solucéo de 90 ppm

de nicotina preparada a partir de NicShot a qual foi adicionada KOH.

Depois destes ensaios com a solugdo de NicShot, procedeu-se a preparacéo de solu¢es com
varias concentracdes de nicotina, utilizando a nicotina com grau de pureza de 99 % e o metanol
como solvente. As solugdes foram preparadas através de uma solugdo stock de 145 ppm de
nicotina e as dilui¢cbes tinham concentragfes compreendidas entre os 1,2 e 52,2 ppm. Os
espetros de absorcdo UV-Vis destas solugbes foram tracados na gama de 190 a 400 nm, com
uma largura de fenda de 0,5 nm, resolucdo de 0,5 nm e uma velocidade de varrimento de 240
nm/min. As leituras em triplicado foram feitas aos comprimentos de onda de 256,5, 262,0 e
267,5 nm a uma largura de fenda de 0,5 nm e um tempo de integracdo de 3 segundos.

Tracaram-se espetros de duas solu¢bes com concentracdes de nicotina diferentes (87 e
290 ppm) em que solucBes tampéo a diferentes valores de pH e HCI 0,1 M, de modo a verificar

se existia degradacdo da nicotina consoante 0 pH e se estas solugdes poderiam vir a ser
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utilizadas como solventes. Os espetros foram tracados usando dgua miliQ para fazer a linha de
base e na gama de 190 a 300 nm, com uma largura de fenda de 0,5 nm, resolucéo de 0,5 nm e
uma velocidade de varrimento de 240 nm/min.

Com base nos resultados obtidos nas primeiras curvas de calibracao obtidas com as solucdes
de nicotina, prepararam-se padrdes na gama de concentracfes de 1,6 a 200,0 ppm a partir de
uma solucéo stock de 399,9 ppm de nicotina em que o solvente era metanol, para se tentar
identificar o limite de linearidade. Esta analise foi feita aos comprimentos de onda de 256,5,
262,0 e 267,5 nm e as leituras em triplicado foram feitas com uma largura de fenda de 0,5 nm
e um tempo de integracdo de 3 segundos.

ApoOs estes ensaios seguiram-se 0s ensaios de quantificacdo de nicotina nas amostras de
NicShot e de NicoDIY. A quantificacdo através do método analitico do padrdo externo fez-se
recorrendo a dois conjuntos de solucBes: um conjunto em que o solvente era metanol e um outro
conjunto em que o solvente era uma mistura de metanol e da base de PGVG numa concentragao
de 8 % (VIV).

A guantificacdo da nicotina em amostras de NicShot foi feita através do método analitico
de padrdo externo e em que o solvente era metanol. Prepararam-se cinco amostras de NicShot
e quatro amostras fortificadas para os ensaios de recuperacdo. As concentracdes de nicotina nos
padrdes preparados estavam numa gama de concentragdes de 1,2 a 72,5 ppm.

Foram também feitos ensaios para a quantificacdo de nicotina em amostras de NicShot e
NicoDIY utilizando o método de padréo externo em que o solvente era uma mistura de metanol
e da base de PGVG numa concentracdo de 8 % (V/V). As concentracfes dos padrdes
encontravam-se numa gama de concentracdes de 5,0 a 141,0 ppm de nicotina. Foram preparadas
seis amostras dos dois e-liquidos disponiveis (trés de NicShot e trés de NicoDIY) e seis
amostras fortificadas para 0s ensaios de recuperacdo (trés com NicShot e trés com NicoDIY).

Para além do método de padrdo externo também se quantificou nicotina nas amostras de
NicShot e NicoDIY através do método de adi¢cdo de padrdo. Foram preparados dois conjuntos
de padrdes com concentragcdes de nicotina entre 0s 5,0 e 141,0 ppm. Num dos conjuntos foi
adicionado a cada padrdo 1,0 mL de uma solucdo mé&e de NicShot e no outro conjunto
adicionou-se a cada padréo 1,0 mL de uma solugcdo mée de NicoDIY.

Para cada método realizado, antes de se proceder a quantificacdo das amostras foram
realizadas curvas de calibracdo para determinar a linearidade de cada método. No método de
padrdo externo em que o solvente das solucgdes era metanol este ensaio realizou-se com padroes
preparados com concentracfes entres 1,2 e 0s 145,0 ppm. A curva para 0 método de padréo

externo em que o solvente era a mistura de metanol com a base de PGVG a 8 % foi realizada
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preparando padrdes com concentragdes entre os 10,1 e 805,5 ppm. Os padrdes na curva para o
método de adigdo de padrdo tinham concentra¢des de nicotina entre os 10,1 e 805,5 ppm, com
a particularidade que a cada padrao foi adicionado 1,0 mL de uma solu¢cdo mae de NicShot.

As leituras em triplicado foram feitas nos comprimentos de onda de 256,5, 262,0 e 267,5
nm com uma largura de fenda de 0,5nm e um tempo de integracdo de 3 segundos e 0s espetros
de algumas das solugdes preparadas para estes ensaios foram tracados na gama de 190 a
300 nm, com uma largura de fenda de 0,5 nm, resolucdo de 0,5 nm e uma velocidade de
varrimento de 240 nm/min. Os detalhes das preparacdes das solugdes nos diferentes métodos
encontram-se nas tabelas A2 a A7 no Anexo II.

Foi feito o estudo de uma segunda amostra de mistura para cigarros eletronicos, NicoDIY,
com uma concentracdo de 20 g/L de nicotina e realizaram-se dilui¢cbes usando o metanol como
solvente de modo a se preparar solu¢des com diluicdes semelhantes as ja estudadas de NicShot.
Posteriormente foram tragados os espetros destas solugdes entre 190 e 300 nm, largura de fenda
de 0,5 nm, resolucéo de 0,5 nm e velocidade de varrimento de 240 nm/min em que o0 metanol
foi usado para tracar a linha de base.

A estabilidade das solugbes de nicotina foi estudada para a nicotina pura para o qual se
preparou uma solucdo stock de 503,4 ppm de nicotina utilizando como solvente uma mistura
de metanol e a base de PGVG a 8 %. A partir da solucdo prepararam-se dois padrdes a 10,1 e
40,3 ppm de nicotina. Os espetros destes dois padrbes e do solvente foram feitos usando
metanol como linha de base entre 190 e 400 nm, com uma largura de fenda de 0,5 nm, resolucéo
de 0,5 nm e uma velocidade de varrimento de 240 nm/min. Os espetros foram obtidos no préprio
dia da preparacdo, no dia seguinte a preparacao e passadas uma, duas, trés e sete semanas da
preparacdo. Entre leituras a solucdo stock foi guardada num lugar protegido da luz solar e a

temperatura ambiente.

2.4. Tratamento de dados experimentais

A obtencdo de dados dos espetros e das leituras de absorvéncia foi feita recorrendo ao
software VisionPro do espetrofotometro. O tratamento de dados foi feito utilizando o programa
Microsoft Excel.

Para se construir as retas de calibragdo para as diferentes amostras de nicotina recorreu-se
ao método dos minimos quadrados. Este método é bastante utilizado para fazer o ajuste de
parametros a dados experimentais, permitindo analisar a relacdo entre uma variavel dependente

e as variaveis independentes, e com isso prever valores da variavel dependente utilizando os
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valores da variavel independente. No caso de uma relagdo linear entre as duas variaveis, o
meétodo permite exprimir um conjunto de resultados experimentais através de uma equacéo de
reta do tipo y=mx+b, em que y corresponde aos valores do sinal experimental (variavel
dependente, que neste trabalho € a absorvéncia), m ao declive da reta, X a variavel independente
(no caso deste trabalho, & concentracio de nicotina) e b representa a ordenada na origem.®>%7

Para se poder utilizar o método dos minimos quadrados no ajuste de dados experimentais a
uma reta tém de verificar as seguintes condi¢es: (i) 0s Unicos erros nas medidas sdo devidos a
flutuacGes na variavel dependente; (ii) a variancia do erro é constante; (iii) os valores do declive
e da ordenada na origem sdo valores fixos desconhecidos e 0s seus erros sdo independentes
entre si; (iv) o erro tem um comportamento de distribuicio normal.86:88:89

A partir da aplicagdo do método dos minimos quadrados no tratamento dos dados
experimentais pode calcular-se o desvio padréo dos residuais (Sy) e o coeficiente de correlagdo
(r) e, consequentemente, o coeficiente de determinacgdo (r?). Estes pardmetros indicam o nivel
de ajuste da reta aos valores das variaveis.

A regressdo linear pelo método dos minimos quadrados subentende que hd uma relagédo
linear entre as variaveis. Qualquer método de analise tem um limite maximo a partir do qual
deixa de se observar linearidade, pelo que é essencial avaliar a gama de trabalho em que esta
relacdo linear se observa. Ha diversos métodos possiveis para identificar os pontos que estdo
fora do comportamento linear e devem ser excluidos (outliers).

A confirmacéo de que os dados utilizados para a obtencéo das retas de calibragéo de nicotina
sdo 0s mais adequados, ou seja, que estas ndo apresentam outliers, pode ser obtida utilizando a
Equacdo 1. Esta permite obter um intervalo de progndstico (IP) para um dado valor de sinal

instrumental e para um grau de confianca de 95%.%

— N2
1 Cp.-C
+ (CrCr) Equacdo 1

J’_
N-1 1
ch-m'(z Cp)?

IP(P,)=b+m-Cp £t(950,n-2)'Sy" |1

Nesta equacao Px corresponde ao padrdo para o qual se esta a calcular o IP, b corresponde
a ordenada na origem e m ao declive da reta de calibragéo, Cp _corresponde a concentragéo do
padrdo, tesew,N-2) corresponde ao valor de t-student para um grau de confianca de 95% e N-2
graus de liberdade, sy representa o desvio padrdo dos residuais, N representa o nimero de
padrdes com que se obteve a reta de calibragio e Cp corresponde a média das concentracdes

excluindo Cp_.
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O célculo do IP necessita que se escolha o melhor conjunto de dados com resposta linear
entre a concentracgdo e o sinal, o que pode ser feito atraves do coeficiente de determinagdo. Os
pardmetros de ajuste m, b e sy sdo entdo utilizados na Equacdo 1 para todos os pontos
experimentais. Valores experimentais de absorvéncia que ndo se encontrem no IP sdo
identificados como outliers, ou seja, 0s pontos que ndo se encontrem entre o valor minimo e
maximo do intervalo de progndstico.%*%2

Parametros que caracterizam o método analitico, como os limites de detecdo (LD) e de
quantificacdo (LQ), sdo parametros de ajuste obtidos atraves do método dos minimos
quadrados. O limite de detecdo pode ser definido como a concentragdo de analito a partir da
qual é possivel detetar a presenca do mesmo com um grau de confianca estatistico razoavel. O
limite de quantificacdo é definido como a concentracdo a partir da qual o sinal é dez vezes
superior ao ruido e, por isso, considera-se que € aceitavel quantificar o analito.%%%

Embora existam vérias formas de calcular estes limites analiticos, dependendo da fonte que
se consulta, neste trabalho véo ser calculados através da Equacdo 2. O valor de k tipicamente

utilizado para o limite de detecio é 3 e para o limite de quantificagdo é 10.%093%

S
LD ou LQ=k- Ey Equagdo 2

A gama dindmica (GD) é a grandeza que indica a extensdo do comportamento linear de um

conjunto de dados experimentais e pode ser calculada através da Equagéo 3.%°
LL i
GDzm Equacéo 3

Na Tabela A8 no Anexo Il apresentam-se as equagdes que permitem obter a equagéo da reta
bem como as equacOes utilizadas para calcular o erro associado ao célculo do declive, da
ordenada na origem e o célculo do erro associado & concentracdo de analito. Encontram-se
também as equagdes que permitem calcular o valor do desvio padrdo dos residuais e do
coeficiente de correlagdo.

No método de padrdo externo para além de se prepararem o0s padrbes e amostras,
prepararam-se também amostras fortificadas de modo a realizar leituras dos ensaios de
recuperacdo. As amostras fortificadas sdo preparadas adicionando um volume conhecido de
solugéo stock e um volume de solugéo de amostra que corresponda no final a no maximo metade
da concentracdo do analito puro. As amostras fortificadas devem ser semelhantes as da reta de

calibracdo e, por isso, o solvente utilizado deve ser o mesmo do método.
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Os ensaios de recuperacdo sao uma forma de determinar a quantidade de analito recuperado
no processo, em relacdo a quantidade presente na amostra, e podem ser uma forma de
determinar se ha erros sistematicos por perdas de analito num método de analise.®>%

Os intervalos aceitaveis para as percentagens de recuperacdo podem variar consoante a
fonte consultada, mas geralmente na gama de concentracdes utilizada (ppm) é de 80-120%.%’
A percentagem de recuperacdo (%Rec) de uma amostra fortificada calcula-se através da
Equacdo 4.

Mymostra fortificada — Mamostra

%Rec=

x100% Equacéo 4

Mypadrio

Nesta equacao Mamostra fortificada COrresponde a massa de analito na amostra fortificada e €
obtida por interpolacdo na reta de calibracdo, mamostra @ Mmassa de analito calculada da amostra

original e mpadrao representa a massa de analito calculada no volume de stock adicionado.
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3. Resultados e Discussao

Antes de se proceder ao desenvolvimento do método para a quantificagdo de nicotina nas
amostras disponiveis, teve de se proceder a caracterizacdo espetral da nicotina e dos e-liquidos
de modo a determinar qual o melhor solvente e as gamas de trabalho mais adequadas. Uma vez
que a pesquisa bibliografica realizada para este trabalho remetia maioritariamente para estudos
que utilizavam como técnica a cromatografia, os ensaios iniciais tém também como objetivo
avaliar as condi¢cfes que deveriam ser utilizadas numa analise por espetroscopia de absorcao
em UV-Vis.

3.1. Caracterizacéo espetral da nicotina e das amostras

E conhecido que a nicotina é solivel em varios solventes, tais como agua, &lcoois,
cloroférmio e alguns 6leos.®® No caso dos seus espetros UV-Vis, nicotina extraida de amostras
de folhas de tabaco apresentam uma absorc&o forte entre os 240 e 270 nm.”%73

Utilizou-se uma diluicdo de 2:25 de NicShot (e-liquido comercial) em metanol para se fazer
um primeiro espetro e identificar as bandas associadas a nicotina. A partir desta solucao
realizaram-se outras dilui¢des para estimar a gama de trabalho a utilizar (Figura 3.1).

Tracaram-se também os espetros da base de propilenoglicol e glicerina vegetal
comercializada e do modificador de aroma, usando metanol como solvente e com dilui¢do 2:25
(Figura 3.2) de modo a avaliar se algum destes componentes iria interferir nas leituras aos

mesmos comprimentos de onda da nicotina.
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Figura 3.1 — Espetros de absorcao de solu¢Bes de NicShot em metanol. Linha de base tragada com metanol.
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Figura 3.2 — Espetros de absorcdo: (A) base (mistura de propilenoglicol e glicerina vegetal) e (B) modificador de

sabor, diluiges 2:25 em metanol. Linha de base tracada com metanol.

A andlise dos espetros das figuras acima apresentadas permite tirar algumas conclusdes
sobre as condic¢des que parecem mais favoraveis para a quantificagdo de nicotina nas amostras.
Usando metanol como solvente (Figura 3.1), o espetro do e-liquido (diluicBes entre 2:25 e
2,1x10:25) apresenta um maximo absoluto que varia com a concentracéo entre 205 e 213 nm
e outra banda com maximo relativo a 262,0 nm e dois ombros a 256,5 e 267,5 nm. Nas
concentragcdes mais elevadas (diluicbes 2:25 e 0,8:25) os espetros sdo muito diferentes, mas
tendo em conta que os valores de absorvéncia sdo muito elevados, este efeito ndo devera ser
devido a alteracdo na estrutura do analito ou das suas interacfes, mas por se estar em condicdes
experimentais no limite de leitura do equipamento.

A composicdo da amostra de NicShot indicada pelo fabricante apresenta como solventes
uma mistura de propilenoglicol e glicerina vegetal, numa proporc¢do de 50:50. No caso de se
querer utilizar um meio semelhante a matriz da amostra, a base de propilenoglicol e glicerina
vegetal pode ser utilizada, uma vez que nao apresenta banda de absorcéo na area espetral que
se pensa pertencer a nicotina, tal como se pode ver na Figura 3.2.A.

No caso da analise de amostras de e-liquido com modificador de sabor, a quantifica¢do de
nicotina ndo podera ser feita de um modo tdo direto, uma vez que, como se pode concluir a
partir da Figura 3.2.B, h4d uma grande sobreposicado das bandas do modificador de sabor com
as bandas da nicotina.

No sentido de mimetizar a mistura completa da amostra, foram efetuadas duas dilui¢des de
NicShot usando propilenoglicol como solvente, de modo que tivessem teoricamente,

concentracdes semelhantes as utilizadas nas solugbes com metanol para comparar 0s espetros
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relativamente a estrutura de bandas e ao sinal resultante. O espetro da solucdo de concentragédo
mais elevada ndo se encontra representado pois, tal como aconteceu com essa concentragao em
metanol, ndo representa corretamente o espetro da nicotina por os valores de absorvéncia ja se
encontrarem no limite de leitura do equipamento.
Na Figura 3.3 representa-se os espetros de NicShot diluido na mesma proporgao em metanol

e propilenoglicol.
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—— NicShot em metanol NicShot em propilenoglicol

Figura 3.3 — Espetros de absorcéo de soluctes de NicShot com diluigdes semelhantes (0,064:25) em metanol e

em propilenoglicol.

O espetro da diluicdo de NicShot em propilenoglicol parece apresentar um comportamento
muito semelhante ao da diluicdo em metanol. No entanto, como é possivel observar na
Figura 3.3, as absorvéncias no espetro com propilenoglicol séo inferiores. Na Tabela 3.1
apresentam-se os valores dos comprimentos de onda mé&ximos da banda da nicotina e o0s
respetivos coeficientes de absortividade. O célculo dos coeficientes de absortividade foi feito

recorrendo a expressdo matematica que representa a Lei de Lambert-Beer (Equagéo 5).

A=¢-Cb Equacdo 5

Esta lei relaciona o coeficiente de absortividade (¢) com o percurso 6tico da célula (b) que
contém a solugio e com a concentracéo de analito presente na solucdo (C).%*% Tendo em conta
que o percurso Otico da célula utilizada no trabalho experimental é de 1 cm, obtém-se a
expressao que permite calcular o coeficiente de absortividade a partir da razao entre os valores

de absorvéncia e a concentracdo das solucdes (e=A/C).
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A, nm Amax, M A, Nm

Solvente (ex102, ppmicm?)  (emaxx10? ppmicm?)  (ex102 ppmicm™)
Metanol 256,0 262,0 267,0
(1,12) (1,22) (0,92)
Propilenoglicol 256.0 262.0 2670
(0,89) (0,96) (0,73)

Tabela 3.1 — Valores dos méaximos de absorcdo observados nos espetros diluicdo 0,8:25 em metanol e em

propilenoglicol respetivo coeficiente de absortividade () para cada comprimento de onda (1).

Com a informacdo da Tabela 3.1 percebe-se que apesar da posi¢cdo do méaximo e dos
ombros serem iguais nos dois solventes, os coeficientes de absortividade sdo mais elevados no
metanol, tal como seria de esperar pelo facto do valor de absorvéncia ser superior ao do
propilenoglicol para concentragdes semelhantes.

Para completar os ensaios de caracterizacdo espetral foram também preparadas solugdes

com nicotina pura, cujos espetros estdo na Figura 3.4.
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Metanol ——8,0 ppm ——32,0 ppm

Figura 3.4 — Espetros de absorcao de solucdes preparadas com nicotina de pureza 99%. Solvente: metanol. Linha

de base tracada com metanol.

As bandas de absor¢do observadas no espetro de UV-Vis podem ser atribuidas, de acordo
com a literatura, a uma transicdo eletronica n-m1* (centrada a ~260 nm) com estrutura vibronica
que se reflete no perfil da banda na forma de ombros, enquanto a banda larga 215-180 nm foi
atribuida a quatro transicoes eletronicas sobrepostas e, embora nao sendo claro em nenhum dos
espectros, a cerca de 240 nm poderia ainda ser observada a transi¢do n-m1* atribuido ao grupo
piridil.1°* A banda a menores comprimentos de onda, de acordo com a bibliografia consultada,
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pode ser composta por: (i) a ~206 nm uma transi¢cdo n-c* ou uma banda de transferéncia de
carga que envolve o par de eletrées ndo ligantes do nitrogénio do grupo pirrolidina para a orbital
n* do grupo piridil; (ii) a ~200 nm a transi¢do m-m2* do grupo piridina; (iii) a ~188 nm a
transi¢ao m-n3* do grupo piridil; e (iv) a ~180 nm a absorcdo pode estar associada com a
transicdo n-ma*. O facto de ndo ser visivel a banda a 240 nm pode ser explicado por a transi¢do
n-r1* ser proibida por dipolo elétrico o que leva a que o seu coeficiente de absorcdo seja muito
baixo (e<100 mol*cm™).20

Na Tabela 3.2 comparam-se 0s comprimentos de onda maximos da banda e os coeficientes

de absortividade de nicotina numa solucdo de NicShot e de nicotina pura com concentracfes

teoricamente semelhante.

Solucio A, nm Amax, NM A, NM

¢ (ex10? ppmicm?)  (emaxx10? ppmZicm?)  (ex107? ppm=cm™)
. 256,0 262,0 267,0
NicShot (1,62) (1,76) (132)
Nicotina pura 257,5 262,0 267,5
P (1,76) (1,94) (1,40)

Tabela 3.2 — Valores dos m&ximos de absor¢do das solugdes de NicShot e de nicotina pura e o coeficiente de

absortividade () para cada comprimento de onda (1).

Apds analise dos valores da Tabela 3.2 conclui-se que 0s comprimentos de onda maximos
sdo semelhantes. Os coeficientes de absortividade sdo préximos em ambas as solu¢des embora
no espetro de nicotina pura sejam ligeiramente superiores. Esta diferenca, que se reflete
obviamente na intensidade do sinal, pode ser devida simplesmente a diferenca de
concentragdes, pois no caso da amostra de NicShot foi assumida como real a concentracdo
indicada no rétulo da embalagem. Por outro lado, a diferenca de valores dos coeficientes de
absortividade pode também ser devida a presenca de propilenoglicol e glicerina vegetal na
mistura de NicShot que, como ja se concluiu anteriormente, provoca diminui¢do nos valores de

absorvéncia.

3.1.1. Efeito do pH nos espetros da amostra

A nicotina tem duas constantes de acidez e, por isso, teoricamente pode dar origem a trés
estruturas com diferentes graus de protonacéo.?® Um estudo de pH foi feito com o objetivo de
se observar esse efeito no espetro de absor¢cdo UV-Vis resultante da variagdo de pH numa
solugéo aquosa de NicShot. Antes de se adicionar KOH 0,1M para aumentar o pH da solucéo

aquosa de NicShot, fez-se uma medi¢do com o medidor de pH onde se observou um valor de
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pH de 8,90. Na Figura 3.5 sdo apresentados os espetros obtidos por variagdo do pH, entre 0,90
e 11,17, da solucdo aquosa da amostra refletindo o seu comportamento &cido-base. Embora os
espetros tenham sido tracados na presenca de uma pequena quantidade de propilenoglicol
proveniente da amostra de NicShot este, como ja foi referido, ndo apresenta espetro de absorcao

significativo na regido acima de 240nm (Figura 3.2.A).
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Figura 3.5 — Espectro de absor¢do da nicotina em solucao aquosa, com variacdo do pH. Linha de base tracada

com agua miliQ.

Os espetros da solugéo de nicotina quando se vario o pH (Figura 3.5) mostram, para alguns
intervalos de pH, a existéncia de pontos com comportamento de ponto isosbestico a 211, 220 e
241 nm. Estes comprimentos de onda podem ser Gteis na quantificacdo da nicotina em solucao

aquosa por terem um comportamento independente do pH da solugé&o.
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Na regido entre 230 e 280 nm da Figura 3.5 identificam-se um méximo de absorcéo da
nicotina (Amax) e ainda dois méximos relativos (ombros bem definidos da banda principal) que
se resumem na Tabela 3.3, com os respetivos coeficientes de absortividade do maximo (emax) €

dos ombros (g). De realgar ainda uma diminuicdo do coeficiente de absortividade na regido

espetral de 230 a 240 nm com a diminuicéo do pH.

A, NM Amax, NM A, NM
(ex102, ppmicm™?)  (emaxx102 ppmicm®)  (ex107? ppmicm™)

911 256,5 261,5 267,0
(1,60-1,62) (1,80-1,84) (1,31-1,34)

8 257,0 260,5 267,0

(1,55) (1,72) (1,24)
5 7 255,0-256,0 260,0 265,5-266,5
(1,49-1,57) (1,67-1,76) (1,21-1,23)

L4 . 259,5-260,0 .
(2,00-3,14)

Tabela 3.3 — Efeito de pH nos comprimentos de onda (1) dos maximos absoluto e relativos e respetivo
coeficiente de absortividade (¢) da nicotina.

* N&o é possivel definir com rigor os comprimentos de onda do méximo relativo de absorgao.

Analisando a Figura 3.5 e a Tabela 3.3 pode concluir-se que apesar de a diferenca nos
comprimentos de onda do mé&ximo da banda e seus ombros ser pouco significativa, ha
efetivamente um desvio com a diminuicdo do pH da solugdo. No caso do coeficiente de
absortividade, observa-se uma diminuicéo dos seus valores com a diminuicéo do pH entre 11,17
e 4,51, mas para valores e pH mais baixos observa-se aumento do coeficiente de absortividade.
Na Tabela 3.3 de notar que nesta banda da nicotina nao é possivel definir com rigor a posicédo
dos maximos relativos (ombros) nos espetros obtidos com soluc6es de pH inferiores a 3.

Estes resultados experimentais podem ser explicados pela existéncia de diferentes formas
protonadas da nicotina, tal como ja representado na Figura 1.5, a pH < 3 € esperada a forma em
gue a nicotina tenha os dois nitrogénios protonados, a pH > 8 a forma néo protonada deve ser
predominante e na regido de pH intermédia com a protonacdo apenas do nitrogenio do grupo
pirrolidina. Este efeito do pH no espetro de absor¢cdo UV-Vis da nicotina foi estudado em
detalhe num trabalho publicado por Clayton et al.}®!, tendo sido observada esta mesma
evolugéo. Nesse trabalho os autores justificam ainda a diminuigéo da banda a 240 nm (transi¢édo
n-m1*), observada por dicroismo circular, com o efeito de protonacéo do grupo piridil, que no
presente trabalho ndo é observada, mas que pode refletir-se na diminuicéo de absorcao na regido

230 a 240 nm quando o pH diminui.
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3.1.2. Solucgdes de nicotina pura em diferentes solugdes tampéao

Em seguimento do estudo da variacdo do pH em solucdo aquosa, prepararam-se duas
solugdes com concentracdes de nicotina intermédias, usando como solvente tampdes a varios
valores de pH. Para além das solu¢bes de nicotina, tragaram-se 0s espetros dos tampdes
utilizados como solvente para que se pudesse observar se havia interferéncia ou ndo destes dos
espetros das duas solucdes. A Figura 3.6 mostra a evolucdo dos espetros da nicotina com a

concentracdo em solugdes tampéo a pH 11, 7, 5 e 3 e numa solucéo de HCI 0,1 M.
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Figura 3.6 — Espetros das solucdes preparadas com: (A) tampdo carbonato 0,01 M (pH 11,0); (B) tampéo fosfato
0,01 M (pH 7,0); (C) tampéo acetato 0,01 M (pH 5,0); (D) tamp&o malato 0,01 M (pH 3,0); (E) HCI 0,1 M.

Linha de base tracada com agua miliQ.
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Analisando os espetros na Figura 3.6, verifica-se que os comprimentos de onda da banda de
nicotina se mantém relativamente constantes independentemente do pH do solvente, com
excecdo do pH 11,0. Nos espetros do tampédo malato (Figura 3.6.D) pode observar-se que o
solvente interfere bastante nas leituras por haver sobreposicao espetral. Nos espetros de HCI
(Figura 3.6.E) verifica-se uma perda da estrutura vibronica caracteristica da banda da nicotina
com méximo a ~260 nm e que pode ser observada nos espetros das solu¢Bes preparadas com as
outras solucdes tampdo bem como nos espetros das solugbes preparadas com agua,
propilenoglicol e metanol.

No sentido de eliminar o efeito do solvente e ter um melhor modo de comparagéo destes
espetros, fez-se um acerto de linha de base para os espetros das solu¢des de 29,0 ppm de
nicotina. A Figura 3.7 permite comparar 0s espetros num intervalo de comprimentos de onda

préximo a regido espetral de maior interesse (entre 240 e 280 nm).

1,4
1,2
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2

0,0
240,0 245,0 250,0 255,0 260,0 265,0 270,0 275,0 280,0

——pH 11,0 ——pH7,0 ——pH5,0 pH3,0 ——HCIO01M

Figura 3.7 — Comparacdo entre espetros de nicotina a diferentes valores de pH, apds correcdo do

espetro do solvente.

Ao analisar esta figura pode concluir-se que ha diferengas nos comprimentos de onda
maximos quando se altera o pH, observando-se diferencas na posi¢cdo do maximo da nicotina
no pH mais alto (261,5nm) e mais baixo (259,5nm) estudados. Estes dados vao de encontro ao
as conclusdes dos espetros observados no artigo por Clayton et al.'® e no presente

trabalho no estudo de pH inicial.
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Na Tabela 3.4 apresentam-se os comprimentos de onda maximos da banda de nicotina e 0s

seus respetivos coeficientes de absortividade determinados a partir dos espetros representados

na Figura 3.7, onde ja se tinha realizado acerto da linha de base.

A, NM Amsx, NM A, M
(ex102, ppmicm™?)  (emaxx102 ppmicm®)  (ex107? ppmicm™)
Tampao carbonato 256,5 261,5 267,5
0,01M (2,31) (2,63) (1,91)
Tampao fosfato 256,0 260,0 267,0
0,01M (2,12) (2,39) (1,63)
Tampao acetato 256,5 260,0 267,0
0,01M (2,11) (2,38) (1,61)
Tampao malato 256.0 259,5 267,0
0,01M ’ (2,37) (1,58)
259,5
HCI 0,1M * (4.28) *

Tabela 3.4 — Efeito das solu¢des tampdo usadas como solvente nos maximos de absorcdo dos espetros de
nicotina e respetivos coeficientes de absortividade (g) das solucdes.

* N&o é possivel definir com rigor os comprimentos de onda de absorcao.

3.1.3. Comparacéao entre espetros de e-liquidos comerciais

No trabalho foram utilizados dois e-liquidos comerciais de fabricantes diferentes: NicoDIY
(ND) com concentracdo indicada de 20 g/L e NicShot (NS) com concentracdo indicada de
18 g/L. Prepararam-se quatro dilui¢Ges (entre 0,2:25 e 0,02:25) de cada e-liquido em metanol e
tracaram-se espetros que se apresentam na Figura 3.8 para verificar se o0 espetro de absorcao do

e-liquido NicoDIY apresentava diferencas relativamente ao espetro de NicShot.
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Figura 3.8 — Espetros de solugGes metandlicas de NicoDIY e NicShot com as dilui¢Ges indicadas. Linha de base

tracada com metanol.

A Figura 3.8 mostra que as bandas do espetro de nicotina anteriormente discutidas também
se observam nos espetros das diluigdes de NicoDI1Y e que, como era esperado, dilui¢Ges iguais
de NicoDIY resultaram em espetros com maiores valores de absorvéncia em relacédo a espetros
de NicShot, em concordancia com as concentracdes indicadas pelos fabricantes. De modo a
determinar se as bandas da nicotina tinham comportamento semelhante nos dois e-liquidos
normalizaram-se os espetros a 262,0 nm, como apresentado na Figura 3.9.
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Figura 3.9 — Espetros normalizados a 262,0 nm de NicShot e NicoDIY em metanol com as dilui¢des indicadas.

Linha de base tracada com metanol.
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Esta figura permite concluir que ndo ha diferencas significativas entre os dois e-liquidos na
regido espetral entre 240 e 280 nm. O desvio aparente da amostra de NicoDIY mais concentrada
pode justificar-se pelo maior ruido (Figura 3.8) devido ao facto de os valores de absorvéncia

serem muito elevados.

3.2. Quantificacéo de nicotina em e-liquidos

3.2.1. Escolha das condigdes experimentais

Tendo em conta a analise anterior dos espetros da nicotina e das amostras, foi possivel
estabelecer as condigdes espetroscopicas em que se podera obter melhores resultados, bem
como as gamas de trabalho e o solvente a utilizar. Os comprimentos de onda escolhidos para
fazer a anélise e construir curvas de calibracdo foram: 256,5, 262,0 e 267,5 nm, que
correspondem ao maximo de absorcdo da segunda banda da nicotina (262,0 nm) e aos maximos
relativos correspondentes aos ombros (256,5 e 267,5 nm). Excluiu-se a analise na banda mais
intensa de ~200 nm, uma vez que € uma banda que apresenta ruido por possivel interferéncia
do solvente, apesar de se fazer linha de base com o respetivo solvente, e porque se encontra na
zona do limite espetral do detetor.

Descartou-se a utilizacdo do propilenoglicol por se tratar de um liquido que apresenta
viscosidade elevada o que dificulta a homogeneizacéo das solugdes e deu origem a espetros
com valores de absorvéncia menores (Figura 3.2.A), quando comparados com solugdes com as
mesmas concentraces que foram preparadas com metanol e cujos espetros foram obtidos
utilizando os mesmos parametros no espetrofotometro.

De modo a comparar os comportamentos dos restantes solventes utilizados nos ensaios
anteriores, calculou-se o coeficiente de absortividade com os valores de absorvéncia da banda
méaxima de nicotina (262,0 nm). Com esta comparacéo na Tabela 3.5 espera-se determinar qual
solvente resulta num coeficiente de absortividade superior, pois este € um determinante do

declive da reta de calibracao, ou seja, da sensibilidade do método analitico.
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ADbs €, A=262,0 nm

Solvente A=262,0nm  (gx102ppmt.cm?)
Agua MiliQ 90,0 1,532 1,70
Metanol 32,0 0,673 2,10
Tampado carbonato 0,01M 29,0 0,752* 2,59
Tampao fosfato 0,01M 29,0 0,615* 2,12
Tampaéo acetato 0,01M 29,0 0,600* 2,07
Tampéao malato 0,01M 29,0 0,563* 1,94
HCI 0,1M 29,0 1,116* 3,85

Tabela 3.5 — Coeficientes de absortividade da nicotina a 262,0 nm nos varios solventes utilizados.
* Absorvéncia indicada corresponde a subtragdo da Abs do solvente correspondente & Abs do espetro da solugdo
de nicotina.

Para o trabalho de quantificagcdo a agua descartou-se como possivel solvente pois, além de
ter um coeficiente de absortividade menor, também se observou no estudo do pH que ha
equilibrios &cido-base da nicotina que se estabelecem, ndo havendo garantia de que a anélise
quantitativa fosse completamente fiavel. Esta ionizacdo da nicotina poderia ser revertida
utilizando bases e &cidos fortes para fazer acerto do pH para um valor em que a nicotina se
mantivesse na sua forma ndo protonada, mas isto poderia implicar que a uniformidade da matriz
das solucdes estivesse em causa, uma vez que se poderiam utilizar quantidades diferentes das
bases e acidos utilizados para o acerto de pH.

Trabalhar com HCI 0,1 M seria uma possibilidade, pois manteria o pH suficientemente
acido para garantir que toda a nicotina estaria na forma diprotonada.>3* No entanto, em meio
acido o espetro perde resolucdo vibronica o que limita as possibilidades de analise a um
comprimento de onda. Além disso, a adi¢cdo de HCI pode introduzir impurezas que venham a
interferir nas leituras, por n&o ser um solvente suficientemente puro. Por essas razdes descartou-
se 0 HCI como solvente de analise.

Descartou-se também a utilizacdo do tampdo malato 0,01 M, uma vez que o tampéo
interfere bastante nas leituras na area espetral da banda de nicotina, como € possivel verificar
na Figura 3.6.D e a sua utilizagdo implicaria uma quantificacdo nao direta de nicotina, uma vez
que se teria de fazer correcdo dos valores de absorvéncia com a linha de base. Os tamp&es
fosfato 0,01 M e acetato 0,01 M apresentam valores de coeficiente de absortividade semelhantes
ao de metanol (Tabela 3.5), no entanto também n&o serdo os mais adequados uma vez que,
teoricamente, nestes valores de pH (7,0 e 5,0, respetivamente) coexistem em solucdo duas

formas da nicotina: a forma neutra e a forma monoprotonada.t3*
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Uma outra possibilidade seria a utilizacdo do tampdo carbonato 0,01M. Este apresenta um
coeficiente de absortividade superior ao obtido em metanol (Tabela 3.5). No entanto, a adi¢do
de carbonato as amostras tornaria o procedimento de analise mais complexo do que a utilizacéo
de um solvente puro. As matrizes seriam mais complexas o que poderia levar a interferéncia
graves no caso de, por exemplo, presenca nas amostras de metais vestigiarios que hidrolisem
ou precipitem sob a forma de hidroxidos ou carbonatos. Tendo em conta estas desvantagens, o
facto de ter um coeficiente de absortividade apenas ligeiramente superior ao do metanol néo
justifica a sua utilizacdo. Assim sendo, optou-se por utilizar metanol na preparacdo das varias
solucBes para quantificacdo de nicotina nos e-liquidos.

Em termos de método analitico para a quantificacdo da nicotina no e-liquido utilizaram-se
0 método de padrdo externo e o de adi¢cdo de padrao.

O método de padrédo externo consiste na preparacdo de solu¢des padrdo de concentracao e
volume conhecidos preparadas a partir de uma solucdo stock do analito que se pretende
quantificar. Neste método preparam-se também amostras a partir de uma solu¢cdo mae da
amostra a analisar. A maior vantagem deste método deve-se a sua simplicidade quanto a
preparacdo das solucdes a serem analisadas, bem como a facilidade dos célculos para
quantificacdo do analito na amostra que é feita por interpolacdo do sinal da amostra na reta de
calibracdo obtida. Outra vantagem importante é que por cada reta obtida podem ser
quantificadas um numero ilimitado de amostras, desde que se garanta a validade da reta de
calibracdo. No entanto, este método requer que a matriz dos padrbes e das amostras sejam
semelhantes de modo a que as leituras do sinal ndo sejam influenciadas por outras espécies
existentes na amostra e que eventualmente possam interferir na resposta do instrumento
de medida.®102

O método de adicdo de padrédo é bastante adequado para quantificar amostras com matriz
complexa ou desconhecida. Os padrdes a serem lidos devem ser preparados adicionando a cada
padrdo um volume conhecido de solugdo mée de amostra, garantindo que a concentragao de
amostra é constante em todos os padrdes, e volumes conhecidos e crescentes de solucéo stock
do analito. Assim, o sinal obtido na andlise vai ser uma soma do sinal do analito presente na
solugéo stock e do analito na amostra e a concentracdo de analito vai ser calculada por
extrapolacédo na reta de calibracdo. Apesar de apresentar como vantagem a eliminacéo do efeito
da matriz nas leituras, este método exige que se prepare um conjunto de padrdes, ou seja, uma
reta de calibragdo para cada amostra a ser analisada. %%

No trabalho para 0 método de padrdo externo decidiu-se desenvolver um usando como

solvente apenas metanol e outro em que o solvente seria uma mistura de metanol com a base
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de propilenoglicol e glicerina vegetal a 8 % para assegurar maior semelhanga com a matriz das
amostras. Tendo em conta que nos e-liquidos a nicotina se encontra diluida numa mistura com
dois solventes, pensou-se que o método analitico da adicdo de padrdo fosse um método de
quantificacdo que deveria ter interesse neste trabalho

Apos a escolha das condigdes experimentais, iniciou-se o desenvolvimento dos protocolos
para a quantificacdo de nicotina nos dois e-liquidos comerciais (NicShot e NicoDIY),
comecando por preparar um conjunto de padrBes para obter definir uma gama de linearidade
do método.

Os valores experimentais obtidos foram estatisticamente tratados para se obterem os
parametros da reta: declive (associada a sensibilidade do método analitico) e ordenada na
origem com 0s respetivos erros associados, o coeficiente de determinacdo (r?), os limites do
método (LD, LQ e LL) e respetiva gama dinamica. Foi ainda confirmada a ndo existéncia de
outliers nos pontos experimentais utilizados para a obtencgéo das retas, pelo que se calculou o
intervalo de prognéstico (Equacédo 3) para cada ponto experimental.

3.2.2. Analise pelo método de padréo externo em metanol
Prepararam-se solucdes de nicotina pura com concentragdes entre os 1,16 e 145 ppm para
construir uma curva de calibracdo a cada comprimento de onda a ser estudado e se poder estimar

a gama de linearidade do método (Figura 3.10).
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Figura 3.10 — Dados para calibragdo de nicotina em metanol aos comprimentos de onda de 256,5, 262,0 e

267,5 nm pelo método de padrdo externo. Gama de concentracGes entre 1,16 e 145 ppm.
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Os dados experimentais obtidos mostram que a linearidade era observada até 58 ppm para

a analise a 256,5 e 262,0 nm e até 116 ppm para 267,5 nm. Os pontos que tém comportamento

linear foram tratados estatisticamente e calcularam-se os parametros de ajuste a uma reta por

regressdo linear pelo método dos minimos quadrados e também os limites analiticos. Os

calculos foram efetuados de acordo com as equacdes apresentadas na Tabela A8 no Anexo Il e

os resultados estdo na Tabela 3.6.

Parametro 256,5 nm 262,0 nm 267,5 nm
miSmt(gs%,N_l)(ppm'l) 0,0203+0,0005 | 0,0224+0,0005 | 0,0155+0,0003
DESb, 450 -1 -0,008+0,010 -0,01+0,02 0,01+0,02
r? 0,99942 0,99939 0,99955

LD (ppm) 1,4 1,4 3,2
LQ (ppm) 4,5 4,6 10,6
LL (ppm) 58 58 116

GD 12,8 12,6 11,0

Tabela 3.6 — Pardmetros das curvas de calibragdo de nicotina em metanol pelo método de padréo externo.

A avaliacdo da existéncia de outliers nos pontos utilizados foi feita por determinacéo do

intervalo de progndstico para cada ponto, estando os resultados apresentados na Tabela 3.7.

256,5 nm 262,0 nm 267,5 nm
CrictU s | 1Pmin | IPmax | Abs | IPmin | IPmax | Abs | IPmin | IPmax
(ppm)
0 -0,0007 | -0,0313 | 0,0153 | -0,0007 | -0,0350 | 0,0173 | -0,0007 | -0,0298 | 0,0445
1,16+0,03 | 0,0197 | -0,0076 | 0,0387 | 0,0223 | -0,0089 | 0,0431 | 0,0180 | -0,0118 | 0,0624
2,910,1 0,0537 | 0,0279 | 0,0737 | 0,0597 | 0,0303 | 0,0819 | 0,0450 | 0,0152 | 0,0894
5,810,2 0,1120 | 0,0869 | 0,1322 | 0,1237 | 0,0955 | 0,1465 | 0,0920 | 0,0603 | 0,1343
8,7+0,2 0,1693 | 0,1459 | 0,1907 | 0,1867 | 0,1607 | 0,2112 | 0,1383 | 0,1053 | 0,1793
11,6£0,4 | 0,2257 | 0,2048 | 0,2494 | 0,2490 | 0,2258 | 0,2759 | 0,1843 | 0,1503 | 0,2243
17,4405 | 0,3217 | 0,3224 | 0,3669 | 0,3550 | 0,3557 | 0,4057 | 0,2617 | 0,2403 | 0,3142
23,205 | 0,4643 | 0,4397 | 0,4846 | 0,5123 | 0,4853 | 0,5358 | 0,3780 | 0,3302 | 0,4042
29,0x0,6 | 05773 | 0,5568 | 0,6027 | 0,6377 | 0,6145 | 0,6662 | 0,4683 | 0,4201 | 0,4943
58+2 1,1743 | 1,1384 | 1,1965 | 1,2977 | 1,2569 | 1,3223 0,8700 | 0,9443
81+2 1,5693 | 1,6033 | 1,6719 | 1,7337 | 1,7704 | 1,8476 | 1,2737 | 1,2291 | 1,3050
93+2 1,7843 | 1,8348 | 1,9106 | 1,9710 | 2,0260 | 2,1114 | 1,4490 | 1,4084 | 1,4857
116+3 2,2170 | 2,2971 | 2,3886 | 2,4343 | 2,5366 | 2,6396 | 1,8100 | 1,7665 | 1,8474
145+3 2,6847 | 2,8744 | 2,9867 | 2,9043 | 3,1741 | 3,3005 | 2,2313 | 2,2134 | 2,3003

Tabela 3.7 — Valores do intervalo de prognoéstico das curvas de calibracdo de nicotina em metanol pelo método

de padrdo externo aos comprimentos de onda de 256,5, 262,0 e 267,5 nm.

Incerteza da concentracéo calculada para 95% com fator de expansdo K=2.
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Os valores calculados do intervalo de progndstico na Tabela 3.7 mostram que aos
comprimentos de onda 256,5 e 262,0 nm as concentragdes a partir dos 58 ppm sdo outliers
(absorvéncias marcadas a vermelho). Assim, a exclusdo destes valores justifica-se por estarem
fora da zona de comportamento de linearidade e, por essa razdo, ndo devem ser utilizados como
pontos para calculo das equagdes das retas. A 267,5 nm o ponto de 58 ppm est