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RESUMO

FREITAS, J. M. Desenvolvimento de métodos eletroanaliticos simples, portateis e de baixo
custo para aplicacoes em analises forenses. 2019. 119f. Tese (Doutorado) — Programa de Pos-
Graduagdo em Quimica, Instituto de Quimica, Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia
- MG, 2019

Neste trabalho foi demonstrado o emprego de técnicas eletroquimicas no desenvolvimento de
métodos de andlise simples, de baixo custo e com caracteristicas portateis aplicados a Quimica
Forense. As técnicas de Voltametria de Onda Quadrada (SWV, do inglés, Square Wave
Voltammetry) e Amperometria de Multiplos (MPA, do inglés, Multiple Pulse Amperometry)
foram utilizadas em associacdo com o sistema de andlise por injecdo em batelada (BIA, do
inglés, Batch Injection Analysis) para determinagdo de cocaina e “screening” de adulterantes
mais comuns (cafeina, fenacetina, benzocaina, lidocaina, procaina, paracetamol e levamisol)
como processo de triagem em amostras apreendidas, além de sibutramina e efedrina em
suplementos alimentares e fitoterapicos. Nos métodos propostos neste trabalho, as amostras
necessitam somente uma etapa de dissolucao no eletrdlito suporte antes da inje¢do na célula
BIA. Uma varredura empregando SWV ¢ entdo realizada na amostra injetada que ¢
eletroquimicamente oxidada em um eletrodo de diamante dopado com boro (BDDE, do inglés,
Boron-doped Diamond Electrode), resultando em um perfil voltamétrico tinico. Utilizando as
condigdes experimentais otimizadas, uma faixa linear de 6 a 30 mg L™ !, foi obtida para cocaina,
com um limite de detec¢do de 0,27 mg L'!. SWV e BDDE também foram empregados para
determinagdo da presenca de adulterantes, tais como, sibutramina e efedrina em amostras
dopadas de medicamentos e/ou suplementos alimentares naturais, utilizados com intuito de
emagrecimento. A detec¢do da sibutramina foi possivel mesmo em amostras de grande
complexidade como multivitaminicos. Estudos mostraram uma resposta linear de 5a 50 mg L™!
e limite de detec¢do de 0,08 mg L' para sibutramina. O método SWV desenvolvido para
sibutramina também foi facilmente adaptavel ao sistema BIA. O estudo para determinacao de
efedrina em suplementos alimentares, fitoterapicos e urina foi realizado empregando um
sistema BIA-SWV. Uma faixa linear de 5 a 40 mg L' com limite de detecgdo de 0,13 mg L!
foram alcangados para efedrina. O uso dos protocolos de triagem ou “screening” desenvolvidos
neste trabalho se mostraram ferramentas promissoras para aplicagdes em analises forenses
criminais e aplicadas ao esporte. Adicionalmente métodos de quantificagdo foram descritos

para as espécies de interesse em diferentes tipos de amostra.

Palavras-chave: Quimica Forense. Voltametria de Onda Quadrada. Andlise por injecdo em

batelada. Triagem. Amostras apreendidas. Suplementos alimentares.



ABSTRACT

FREITAS, J. M. Development of simple, portable and low cost electroanalytical methods
for applications in forensic analysis. 2019. 119f. Tese (Doutorado) — Programa de Pos-
Graduagdo em Quimica, Instituto de Quimica, Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia
- MG, 2019

In this work it was demonstrated the use of electrochemical techniques in the development of
simple, low cost and portable analytical methods applied to Forensic Chemistry. The Square
Wave Voltammetry (SWV) and Multiple Pulse Amperometry (MPA) techniques were used in
association with the Batch Injection Analysis (BIA) system for cocaine determination and
screening process of the most common adulterants (caffeine, phenacetin, benzocaine, lidocaine,
procaine, paracetamol and levamisole) in seized samples, in addition to sibutramine and
ephedrine in food supplements and herbal supplements. In the methods proposed in this work,
the samples require only one step of dissolution in the supporting electrolyte prior to injection
into the BIA cell. A SWV scanning is then performed on the injected sample which is
electrochemically oxidized on a boron doped diamond electrode (BDDE), resulting in an unique
voltammetric profile. Using optimized experimental conditions, a linear range of 6 to 30 mg L~
! was obtained for cocaine, with a detection limit of 0.27 mg L. The accuracy of the method
was evaluated comparing results obtained by gas chromatography. SWV and BDDE were also
used to determine the presence of adulterants, such as, sibutramine and ephedrine in spiked
samples and/or natural dietary supplements used for weight loss purposes. The detection and
screening of sibutramine was possible even in highly complex samples such as multivitamins.
Studies have shown a linear response for sibutramine from 5 to 50 mg L' and a detection limit
of 0.08 mg L'. The SWV method developed for sibutramine was also easily adaptable to the
BIA system. The study for the determination of ephedrine in dietary, herbal supplements and
urine was carried out using a BIA-SWV system. A linear range of 5 to 40 mg L™ with detection
limit of 0.13 mg L' was achieved for ephedrine in 0.1 mol L™ acetic acid / acetate buffer, pH
4.75. The use of the screening protocols developed in this work have shown to be promising
and interesting tools for applications in criminal and sports forensic analysis. Additionally,

quantification methods were described for the species of interest in different samples.

Keywords: Forensic Chemistry. Square Wave Voltammetry. batch injection analysis.

Screening. Seized samples. Food supplements.
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1. INTRODUCAO
1.1. Preambulo

A analise de substincias como drogas licitas e ilicitas, venenos, explosivos,
residuos de armas de fogo e outras em diferentes tipos de amostras, faz parte da quimica forense
que tem um papel de destaque nas ciéncias forenses [1]. A quimica forense pode ser definida
como quimica analitica aplicada [2] com o objetivo de producdo de provas e evidéncias de
interesse juridico, lancando mao de diferentes métodos de andlise existentes, sejam esses
classicos ou instrumentais, tais como, cromatografia, espectrometria de massas, espectroscopia,
microscopia, eletroquimica (potenciometria), entre outras [3]. A escolha do procedimento
analitico vai depender de alguns fatores, como a adequag@o do método ao objetivo da anélise
(execugdo no laboratorio ou em campo, tempo necessario, quantidade de amostra, etc.), a
seletividade, sensibilidade, precisdo, a disponibilidade de recursos e principalmente a

infraestrutura do laboratorio.

Analise de drogas de abuso sdo de grande interesse para a quimica forense, pois
esse tipo de analise além de permitir a identificagdo dos principais componentes da droga,
possibilitando sua caracteriza¢ao, também pode ser utilizada para a identificagao de substancias
remanescentes do processo de fabricagdo ou refino [4]. Determinacao da pureza ou presenca de
adulterantes fornecem aspectos quimicos e dados que permitem a identificacdo de rotas de
trafico e origem da produgdo [5]. Neste sentido, projetos como o PeQui (Perfil Quimico) foram
desenvolvidos pela policia federal em parceria com universidades permitindo a identifica¢do
do “DNA” das drogas apreendidas no Brasil e possibilitando a identificacdo de rotas de trafico

e locais de producgao [6].

Alteracdes e falsificagdes de medicamentos ou suplementos, termos regulatéorios de
uso de substancias controladas e dopagem no esporte sdo também, frequentemente, objeto de
interesse e estudo na quimica forense. Neste campo, faz-se uso de diferentes técnicas analiticas
para a identificacdo de substancias quimicas que podem estar relacionadas a riscos a satde,
danos a vida e até mesmo 0bito, tendo como objeto de analise diversas amostras como agua,
alimentos, medicamentos ou drogas envolvidas em casos legais [7]. Falsificacdes de
medicamentos incluem doses diferentes das especificadas, principios ativos ausentes ou
presenca de principios ativos diferentes dos declarados. Suplementos alimentares também sao

alvos de falsificagdes ou adulteracdes frequentes, sendo que a adicdo de substincias nao
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declaradas tem como objetivo principal o aumento de eficicia e consequente aumento de vendas

e lucros.

Nesse contexto, a Quimica Forense desempenha um papel essencial em diversas
areas, como materializacdo de crimes, planejamentos operacionais, subsidios para agdes
policiais e judiciais, além de ser uma ferramenta muito importante contra fraudes, falsificagoes,

adulteragdes, etc. [8].

1.2. Drogas de Abuso - Cocaina

O uso de drogas ¢ uma pratica do homem realizada desde a antiguidade em
diferentes contextos culturais, terapéuticos ou em rituais religiosos com a finalidade de
transcendéncia. Atualmente, o uso de drogas ou substincias psicoativas estd mais relacionado
com a busca de prazer, alivio e fuga de situacdes cotidianas como problemas sociais, fisicos e
psiquicos, por esse motivo essa pratica esta presente em todas as classes sociais, o que resulta
em muitos dos grandes problemas politicos, econdmicos, de saide e sociais da sociedade

contemporanea [9].

Segundo dados do “World Drug Report” de 2017 da UNODC (escritério das
Nagoes Unidas que trata de crimes e drogas) [10], pelo menos 250 milhdes de pessoas,
aproximadamente 5% da populagao global adulta, usaram drogas pelo menos uma vez em 2015,
e pelo menos 29,5 milhdes de usuarios tém problemas com seu uso. Ainda segundo a UNODC,
grande reducao da qualidade de vida vem sendo observada na ultima década entre os usuarios,
principalmente de opioides e cocaina (COC). Também foi observado um aumento da produgao,
trafico e uma expansao generalizada do comércio de cocaina em todo o planeta, com grande
aumento de transacdes pela internet. Segundo estimativas, a producao total de cocaina pura, em

2015, chegou a 1.125 toneladas.

Um aumento na quantidade de cocaina apreendida a nivel mundial também foi
relatado, com valores recordes de 864 toneladas apreendidas em 2015, um aumento de 32% em
relagdo a 2014. Um total de 153 paises reportaram apreensdes de cocaina no periodo de 2010 a
2015, sugerindo que o trafico de cocaina ¢ um problema global, destacando-se a América do
Sul, onde a produ¢do e o consumo crescente acontecem em um ritmo maior. O Brasil além de

ser um grande mercado consumidor, ¢ também uma grande rota para o trafico mundial [10].
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1.2.1. Analises quimicas de cocaina

Os dados anteriores mostram como o uso de cocaina tem aumentado nos ultimos
anos € como isso vai se tornando um problema crescente para a sociedade. Devido a politicas
publicas e operacdes policiais ¢ observado um aumento nas apreensdes de cocaina e para o
prosseguimento do processo criminal, como materializagdo de provas e julgamento dos
envolvidos, a andlise do material apreendido se faz necessaria. Nesse contexto, 0 uso €

desenvolvimento de métodos analiticos mais baratos e portateis ¢ de fundamental importancia.

A andlise de cocaina apreendida, geralmente, ¢ feita em duas etapas, o exame
preliminar ou exame de constatacdo que € uma espécie de triagem ou “screening’ utilizando o
termo em inglés. Esse tipo de andlise requer testes rapidos, de facil operacdo e com
caracteristicas portateis para serem realizados em exames de campo levando a constatagdo
imediata de que o material apreendido é realmente cocaina. Apos o resultado positivo na analise
preliminar, o material apreendido ¢ entdo encaminhado para a analise definitiva, onde testes
realizados em laboratdrios especializados indicardao de forma mais exata a composi¢ao desse

material [8].

Existem diversos tipos de métodos analiticos que podem ser usados em analises
preliminares. Os mais comumente utilizados sdo os testes de odor, solubilidade, microcristal,
etc. [11]. Imunoensaios baseados em reagdes enzimaticas também sao comuns [ 12], bem como
testes de cor, como o teste de Scott e alguns “spot fests” colorimétricos [13]. Entretanto, a
grande maioria destes testes sdo pouco seletivos e suscetiveis a um grande numero de
interferéncias, levando a resultados falso-positivos. Testes de cor como o teste de Scott, por
exemplo, podem ter a interferéncia de um grande numero de compostos quimicamente
semelhantes a cocaina (aminas tercidrias ou sais de amonio quaternario), por exemplo, firmacos
ndo controlados, anestésicos, etc. Esses compostos estdo muitas vezes presentes no material
apreendido como adulterantes e/ou diluentes. Testes de imunoensaios sdo muito susceptiveis a
erros causados por matrizes biologicas, como também matrizes presentes em alimentos e

medicamentos [12].

Devido a falta de especificidade dos métodos rotineiramente utilizados em andlises
preliminares, estudos em modificacOes desses testes e desenvolvimento de novos sdo
constantemente realizados, visando melhoras em seletividade, além de atender as caracteristicas
desejaveis neste tipo de analise (simplicidade, rapidez, portabilidade e baixo-custo). Devido a

estas limitacgdes, testes definitivos devem ser realizados em sequéncia para que esses resultados
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corroborem, ou ndo, com os testes preliminares. Dentre as técnicas utilizadas em andlises
definitivas, a cromatografia, a espectroscopia, espectrometria de massas ou de mobilidade
i0nica e eletroforese capilar vém tendo grande destaque [14,15]. Estas técnicas possuem um
alto desempenho analitico e sdo técnicas robustas que possibilitam a identificacdo de uma
grande variedade de drogas, as limitagdes ficam por conta do alto custo, complexidade e no fato
de que nem todas substancias proibidas ou controladas podem ser analisadas nas condi¢des que
a técnica exige, por exemplo, substancias que sofrem degradagdo em andlises utilizando um
cromatografo gasoso, ou no caso de misturas de compostos com grupos funcionais observados

na mesma regido de interesse em uma analise por infravermelho [8].

Neste contexto, o uso de técnicas eletroanaliticas em analises preliminares, que
além de simples, de baixo custo e portateis, podem proporcionar um aumento na confiabilidade
dos resultados de analise obtidos no local da apreensdo. Com isto, documentos como o Auto de
Prisao em Flagrante (APF), que contém as informagdes advindas da situacdo de flagrante,
podem ser homologados, garantindo a constatacdo de que se trata, realmente, de flagrante,

garantindo a policia as providéncias cabiveis, como prisdes cautelares de acordo com a lei.

Outro aspecto muito importante na analise de drogas de abuso apreendidas, em
especial a cocaina, ¢ tragar o perfil quimico do material apreendido. Através deste perfil, que ¢
intrinseco de cada amostra (uma impressao digital), diversas informag¢des podem ser obtidas,
como origem da droga, relacdes entre fornecedores, traficantes e usuarios, assim como as redes
de trafico e distribuicao. O perfil quimico de uma amostra consiste em conhecer os constituintes
presentes além da droga em si. Esses constituintes podem ser: (i) componentes naturais, como
materiais de origem vegetal provenientes da manufatura da droga; (ii) subprodutos, que sdo
substancias geradas durante a producao, armazenamento ou transporte; (iii) diluentes, que sao
substancias sem efeito ativo adicionadas a droga original para o aumento de volume e
consequente aumento de lucro para os traficantes e; (iv) os adulterantes que possuem efeito

farmacoldgico e visam potencializar ou mimetizar os efeitos da droga [8,16].

1.2.1.1. Analises de adulterantes de cocaina em processos de triagem

Traficantes de drogas usam diversos modos de aumentar o lucro com as vendas de
cocaina, sendo que a adicdo de diluentes e adulterantes ¢ uma pratica extremamente
comum [17,18]. Dentre os diluentes mais comuns estdo os acidos bodrico e benzoico, diversos

tipos de agucar como D-sorbitol, mio-inositol, maltose, amido, etc. J& entre os adulterantes mais
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comumente encontrados em amostras apreendidas estdo analgésicos como fenacetina (FEN) e
paracetamol (PAR), estimulantes do sistema nervoso central como cafeina (CAF) e levamisol
(LEV) e farmacos com propriedades anestésicas como benzocaina (BEN), lidocaina (LID) e
procaina (PRO) [6,19-26]. A Figura 1 apresenta as estruturas moleculares da cocaina e dos

principais adulterantes comumente encontrados em amostras de cocaina apreendidas.

Figura 1. Estruturas moleculares da cocaina e dos adulterantes mais comuns encontrados em amostras

apreendidas.
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Os métodos analiticos mais utilizados para analise qualitativa ou quantitativa de
adulterantes em amostras de cocaina sdao aqueles que utilizam técnicas espectroscopicas [27]
ou cromatograficas [24,28]. Estas técnicas sdo poderosas em termos analiticos, apresentando
excelentes resultados em diferentes tipos de andlise de adulterantes em amostras de cocaina,
mas geralmente envolvem instrumentacdo de alto custo e também apresentam dificuldades para
o uso em campo (portabilidade). Entretanto, estudos empregando espectrometria de massas
(MS, do inglés, Mass Spectrometry) e espectroscopia no infravermelho (IR, do inglés, Infra-
red) de forma portatil foram apresentados recentemente para analise de cocaina e adulterantes,
Wagli et al, apresentaram um sistema portatil envolvendo extra¢do liquido-liquido com
detecgdo IR para determinagdo de cocaina em saliva [29]. Santos et a/ demonstraram o uso de

cromatografia em papel para screening das amostras contendo cocaina e diferentes adulterantes
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(lidocaina e levamisol) com subsequente quantificagdo empregando modelos obtidos por MS
[30]. Em outro trabalho de Lawton et al, foi demonstrada a validagdo analitica para métodos
empregando MS de forma portatil para diferentes tipos de substancias de interesse forense,

como cocaina [31].

Técnicas eletroquimicas apresentam uma alternativa de menor custo, boa
sensibilidade, portabilidade e possibilitam a analise com etapas simples de preparo de amostras,
inclusive com a presenga de material particulado [32,33], e t€ém sido bastante empregadas nos
ultimos anos. Uma revisdo publicada recentemente [34], descreve varios métodos
eletroquimicos com caracteristicas portateis que foram desenvolvidos para analise de cocaina.
Contudo, somente uma pequena quantidade de trabalhos ¢ encontrada na literatura empregando
técnicas eletroquimicas que unem portabilidade e analise de adulterantes. Dos métodos que
analisam cocaina na presenca de adulterantes podemos destacar Salles et al, que realizaram
analises de fenacetina usando um eletrodo de carbono vitreo (GCE) modificado com polimero
molecularmente impresso [35]. Diferentes estratégias de modificagdo de eletrodos foram
realizadas por Asturias-Arribas e colaboradores para a producao de um biossensor com
citocromo P450 em eletrodos impressos [36,37]. Também s3o encontrados varias outras
estratégias para detecgdo seletiva de cocaina utilizando diferentes modificagcdes da superficie
eletrodica [26,32,38-42]. O uso de eletrodos sem modificagao também ¢ relatado em estudos
pioneiros de deteccdo eletroquimica de cocaina em amostras apreendidas [43,44].
Recentemente um estudo demonstrou um método portatil para a deteccdo de diferentes
adulterantes em amostras de cocaina apreendidas utilizando eletrodo impresso de carbono nao

modificado [23].

1.3. Suplementos alimentares e fitoterapicos utilizados para emagrecimento

Segundo dados da Organizagao Mundial da Saude (OMS), a obesidade no mundo
triplicou desde 1975. Em 2016, mais de 1,9 bilhdes de adultos estavam com sobrepeso, destes,
aproximadamente 650 milhdes eram obesos. A obesidade ¢ considerada uma epidemia pela
OMS, sendo que a maioria das pessoas vivem em paises onde a obesidade e o sobrepeso matam
mais que o baixo peso (IMC < 18,5) [45]. Em busca de melhorar a qualidade de vida e também
por fins estéticos, um grande niimero de pessoas recorre ao uso de medicamentos anorexigenos
(inibidores de apetite), como sibutramina, femproporex, anfepramona, ou estimulantes do

sistema nervoso central que agem como termogénicos como a cafeina, efedrina, etc. Em geral,
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esse tipo de medicamentos possui efeitos colaterais danosos a saude e, portanto, seu uso €

constantemente revisto pelas agéncias de satide governamentais [46—48].

Suplementos alimentares e/ou fitoterapicos para emagrecimento sao utilizados
como meios alternativos ao uso de medicamentos sintéticos, com a concepg¢do erronea de que
ndo oferecem riscos a saude ou que causam menos ou até mesmo ndo possuem efeitos
colaterais. Estes suplementos tanto podem trazer naturalmente efeitos colaterais como também
sao frequentemente alvos de falsificacdes e adulteragdes com a adi¢ao de substancias sintéticas
ndo declaradas no rotulo (fraudes) com a inten¢do de aumentar sua eficacia e competitividade
no mercado [49-54]. Assim, com o livre comércio e a grande popularidade desse tipo de
medicamento, o uso de métodos analiticos capazes de detectar rapidamente (triagem ou
“screening”) e/ou quantificar possiveis adulterantes em formulagdes fitoterapicas para

emagrecimento ¢ de fundamental importancia.
1.3.1. Adulterantes em suplementos alimentares e fitoterapicos

Sibutramina é uma droga anorexigena pertencente aos inibidores seletivos de
recaptacdo de serotonina que age diretamente na supressao do apetite. Inicialmente indicada
para tratamento de pessoas obesas com indice de massa corporal (IMC) igual ou maior que 30
kg/m? [55], teve seu uso niio recomendado a partir de 2010 pelas agéncias nacionais de saude
europeia e americana devido ao seu risco potencial de causar infartos [47,48]. Sibutramina
também aparece na lista de substancias proibidas pela Agéncia Mundial Antidoping (WADA,
do inglés World Anti-Doping Agency) [56]. No Brasil, o uso da sibutramina ¢ regulamentado
pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) sendo permitido seu uso com a dose
diaria recomendada (DDR) de 15 mg/dia e a quantidade de medicamento por receituario deve

ser de, no maximo, para 60 (sessenta) dias de tratamento [57].

O acesso facilitado aos suplementos ou medicamentos fitoterapicos (ndo sao
necessarios receitudrios) e a emergente busca por esse tipo de tratamento tem chamado atengao
para esse mercado, a cada dia surgem novas e diferentes formulagdes que prometem
emagrecimento sem efeitos indesejaveis. Porém, diversos relatos na literatura e em noticiarios
mostram que a adulteracdo desses medicamentos com o objetivo de aumentar sua eficicia ¢
uma pratica bastante comum e que vem aumentando atualmente [49,58,59]. O efeito de suprimir
o apetite causado pela sibutramina e a consequente inducdo ao emagrecimento torna esse

medicamento sintético um dos mais comumente encontrados em casos de adulteragdes [54].
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A Efedrina é um alcaloide pertencente ao grupo das anfetaminas, derivada de varias
plantas do género Ephedra, pode ser usada como substancia termogénica atuando no aumento
do consumo de energia. Além disso, possui agdo hipertensiva, aumentando o fluxo de sangue
para o coragao [53]. Seu uso ¢ liberado pela Anvisa desde que seja acompanhada de receita
médica [60]. Estudos mostraram que o uso de efedrina em associagdo com cafeina aumenta o
desempenho aerdbico de esportistas melhorando o desempenho e auxiliando no emagrecimento
[61,62]. Porém, efeitos colaterais como problemas cardiovasculares, infarto e morte subita
foram relatados apos a ingestdo da substancia [63]. O comité de substancias proibidas da
WADA estabelece uma concentragio maxima de 10 ug mL™! de efedrina na urina [56], sendo
que a taxa de excrecdo de efedrina inalterada ¢ em torno de 60% [64,65]. Em 2004, a FDA
proibiu a comercializacdo de suplementos alimentares contendo efedrina, estabelecendo que
qualquer suplemento onde fosse constatada sua presenca seria considerado como adulterado

[66].

Suplementos alimentares contendo Ephedra sp., também conhecidos como Ma
Huang, sdo usados com a finalidade de emagrecimento devido a liberacdo de catecolaminas e
estimulacdo dos receptores 3-adrenérgicos no tecido adiposo, provocando assim seu efeito
termogénico [67]. Porém, varios estudos de casos clinicos mostraram que houve efeitos
adversos como sintomas psiquicos e cardiovasculares em pessoas que consumiram esse tipo de
suplementos. Segundo a literatura, assim como a sibutramina, efedrina também ¢ uma das

substancias frequentemente usadas em adulteragdes de fitoterapicos [68].

Nesse contexto, diversos trabalhos sdo encontrados na literatura visando a
identificacdo de adulterantes usando diferentes métodos analiticos. Para a maioria dos
adulterantes, 1% ou a dose diaria recomendada ¢ a menor quantidade adicionada para obtenc¢ao
dos efeitos farmacologicos [68—70]. Varios trabalhos utilizando cromatografia liquida de alta
eficiéncia [53,54,71,72], cromatografia gasosa ou liquida com detec¢do por espectrometria de
massas [73-76], cromatografia de camada delgada de alta eficiéncia [51,54] ou simples [68],
cromatografia liquida de ultra eficiéncia [77,78], espectroscopia de infravermelho [79],
espectrometria de mobilidade i6nica [80], métodos espectrofotométricos [81,82], além de
eletroforese capilar [58,83—85] foram descritos na literatura. Métodos empregando técnicas
eletroquimicas para determinacdo de sibutramina [86—89] e efedrina [64,65,90,91] também
foram relatados, porém, a exce¢ao de Wang, et al. [84] e Barbosa, et al. [89], que aplicaram o

método desenvolvido em amostras de alimentos funcionais, nenhum desses métodos foram
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aplicados em amostras de suplementos ou medicamentos fitoterapicos. A Figura 2 apresenta as

estruturas moleculares da sibutramina e da efedrina.
Figura 2. Estruturas moleculares da sibutramina e da efedrina.
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1.4. Técnicas eletroquimicas

Diversas técnicas eletroquimicas sdo empregados em determinacdes analiticas,
dentre elas, técnicas interfaciais que podem ser estaticas (corrente desprezivel fluindo no
sistema) como a potenciometria, ou dindmicas (presenga de corrente mensuravel) como as
voltametrias e a amperometria [92]. Voltametria ciclica (CV, do inglés Cyclic Voltammetry) é
a técnica mais utilizada para a aquisicdo de informagdes sobre reagdes eletroquimicas. Assim,
¢ frequentemente, o primeiro experimento realizado em um estudo eletroquimico, pois oferece
uma elucidagdo dos potenciais redox de espécies eletroativas além de informacdes importantes
sobre efeito do material do eletrodo de trabalho e do meio (eletrolito de suporte e/ou pH)

empregados sobre o processo redox [93].

Voltametria de onda quadrada (SWV, do inglés Square-Wave Voltammetry), ¢ uma
técnica voltamétrica diferencial na qual a aplicagdo do potencial no eletrodo de trabalho se da
na forma de uma onda quadrada simétrica sobreposta em uma escada de potencial. A aquisi¢ao
do sinal na SWV ¢ realizada no fim da aplica¢do de cada degrau de potencial, de forma que a
corrente faradaica seja obtida apos a minimiza¢ao da contribui¢do da corrente capacitiva, uma
vez que o decaimento da corrente capacitiva com o tempo € mais rapido do que o decaimento
da corrente faradaica [94]. E considerada uma das técnicas mais rapidas e sensiveis. Limites de
deteccdo compardveis aos de técnicas espectroscopicas podem ser atingidos em algumas

situagdes como determinacdes de metais, por exemplo. Além de propodsitos analiticos, através
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da avaliacdo de resultados obtidos em fun¢do de variagdes em parametros da técnica SWV,
informacdes cinéticas e mecanisticas de processos redox podem ser obtidas, com destaque para
reacoes de cinética rapida. Isto se deve a natureza de aplicacdo do potencial ao eletrodo de
trabalho e a forma de aquisi¢ao da corrente onde as contribui¢des capacitivas sao minimas.
Além disto, a corrente resultante é obtida através da subtragdo entre a corrente direta (medida
no final do pulso anddico) e a corrente reversa (medida no final do pulso catoédico), como a
corrente reversa ¢ geralmente de sinal oposto ao da corrente direta ocorre uma somatodria das
correntes proporcionando assim o aumento da sensibilidade (especialmente para processos

eletrodicos reversiveis) [93-95].

Amperometria convencional ou cronoamperometria ¢ uma técnica eletroanalitica
na qual o sinal resultante ¢ uma corrente obtida a partir da aplicagdo de um potencial constante
ao eletrodo de trabalho, o que a diferencia das técnicas voltamétricas, onde a corrente
monitorada ¢ um resultado da variagdo do potencial ao longo de uma varredura [96]. Através
do monitoramento da corrente no potencial aplicado € possivel verificar se uma reagdo de
oxidagdo ou de redugdo de uma espécie ocorre e este fendmeno ¢ conhecido como detecgao
amperométrica [97]. Estratégias para detec¢do simultdnea de mais de um composto eletroativo
utilizando amperometria sdo apresentadas na literatura, seja empregando mais de um eletrodo
de trabalho [98—101], ou empregando a técnica de amperometria de multiplos pulsos (MPA, do
inglés Multiple Pulse Amperometry) [102—-105]. Na MPA e com uso do software GPES
(Metrohm Autolab) podem ser aplicados até¢ 10 pulsos de potencial de forma sequencial e
repetitiva no mesmo eletrodo de trabalho, sendo possivel o monitoramento da corrente em cada
pulso de potencial (o que corresponde a aquisicdo de até 10 amperogramas distintos
simultaneamente) [102]. Nao foi possivel o uso do software NOVA (Metrohm Autolab) em

experimentos de MPA devido a limitagdes do software.

Determinacdes simultaneas de compostos eletroativos em potenciais redox distintos
(AE > 0,1 V) [70] somente sdo possiveis empregando a técnica de amperometria a potencial
constante quando mais de um eletrodo de trabalho, como eletrodos de carbono vitreo ou
diamante dopado com boro, sdo usados na detec¢ao [75-77]. Quando somente um eletrodo de
trabalho ¢ usado, determinag¢des simultaneas empregando amperometria somente sdo possiveis

se a amperometria de multiplos pulsos for empregada [78].
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1.5. Eletrodo de diamante dopado com boro (BDD)

O diamante possui uma estrutura composta por carbonos hibridizados sp* ligados
entre si em uma geometria tetraédrica. A auséncia de ligagcdes m em sua estrutura o torna um
mal condutor elétrico, possuindo um “bandgap” de 5,45 eV e uma resistividade alta, da ordem
de 10'° Q cm, por isso, é considerado um material isolante. Para a reducdo desta resistividade,
tratamentos como a inser¢cao de terminag¢des em hidrogénio, com plasma de hidrogénio, por
exemplo, sdo realizadas em filmes de diamante ou no préprio diamante natural para a redugao
dessa resistividade. Mesmo ap0s esse tipo de tratamento, sua resistividade (~10° Q cm) ainda é
considerada alta do ponto de vista de obtengao de materiais semicondutores. Por isso, processos
de dopagem sao aplicados a filmes de diamante, melhorando a condutividade e tornando-o um

material promissor para ser empregado como eletrodo [106].

Entres os dopantes mais comuns estdo nitrogénio, fosforo, enxofre e boro. Sendo o
ultimo mais utilizado para a produg¢ao de eletrodos de diamante, pelo fato do boro possuir menor
energia de ativacdo como transportador de carga (0,37 eV). A dopagem se da durante o processo
de crescimento do filme de diamante pela técnica de deposi¢do de vapor, onde diborano (B2Hg),
trimetilborato (C3H9BO3) ou 6xido de boro (B203) sdo adicionados a mistura de gases a serem
depositadas no substrato (geralmente pastilhas de silicio). Varidveis como reatividade,
estabilidade, toxicidade e disponibilidade das substancias adicionadas como dopantes devem
ser levadas em consideragdo, tornando dessa forma, o B>O3, 0 mais comum nos processos de

dopagem [107,108].

Os eletrodos de diamante dopados foram introduzidos na eletroquimica por Pleskov
et al. em 1987 [109]. Diamante dopado com boro (BDD, do inglé€s boron doped diamond) ¢
material que possui propriedades eletrodicas superiores, se comparadas com algumas outras
formas de carbono, tais como: amplo intervalo de potencial onde a corrente de fundo ¢ baixa e
estavel permitindo uma ampla faixa de potencial de trabalho em meio aquoso, cinética
relativamente rdpida de transferéncia de elétrons, baixa adsor¢do molecular, além de
estabilidade mecanica e quimica [107,110]. Pleskov e colaboradores também demostraram
através de estudos fotoeletroquimicos que filmes de diamante podiam ter suas propriedades
superficiais modificadas através de pré-tratamentos. Nesse contexto diversos trabalhos sdo
encontrados na literatura para estudo e caracterizacao do comportamento eletroquimico obtido

através dos diferentes pré-tratamentos (anddicos ou catddicos) impostos a superficie dos

eletrodos de BDD [111-115].
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Eletrodos de BDD tem sido usado em diferentes aplicagdes, de tratamento de dgua
a eletrossinteses organicas e inorganicas, tecnologia em energia eletroquimica, biotecnologia,
além de eletroanalise [107], onde vem sendo usado com sucesso no desenvolvimento de
métodos eletroanaliticos. Detec¢do de analitos em diferentes tipos de amostras como
farmacéuticas [103,105,116-119], suplementos alimentares [120—123], amostras bioldgicas
[116,124—-126], agua [124,127,128] e biodiesel [129,130]. Entretanto ndo foram encontrados
trabalhos utilizando eletrodos de BDD em analises de cocaina, ou substancias utilizadas como

agentes emagrecedores como sibutramina e efedrina.

1.6. Analise por Injecio em Batelada (BIA)

Andlise por Injecdo em Batelada (BIA, do inglés, Batch Injection Analysis) ¢ um
sistema conceitualmente compardvel aos sistemas de inje¢do em fluxo (FIA, do inglés, Flow
Injection Analysis), no sentido de que também ¢é baseada no transporte hidrodinamico do analito
até a superficie do eletrodo de trabalho. Primeiramente apresentado em 1991 por Wang e Taha,
a técnica consiste em injecdes de pequenos volumes de solu¢des de amostra usando uma
micropipeta diretamente na superficie do detector (arranjo wall-jet) que estd imerso em grande

volume de eletrdlito suporte [131].

Similar a sistemas FIA, caracteristicas analiticas como velocidade,
reprodutibilidade, simplicidade e baixo custo podem ser atingidas por sistemas de BIA. Além
disso, esse tipo de arranjo dispensa o uso de valvulas, bombas e tubos de conexao eliminando
problemas relacionados a vazamento ou presenc¢a de bolhas de ar. No entanto, sistemas BIA
limitam a manipulagao das solugdes a serem injetadas, por exemplo, a conversdo de um analito
ndo detectavel a um detectavel (derivatizagdo), ndo € possivel “online” devido ao curto caminho

que o analito percorre da inje¢do ao detector [131].

A demanda por métodos analiticos portateis, capazes de serem operados fora do
laboratério, associada a busca por métodos simples, rapidos, seguros, capazes de fazerem
analises sequenciais com alta frequéncia analitica tornam a combinacao do sistema BIA com
deteccao eletroquimica bastante atrativa. A Figura 3 apresenta um esquema de uma célula BIA

adaptada para a detec¢do eletroquimica utilizando eletrodo de diamante dopado com boro.



32

Figura 3. Esquema de uma célula BIA com detecc¢ao eletroquimica, adaptada para o uso com eletrodo

de diamante dopado com boro. Fonte: Adaptado de [132].
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As potencialidades, bem como os conceitos e principios do sistema BIA associado
a deteccao eletroquimica t€m sido exploradas e demonstradas. Métodos envolvendo detecgao
por amperometria de multiplos pulsos (BIA-MPA) [105,117,133—-136], amperometria pulsada
(BIA-PAD) [137,138] e voltametria de onda quadrada (BIA-SWV) [119,134,139], foram
apresentados nos Ultimos anos. Sistemas BIA usualmente requerem o uso de pipetas eletronicas,
porém, estudos mostraram que o uso de padrdo interno permite o emprego de pipetas manuais
na injecdo [140], além de minimizar problemas relacionados com os fendmenos de adsor¢dao
irreversiveis (contaminacdao) [141]. O uso de pulsos de potenciais de limpeza e/ou
condicionamento do eletrodo de trabalho também sdo apresentados como alternativas para

evitar contaminacdes da superficie eletrodica [105,117,135,142].

O modelo atual de célula BIA conta com tampa para colocag@o dos eletrodos de
referéncia e auxiliar, facil fixacdo do eletrodo de trabalho no fundo da célula, além de uma base
que permite a sustentagdo da célula na bancada ou local de andlise permitindo a dispensa do
uso de suportes e garras para fixacdo da célula e dos eletrodos. Com isto, e juntamente com o
uso de pipetas eletronicas e potenciostatos portateis alimentados a bateria, a portabilidade do
sistema BIA foi estabelecida [143]. A adaptacdo de células BIA para o uso com eletrodos
impressos [144] favoreceu o crescimento € a propagagdo deste tipo de analise, associando

portabilidade e versatilidade. Recentemente, a primeira célula BIA produzida comercialmente
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foi lancada a partir de uma parceria entre a empresa fornecedora de materiais e equipamentos
para analise quimica Metrohm DropSens (Oviedo, Espanha) e nosso grupo de pesquisa. Esta
combinagdo de sistema BIA adaptado para eletrodos impressos foi denominada “Sistema
eletroquimico portatil para analises “on-site” [145]. O uso e operagdo de um sistema BIA
comercial foi demonstrado em um video, disponivel no site YouTube.com® [146] contando
com 633 visualizacdes até dia 23 de fevereiro de 2019. O video pode ser acessado utilizando o

codigo QR (do inglés, Quick Response) apresentado na Figura 4.

Figura 4. Coédigo QR para rapido acesso a video no YouTube.com® para visualizagdo do

funcionamento de uma célula BIA.
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2. OBJETIVOS

2.1.

Objetivos gerais

O objetivo geral deste trabalho ¢ o desenvolvimento de métodos eletroanaliticos

simples, portateis e de baixo custo para aplicagdes em analises de interesse forense como analise

do perfil quimico de amostras de cocaina apreendidas e detec¢do de adulteragdes de

suplementos alimentares e fitoterapicos usados para auxilio no processo de emagrecimento com

sibutramina ou efedrina.

2.2.

Objetivos especificos

Os objetivos especificos do trabalho:

>

Estudo do comportamento eletroquimico da cocaina utilizando eletrodo de

BDD;

Estudo do perfil voltamétrico de diferentes tipos de adulterantes comumente

presentes em amostras de cocaina apreendidas;

Desenvolvimento de um método de triagem rapida e quantificagdo de cocaina e

possiveis adulterantes em amostras de cocaina apreendidas;

Estudo do comportamento eletroquimico da sibutramina e efedrina utilizando

eletrodo de BDD;

Desenvolvimento de um método simples e rapido para deteccdo da presenga e
quantificacdo de adulteracdes com sibutramina ou efedrina em diferentes tipos
de amostras reais de suplementos alimentares e fitoterapicos utilizados para

emagrecimento.
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3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1. Reagentes e solucoes

Todas as solugdes aquosas foram preparadas utilizando dgua deionizada de alta
pureza (R > 18 MQ cm) obtida com um sistema de purificagdo de agua Milli Q (Millipore,
Bedford, MA, USA).

Todos os reagentes utilizados no desenvolvimento dos trabalhos apresentados nesta
tese foram de grau analitico e usados sem procedimento prévio de purificagdo. Possiveis
contaminantes presentes em acidos, como metais, nao apresentaram interferéncia nos estudos
realizados. As especificacdes de todos os reagentes utilizados no trabalho s3o apresentadas na

Tabela 1.

Tabela 1. Lista de reagentes usados no presente estudo e respectivas especificagdes.

Reagente Teor (%) Empresa Origem
Acido sulfurico 95-99 Vetec Rio de Janeiro - Brasil
Acido acético 99,7 Vetec Rio de Janeiro - Brasil
Acido fosférico 85,0 Synth Diadema - Brasil
Acido bérico 99,5 Panreac Barcelona - Espanha
Hidroxido de sédio 98,0 Panreac Barcelona - Espanha
Etanol 99,5 Synth Diadema - Brasil
NaCl 99,0 Synth Diadema - Brasil
KCl 99,0 Synth Diadema - Brasil
CaCl, x H20, 99,0 Synth Diadema - Brasil
NaxSOq4, 99,0 Vetec Rio de Janeiro - Brasil
KH2PO4 99,0 Synth Diadema - Brasil
NH4Cl 100,0 Synth Diadema - Brasil
Ureia 99,9 Vetec Rio de Janeiro - Brasil

Padrdes utilizados na primeira parte do trabalho: Cloridrato de cocaina (COC-HCI,
pureza 92,45%) foi fornecida pelo Instituto Nacional de Criminalistica da Policia Federal,
fenacetina, procaina, levamisol, benzocaina e lidocaina foram adquiridas da Sigma-Aldrich

(Steinheim — Alemanha), paracetamol e cafeina foram adquiridas da Synth (Diadema, Sao
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Paulo, Brasil). Para a segunda parte do trabalho padroes de sibutramina (SIB) foi obtida de
Nifty Laboratories, India e efedrina (EFD) de Fagron, India, ambas com 100% de pureza.

Diferentes solu¢des tampdo foram preparadas utilizando as concentragdes
adequadas dos respectivos acidos e o pH ajustado com NaOH 2 mol L. Para a solu¢io tamp3o
Britton-Robbinson (BR), acidos fosforico, acético e bodrico foram misturados em uma

concentragio de 0,04 mol L' de cada com o ajuste do pH realizado posteriormente.

No estudo do comportamento eletroquimico da cocaina em fun¢ao do pH, solugdes
tampao BR de diferentes pH (2,0 a 12,0) foram preparados em meio etanolico (70:30;
agua:etanol; v/v). Este procedimento foi adotado, inicialmente, com o objetivo de assegurar a
solubilidade da cocaina em todos os valores de pH. Nos demais testes, apds comprovada a
solubilidade da cocaina em solugdes com pH < 7,0, a cocaina foi diretamente diluida no
eletrolito suporte utilizado (H2SO4 0,1 mol L!). Todas as demais solugdes estoque de padrdes
e amostras utilizados nesse trabalho foram preparadas por diluigdo direta no eletrélito suporte

aquoso.

3.2. Amostras

Seis amostras apreendidas de cocaina foram fornecidas pelo Instituto de
Criminalistica de Sao Paulo. Essas amostras foram previamente analisadas qualitativamente e
quantitativamente utilizando cromatografia gasosa com detecc¢ao por ionizagdo em chama (GC-
FID) conforme procedimento descrito na literatura [24]. A Tabela 2 apresenta as composicoes
quimicas das amostras de cocaina utilizadas neste trabalho. Todas as amostras utilizadas foram
dissolvidas diretamente no eletrolito suporte (H2SO4 0,1 mol L) antes da analise com o método

proposto neste trabalho.
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Tabela 2. Composi¢cao quimica das amostras de cocaina apreendidas utilizadas [24].

Amostras Composicao (%; m/m)
Fenacetina Cafeina Lidocaina  Paracetamol ? Cocaina
1 6,4 - 1,1 - 60,2
2 13,7 2,7 0,9 - 40,8
3 19,4 - - - 72,7
4 11,8 39.3 1,6 - 21,6
5 0,7 30,6 6,7 Sim 10,7
6 - 40,2 1,1 - 10,3

. Composto foi analisado somente qualitativamente.

Nos estudos de adulteragao de suplementos alimentares com sibutramina, oito
amostras adquiridas em farmadcias locais, incluindo cinco formulagdes para emagrecimento
contendo somente produtos de fontes naturais (informados pelo fabricante), um suplemento a
base de cafeina, um multivitaminico comercial € um multivitaminico composto produzido em
uma farmdcia de manipulagdo foram empregados para a aplicagdo do método desenvolvido.
Informagdes sobre o nome comercial, forma fisica e composicdo declarada pelos fabricantes

sdo apresentadas na Tabela 3.
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Tabela 3. Caracteristicas e composi¢des declaradas pelos fabricantes de amostras utilizadas no estudo

de adulteragdo com sibutramina.

Amostra Nome comercial Forma fisica Composicao declarada
1 Cha verde Capsula Camellia sinensis
2 FC Cépsula Panax ginseng e Camellia sinensis
3 Quitosana Cépsula Quitosana
4 Spirulina Cépsula Arthrospira platensis e Arthrospira maxima
5 Garcinia Cépsula Garcinia cambogia
6 SC Cépsula Cafeina anidra e natural (Guarana e cola)
7 M. Comercial ~ Comprimido (a)"
8 M. Composto Cépsula (b)*

FC: Formulagdo composta; SC: Suplemento de cafeina; M: Multivitaminico: (a) Vitaminas A, B1, B2, B5, B6,
B12, C, D3, E, K1, Acido Félico, Biotina, Nicotinamida, Ca, Cu, Fe, Cr, I, Mg, Mn, Mo, Se, Zn; (b) Vitaminas A,
B1, B2, B6, B12, C, D3, PABA, Acido Félico, Nicotinamida, Extrato de uva, Tocoferol, Pantotenato de calcio,
Biotina, Colageno, Cr, S, Se, Si, Zn, Saccharomyces cerevisiae.

Para os estudos com o objetivo de identificagdo de adulteracdo de suplementos
naturais indicados para emagrecimento com efedrina, seis amostras adquiridas no comércio
local, além de um suplemento a base de cafeina, foram empregadas para a aplicacdo do método
desenvolvido. Informagdes sobre 0 nome comercial, forma fisica e composi¢ao declarada pelos
fabricantes sdo apresentadas na Tabela 4. Além das amostras de produtos naturais para
emagrecimento, amostras de urina sintética também foram utilizadas na aplicagdo do método

desenvolvido para a andlise de efedrina.
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Tabela 4. Caracteristicas e composi¢des declaradas pelos fabricantes de amostras utilizadas no estudo

de adulteragdo com efedrina.

Amostra  Nome comercial  Forma fisica Composicao declarada

1 Cha verde Capsula Camellia sinensis

Arthrospira platensis € Arthrospira

2 Spirulina Cépsula

maxima
3 Garcinia Capsula Garcinia cambogia
4 SC Cépsula Cafeina anidra e natural (Guarana e cola)
5 Garcinia composta Cépsula Garcinia cambogia e Centella asiatica
6 Lipo Diet® Cépsula (a)

(a) Extratos secos de: linhaga, gengibre, alcachofra, berinjela, chia, beterraba, psyllium (Plantago ovata), maca

peruana (Lepidium meyenii), laranja amarga ¢ maracuja.

No preparo das amostras de suplementos alimentares contendo SIB e EFD, quando
na forma de capsulas, 10 capsulas do mesmo produto foram abertas e os contetidos misturados
e homogeneizados, quando comprimidos foram utilizados, dez unidades da amostra foram
maceradas utilizando um almofariz e pistilo de porcelana. Em seguida, um grama de cada
amostra pura foi pesado e transferido para um tubo de centrifuga de 15 mL. Para as amostras
dopadas, adicionou-se 1% (m/m) dos padrdes de SIB ou EFD, misturando-se 0,99 g das
amostras com 0,01 g do respectivo padrao e transferidos para os tubos de centrifuga de 15 mL.
Posteriormente, 10 mL de eletrdlito suporte foram entdo adicionados nos tubos e agitados
manualmente, em seguida os tubos foram deixados em repouso por 10 minutos para decantagao
de solidos insoluveis. A proporcao de dopante nas amostras foi definida levando em conta a
posologia indicada do suplemento e a quantidade da substincia adulterante possivelmente
contida em uma amostra real, como no caso da SIB a dose diaria recomendada [55]. Apods o
preparo, todas amostras foram adequadamente diluidas até o intervalo de concentragdes linear

para cada método proposto.

A amostra de urina sintética foi preparada conforme descrito na literatura [147]
adicionando-se a seguinte composicao: 0,73 g NaCl, 0,40 g KCl, 0,27 g CaCl,xH>0, 0,56 g
NaxS0s4, 0,35 g KHoPO4, 0,25 g NH4Cl e 6,25 g ureia em um baldo volumétrico de 250 mL, e

completando-o com dgua deionizada. A amostra de urina foi utilizada logo apos a preparacao.
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As amostras de urina sintética foram dopadas com duas concentragdes diferentes
de EFD, 10 ¢ 20 mg L. Para realizacdo do screening pelo método BIA-SWV, 5 mL das
amostras foram diluidas com 5 mL do eletrolito suporte utilizado em uma concentragao dobrada
(Tampdo 4cido acético / acetato, 0,2 mol L', pH 4,75) com o objetivo de aumentar a capacidade
tamponante ¢ manter as condi¢des experimentais mais proximas possivel das condig¢des
otimizadas (Tampdo 4cido acético / acetato, 0,1 mol L, pH 4,75). Ap6s a dilui¢do, o pH da
solugdo (50% amostra + 50% tampao) foi medido e notou-se uma alteragdo de 4,75 para 5,18,

porém esta alteragao nao foi considerada significativa para a detec¢ao da EFD.

3.3. Instrumentac¢io
3.3.1.Medidas eletroquimicas

Todas as medidas eletroquimicas (amperométricas e voltamétricas) foram
realizadas utilizando um potenciostato/galvanostato pAUTOLAB tipo III (Eco Chemie,
Utrecht, The Netherlands - Metrohm®) interfaceado a um computador e controlado através do

software GPES 4.9.007 ou NOVA 2.1.

3.3.2.Eletrodos

Neste trabalho foram utilizados dois diferentes eletrodos de trabalho: carbono vitreo
(4rea geométrica = 7,07 mm?) e diamante dopado com boro (BDD; 4rea geométrica = 22,9
mm?). O GCE foi adquirido da empresa Bioanalytical Systems, Inc. (West Lafayette, Indiana,
EUA) e utilizado para um estudo voltamétrico de comparagao para a cocaina. Na limpeza deste
eletrodo usou-se o polimento mecanico com (granulometria 0,3 pm) com posterior lavagem
com agua deionizada. Antes do uso nos estudos propostos, a superficie de resposta dos eletrodos
foi testada (ativagao) através de voltamogramas ciclicos sucessivos em meio do eletrélito em
estudo (até obtengao de estabilidade). Os voltamogramas eram registrados na faixa de potencial

de 0,0 V a+1,8 V com velocidade de varredura de 50 mV s

O eletrodo de BDD foi adquirido da empresa NeoCoat SA - La Chaux-de-Fonds,
Suica). Trata-se de um filme de BDD com nivel de dopagem de boro de 7000 a 8000 ppm
depositado em uma base de silicio (0,7 x 0,7 cm) com espessura de aproximadamente 1,2 mm.
Antes do primeiro uso, o eletrodo de BDD foi submetido a um processo de limpeza/ativagao,

empregando dois modos de limpeza eletroquimica, uma anoddica (aplicando uma corrente de
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+0,01 A por 1000 s) em uma solugdo tampdo BR 0,04 mol L! de cada 4cido constituinte (pH
2,0) e uma catodica (aplicando-se uma corrente de -0,01 A por 1000 s) em meio de H2SO4 0,1
mol L. Estes tratamentos sio similares aos descritos na literatura [103,119]. Apds o primeiro
procedimento de ativagdo/limpeza, somente a limpeza catodica foi feita diariamente
previamente ao uso, para a gera¢cdo de uma superficie com terminagdes em hidrogénio, o que

melhora a transferéncia eletronica para alguns analitos e torna superficie mais condutiva [115].

Como eletrodo de referéncia utilizou-se um mini eletrodo de referéncia Ag/AgCl
(KCl sat.) [148] preparado no préprio laboratério pela eletrodeposi¢cdo de AgCl sobre um fio de
Ag através da aplicacdo de +0,3 V em meio de uma solu¢do de HC1 0,10 mol L™! durante 1 hora.

Como eletrodo auxiliar (contra-eletrodo), um fio de platina foi utilizado.

3.3.3.Célula Eletroquimica para medidas estacionarias

Nas medidas voltamétricas estacionarias com o eletrodo de BDD utilizou-se uma
célula de polipropileno (~15 mL) (Figura 5). Esta célula possui um orificio no fundo que
possibilita o posicionamento do eletrodo de BDD com auxilio de um anel (“o-ring”) de
borracha. O anel de borracha foi posicionado no fundo da célula e um pedaco de BDD (0,7 x
0,7 cm) foi fixado (pressionado) sobre o anel com auxilio de parafusos e uma placa metalica
servindo como contato elétrico, similar ao apresentado na Figura 5. A agitagdo foi promovida
por barra magnética com dimensdes iguais a: 1,5 cm de comprimento; 0,5 cm de largura e 0,5
cm de altura, como ilustrada na parte inferior da figura. Para os experimentos realizados com
eletrodo de carbono vitreo, utilizou-se um béquer de 10 mL como célula eletroquimica. Os
eletrodos de trabalho, auxiliar e referéncia foram posicionados na célula através de uma garra
de fixagdo. Todos os experimentos foram realizados sem a remog¢do do O> dissolvido e na

temperatura ambiente.
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Figura 5. Esquema de posicionamento do eletrodo de BDD e a placa metéalica. (B) Vista frontal da
célula estacionaria utilizada. (C) Vista superior da célula utilizada, mostrando o posicionamento do

eletrodo no fundo da célula. Adaptado de: [149].

(A) (B) (C)

3.3.4.Sistema BIA

Nos estudos com o sistema BIA, utilizou-se uma célula construida no proprio
laboratdrio [132]. A Figura 6 apresenta o diagrama e a respectiva célula constituida a partir de
um tarugo de polipropileno com as seguintes dimensdes: @ = 7,5 cm; comprimento: 6 cm. Com
auxilio de um torno (oficina da Faculdade de Mecéanica — UFU), um orificio com as seguintes
dimensdes foi efetuado no tarugo: Gintermo = 6 cm; profundidade =5 cm; volume total ~ 150 mL.
Na Figura 6 sdo apresentadas fotos da célula mostrando as vistas frontais e superior, para melhor
visualizacdo dos componentes do sistema BIA empregado. Nas fotos sdo mostrados os orificios
para posicionamento dos eletrodos € do micromotor DC (adquirido em lojas de produtos

eletronicos) para agitacdo que foi usada entre inje¢des quando utilizado BIA-SWV.
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Figura 6. (A) Imagem frontal da célula BIA utilizada no trabalho; (B) Imagem superior da célula BIA. Fonte: (A)
Adaptado de [97]; (B) Proprio autor.
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Para o posicionamento da ponteira do sistema de inje¢do uma tampa de
polipropileno foi adaptada no lado aberto do tarugo. Quatro orificios foram feitos na tampa,
sendo o orificio central (na mesma dire¢ao do orificio para o eletrodo na base da célula) para a
pipeta eletronica, e os trés orificios: dois para fixacdo dos eletrodos auxiliar e referéncia e um
para a insercao do agitador mecanico (Figura 6B). O sistema de agitagdo ¢ composto por um
micromotor DC de 12 V usado originalmente em secadores de cabelo ou brinquedos elétricos.
Ao eixo deste micro motor foi adaptado com uma haste de teflon [150] e a velocidade de
agitacdo ¢ controlada com uma fonte universal de potencial variavel (3 a 12 V - 700 a 4000

rpm). Quanto maior o potencial selecionado, maior € a rotacdo do motor (Figura 7B).

No orificio efetuado no centro da base (5,0 mm de didmetro) foi posicionado um
anel de borracha (O-ring) e sob este anel, a pega de BDD (0,7 x 0,7 cm) de forma similar ao da
célula estaciondria. A area 1til do eletrodo de BDD ¢ definida pelo didmetro interno deste anel
(5 mm; area = 22,9 mm?). Para fixacdo da peca de BDD e manter o contato elétrico, uma placa
metalica foi presa através de dois parafusos colados nas extremidades da parte inferior da célula.
A célula foi construida de forma que durante a inje¢do, a ponteira fique posicionada a

aproximadamente 2 mm do eletrodo de BDD com o objetivo de obter resultados reprodutiveis
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durante as andlises [151]. Para a inje¢do neste sistema utilizou-se uma pipeta motorizada
(Eppendorf® Multipette stream) que permite injecdes de 10 a 1000 pL (usando um combitip®
de 1 mL) com velocidades de injecdo de 28 a 250 pL s™! (Figura 7A).

Figura 7. Esquema de injecao no sistema BIA. (A) Sistema BIA montado com pipeta eletrdnica. (B)

Sistema de agitacdo. (C) Esquemas mostrando as etapas da inje¢do, mostrando o instante antes da

inje¢do (1), durante a injeg¢do e a analise (2) e ap6s a dispersdo da aliquota injetada (3). Fontes: (A) e

\

(B):proprio autor, (C) adaptado de [119].

(2)

Neste sistema, a injecdo pode ser realizada com ou sem agitagdo da solugdo no
interior da célula (Figura 7C-1). Na deteccao por SWV, a injecao ¢ realizada de forma que a
aliquota injetada permaneca proximo a superficie do eletrodo durante toda a varredura (Figura
7C-2), sendo dispersada somente no final quando a agitacao ¢ ligada, preparando o eletrodo
para uma nova inje¢do (Figura 7C-3). Uma ideia melhor sobre o que ocorre na superficie do
eletrodo pode ser visto no intervalo de tempo entre 5,11 e 5,48 minutos de um video disponivel

na internet [146] Na deteccdo por MPA, a agitagdo pode estar ligada o tempo todo, pois a
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aquisi¢ao do sinal ¢ simultanea a injecdo. A agitagdo serve para que o tempo de contato entre a

amostra e o eletrodo seja reduzido e minimize possiveis problemas de contaminagao.

Todo o sistema de analise apresentado neste trabalho pode ser facilmente adaptado
em relagdo a portabilidade, para isso utilizando um mini potenciostato que funciona a bateria,
um computador ou outro hardware portatil como um tablet, por exemplo, para aquisi¢do e
tratamento dos dados da andlise. A Figura 8 apresenta uma foto de um sistema de analise

eletroquimica portatil.

Figura 8. Foto de um sistema BIA portatil. (A) Microcomputador para aquisi¢do e tratamento dos

dados. (B) Mini-potenciostato portatil. (C) Sistema BIA. Fonte: Proprio autor.

O mini-potenciostato mostrado na Figura 8 conectar-se ao microcomputador
utilizando um cabo e uma conexdao USB (do inglés, “Universal Serial Bus) ou, como
apresentado na foto, uma conexdo Bluetooth. Este sistema apresentado pode ser utilizado para

todos os métodos analiticos desenvolvidos neste trabalho.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Consideracoes iniciais

Os resultados e discussdes deste trabalho serdo divididos em duas partes. Na
primeira parte, serdo apresentados os estudos realizados para desenvolver o método de
triagem (“screening”) e quantificacao de cocaina e adulterantes em amostras apreendidas pela
Policia Federal. Na segunda parte, serdo apresentados os estudos relacionados com o
desenvolvimento de um método para determinagao de adulteragdes com SIB e EFD em diversas

formulagdes e suplementos usados para emagrecimento.

4.2. Parte 1: Triagem e quantificacdo de cocaina e adulterantes em amostras

apreendidas
4.2.1.Comportamento eletroquimico da cocaina

O comportamento eletroquimico da cocaina (COC) e dos adulterantes mais comuns
como: benzocaina (BEN), cafeina (CAF), levamisol (LEV), fenacetina (FEN), lidocaina (LID),
procaina (PRO) e paracetamol (PAR) foi inicialmente investigado utilizando-se voltametria
ciclica (CV) em solucdes tampao BR em uma faixa de pH de 2,0 a 12,0. Dentre os compostos
analisados, alguns apresentam baixa solubilidade em meio aquoso [152], entdo, adicionou-se
etanol a solucao tampao BR (30:70; v/v, respectivamente) para garantir a solubilidade dos
compostos menos soluveis. Sem o solvente organico foi observada uma turvagao nas solugdes

de pH superior a 7,0 indicando uma precipita¢do de alguns compostos.

O estudo foi conduzido utilizando BDD como eletrodo de trabalho em uma faixa
de trabalho entre 0,0 e 1,8 V vs Ag/AgCl (KClsat). A Figura 9 apresenta os resultados obtidos
para o estudo de pH para cocaina e alguns interferentes, nota-se que para a cocaina foi
observado um processo de oxidagdo somente a partir de valores de pH > 5,0 (Figura 9A), o que
esta de acordo com estudos anteriores que promoveram a oxidacdo da cocaina em outras
superficies de carbono [43,44]. Também pode-se observar que todos os adulterantes estudados
apresentam processos de oxidag@o nas faixas de pH e potencial avaliadas. Para ilustragdo a
Figura 9C apresenta os voltamogramas ciclicos obtidos para a COC e demais adulterantes em

pH=6.
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Figura 9. Efeito do pH nos (A) potenciais de pico e (B) correntes anddica para 0,5 mmol L! de
cocaina (m), cafeina (®), benzocaina (V), procaina (¢) ¢ fenacetina (A ), obtidos com CV usando
eletrodo de BDD em solugdes tampédo BR de diferentes pHs (2,0 a 12,0). (C) Voltamogramas obtidos

para cocaina e demais adulterantes em pH = 6. Pardmetros CV: Velocidade de varredura: 50mV s’/;
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A Figura 9 mostra que o comportamento da cocaina difere bastante do
comportamento dos adulterantes usados para comparagao, principalmente quanto a corrente de
pico (Figura 9B). Nos valores de pH de 1,0 a 5,0 ndo foram observados sinais de oxidagdo. O
processo comeca a ser observado somente a partir de pH = 6,0 onde ocorre um aumento
significante dos valores de corrente para a oxidacdo da cocaina. Entretanto, quanto maior o pH
da solu¢do, menor a faixa de trabalho na regido anddica devido a oxidagao do eletrdlito suporte
e evolucgdo de oxigénio, tornando o pico obtido para a cocaina em valores de pH elevados pouco
definidos e irreprodutiveis (Figura 9C). Um estudo recente realizado por de Jong e
colaboradores [23] mostrou a detec¢do seletiva de cocaina em eletrodos impressos de carbono
em meio de KCI1 0,1 mol L' + KH,PO4 0,020 mol L' (pH 7,0). Um teste realizado no mesmo

eletrolito utilizando eletrodo de BDD nao apresentou sinais de oxidag¢do para cocaina!

De acordo com a literatura, cocaina possui uma baixa solubilidade em meio aquoso
em valores de pH maiores que 8, devido ao seu pKa = §,6. Nesta condigao, héd a desprotonagao
do grupo amino tercidrio presente na estrutura da molécula, (Figura 10), tornando a molécula

menos polar e consequentemente menos solivel em solugdes aquosas.
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Figura 10. Solubilidade da cocaina em funcdo do pH da solucdo.
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A Figura 10 apresenta a solubilidade prevista para a cocaina obtida através de
simulacdes [153,154] e disponivel no site Chemicalize® [155]. Este grafico ilustra como a
solubilidade da cocaina varia drasticamente em valores de pH proximos ao pKa da molécula
(8,6). O comportamento previsto na Figura 10 estd de acordo com informagdes encontradas na
literatura [ 156]. Portanto, observa- se que solugdes com pH < 7 seriam mais apropriadas (maior
solubilidade) para se trabalhar com a cocaina sem necessidade de uso de solventes organicos.
Porém, o processo de oxidacdo da cocaina em meios acidos (pH < 6,0) ocorre em potenciais
superiores a 1,8V (vs. Ag/AgCl), o que limita sua detec¢cao na maioria dos eletrodos de trabalho
disponiveis atualmente. De acordo com estudos prévios, o uso de H,SO4 como eletrélito suporte
e BDD como eletrodo de trabalho proporciona uma ampla janela de potencial relativa, bem

como correntes de fundo baixas e estaveis na regido anddica [157,158].

Dessa forma, o uso de H2SO4 0,1 mol L' como eletrélito suporte foi avaliado. Para
comprovagao, o eletrdlito suporte foi utilizado para varreduras empregando GCE e BDD como

eletrodos de trabalho. A Figura 11 mostra os voltamogramas ciclicos obtidos.
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Figura 11. Voltamogramas ciclicos obtidos na auséncia (—) e na presenga de 150 mg L-! de cocaina

utilizando GCE e BDD (---) como eletrodos de trabalho em meio de H2SO4 0,1 mol L-'. Velocidade

de varredura: 50 mV s°!, incremento de potencial: 5 mV.
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Na Figura 11 nota-se pelos voltamogramas ciclicos obtidos em meio de H>SO4 0,1
mol L! para os dois eletrodos uma diferenga na janela de potencial, sendo esta mais ampla para
o eletrodo de BDD (aproximadamente 0,4 V) que para o GCE. Além disso, ¢ possivel observar
o processo de oxidagdo da cocaina em potenciais maiores que 1,9 V, o que somente foi possivel
com o eletrodo de BDD devido a baixa corrente de fundo que o eletrodo apresenta nessa regido,
0 que ndo ¢ possivel com o GCE. Deste modo, H2SO4 0,1 mol L' e BDD foram selecionados
como eletrolito suporte e eletrodo de trabalho, respectivamente, para os estudos posteriores.
Mesmo com o eletrodo e o eletrdlito suporte otimizados, os voltamogramas obtidos com CV
para oxidagdo da cocaina apresentaram picos de oxidacao pouco definidos (Figura 11), devido
a alta corrente de fundo obtida em altos valores de potenciais (> 2,0 V), por esse motivo e por

uma melhora na sensibilidade do método, SWV foi empregada nos estudos seguintes.
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4.2.2.0timiza¢ao dos parametros de SWYV e estudo do mecanismo de oxida¢io da

cocaina

Para o desenvolvimento de um método analitico empregando SWV, os seguintes
parametros instrumentais necessitam ser otimizados: amplitude de pulso de potencial (a),
frequéncia de aplicacdo dos pulsos de potenciais (f) e incremento de varredura de potencial
(AE), com o objetivo de obter a melhor resposta, em termos de intensidade de corrente e perfil
voltamétrico. Na SWV, a frequéncia (f) de aplicagdo dos pulsos pode fornecer informagdes
importantes na elucidacdo do mecanismo pelo qual ocorre uma reagdo de oxirreducdo de
espécies eletroativas [159], assim, durante o processo de otimizacao da frequéncia, informagdes
sobre 0 mecanismo de oxidagdo da cocaina em meio de H2SO4 0,1 mol L' empregando um

eletrodo de BDD podem ser obtidas.

Todas as medidas obtidas com SWV foram realizadas com aplicacao prévia de um
potencial de (0,0 V) por 30 s, para condicionamento do eletrodo e estabilizacdo da corrente,
apos o condicionamento um tempo de equilibrio de 5 s sem aplicagdo de potencial foi utilizado
antes do inicio da varredura. Os voltamogramas de SWV apresentados nesta se¢do tiveram a
linha de base tratada para melhor visualizagdo dos picos, o tratamento foi realizado utilizando

o algoritmo “moving average”, com espessura de pico definida para 20 mV, disponivel no

software GPES 4.9.007.

4.2.2.1. Frequéncia: Otimizacao e estudo do mecanismo de oxidacdo da

cocaina

Para a sele¢do da frequéncia a ser usada no desenvolvimento do método foram
levados em consideragdo o aumento do sinal com o aumento da frequéncia, avaliada no
intervalo de 10 s a 250 s™!, bem como o alargamento dos picos com esse aumento. A Figura
12A apresenta os voltamogramas de onda quadrada registrados para 20 mg L™ de cocaina,
variando a frequéncia de aplicacdo de pulso e mantendo-se constante a amplitude de pulso em

50 mV e incremento de varredura em 2 mV.
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Figura 12. Voltamogramas de onda quadrada obtidos para cocaina 20 mg L-!, em diferentes
frequéncias de aplicacdo de pulsos de potencial (B) Relagdo entre potencial de pico (E)e a frequéncia

(f) de aplicacdo de pulso. Eletrdlito: H2SO4 0,1 mol L°'; a =50 mV; AEs =2 mV.
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A Figura 12A mostra que a variagdo da frequéncia para valores maiores provocou
um aumento na corrente de resposta bem como um deslocamento do potencial de oxidacao da
cocaina para valores mais positivos, levando em consideragdo o aumento da corrente ¢ o

aumento da largura dos picos, o valor de 60 s™! foi selecionado para os estudos posteriores.

Estes estudos de variagdo da frequéncia também foram realizados para obter
informagdes adicionais sobre o processo eletroquimico de oxidacdo da cocaina na superficie do
eletrodo de BDD em meio de H2SO4 0,1 mol L. O deslocamento do potencial de pico anddico
(Ep) para valores mais positivos (Figura 12B), demonstra um comportamento caracteristico de
processos irreversiveis [160]. A relagdo entre a corrente de pico (I,) e a varia¢do da frequéncia
de aplicacdo dos pulsos (f) pode trazer informagdes quanto ao transporte de massa para a
superficie do eletrodo. Uma relagao linear de I, x /¢ caracteristica de um sistema que envolve
preferencialmente processos adsortivos. J& os processos preferencialmente difusionais sio
caracterizados por uma relagdo linear de I, x /> [161]. A Figura 13A mostra a relagdo de I, x
/"2 para a cocaina. Observa-se pelo coeficiente de determinagio (R? = 0,98) uma relagio linear,
mostrando que para o sistema em questao, o transporte de massa ¢ preferencialmente controlado

por difusao.
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Figura 13. (A) Relagio entre corrente de pico (I,) € a raiz da frequéncia (f'/?). (B) Relagiio entre
potencial de pico (Ep) e o logaritmo da frequéncia de aplicagdo de pulso (log f). Eletrolito: H,SO4 0,1
mol L'!'; a=50 mV; AEs =2 mV.
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A Figura 13B mostra uma relacdo linear entre E, ¢ log /. Para reagdes redox

totalmente irreversiveis a inclinagdo da reta pode ser relacionada pela Eq. 1:
OE,/ dlog f'=-2,3RT/onF Eq. (1)

A Eq. 1 pode ser usada para estimar o nimero de elétrons envolvidos na reagao
redox [94,162]. Substituindo o valor do coeficiente angular da equagdo obtida na Figura 13B,
obtém-se um valor de 0,73 para an. Assumindo um valor de a = 0,5 para moléculas orgéanicas
[95], conclui-se que a reagdo de oxidagdo da cocaina envolve 2 (n = 1,45) elétrons. Estudos da
varia¢do do E, com o pH realizados por CV nao foram conclusivos devido a baixa resolugao
do pico de oxidagd@o da cocaina e alta corrente de fundo obtida com o eletrodo de BDD em altos
valores de potenciais (> 2,0 V) em meios de pH elevados. Entretanto, com o dados obtidos e
apds pesquisa na literatura [163—166], um mecanismo para a oxidacdo da cocaina em meio
acido pode ser proposto. O processo de oxidacdo acontece pela transferéncia de dois elétrons e
dois proétons, resultando em um ion intermediario iminio, apds isso, ocorre uma hidratacio e
um rearranjo intramolecular para a obtengao de produtos de N-dealquilagdo, que corresponde a
uma amina secundaria protonada e um formaldeido. A Figura 14 apresenta o esquema com o

mecanismo proposto.
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Figura 14. Esquema sugerido para mecanismo de oxidagdo da cocaina em meio de H,SO4 0,1 mol L~ .
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4.2.2.2. Amplitude

Outro parametro estudado foi a influéncia da amplitude de aplicagcdo dos pulsos de
potenciais na corrente de pico de oxidag@o da cocaina. A Figura 15A mostra os voltamogramas
obtidos mediante a variagdo deste parametro entre 10 ¢ 70 mV, mantendo-se constante a
frequéncia de aplicacdo de pulsos de potenciais em 50 s e o incremento de varredura de

potencial em 2 mV.

Figura 15. (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para 20 mg L' em fun¢do da variagdo nos
valores de amplitude de pulso de potencial aplicados. (B) Relagdo entre corrente de pico e amplitude

de pulsos. f =50 s"', AEs = 2mV.

(B)
s " " m = ©H
[ ]
| |
<
=1
- [ ]
| |
19 20 24 22 23 24 0 20 40 60 80 100
E/V Amplitude

Observando as correntes de pico obtidas em diferentes amplitudes (Figura 15B),
pode-se notar um comportamento linear até o valor de amplitude de 30 mV. Para valores acima
de 40 mV observa-se um aumento da largura do pico além de uma maior distor¢@o da linha de
base, além disso nenhum ganho significativo de corrente foi observado. Dessa forma o valor de

40 mV foi selecionado para os estudos posteriores.
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4.2.2.3. Incremento de potencial

O terceiro parametro estudado e otimizado da SWV foi o incremento de potencial
(AE) que determina a diferenca de altura entre um degrau de potencial e o degrau seguinte em
uma escada de potenciais aplicados ao eletrodo de trabalho. O produto da frequéncia de
aplicagdo dos pulsos de potenciais pelo incremento de varredura de potencial define a

velocidade de varredura (v = AE x f) [167].

O incremento de potenciais foi avaliado no intervalo entre 1 e 7 mV, mantendo-se
constante a frequéncia e amplitude de aplicacio de pulso em 50 s e 50 mV, respectivamente.
Os voltamogramas de onda quadrada registrados neste estudo sdo exibidos na Figura 16A.
Analisando-se estes resultados, observou-se que o aumento de incremento de potencial
promoveu acréscimo nos valores de corrente de pico. Além disso, pode-se notar o deslocamento
do potencial de pico para valores mais positivos, indicando comportamento irreversivel [161].
A Figura 16B exibe a relagdo entre a corrente de pico e o incremento de potencial.

Figura 16. Voltamogramas de onda quadrada obtidos para cocaina 20 mg L-! em fungdo da variacdo

no incremento de potencial. (B) Relagdo entre a corrente de pico (Ip) e a variagdo do incremento de

varredura (AE). f =50 s, a=50 mV.
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Valores de incremento de potencial maiores podem aumentar a corrente medida e
melhorar a sensibilidade do método. No entanto, altos valores de incremento provocam uma
omissdo de pontos do voltamograma resultando em possiveis deformagdes, além de
alargamento dos picos, o que pode ocasionar uma perda de seletividade no caso de
determinagdes simultaneas. Desse modo, o incremento de varredura de 6 mV foi selecionado

para a realizag¢ao do trabalho.
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4.2.3.Comportamento eletroquimico da cocaina e adulterantes por SWV

Apos otimizacao dos parametros de SWV, foi realizado o estudo do perfil
voltamétrico da cocaina e dos principais adulterantes encontrados em amostras apreendidas
(paracetamol, fenacetina, cafeina e lidocaina) fornecidas pelo Instituto de Criminalistica de Sao
Paulo. A Figura 17 apresenta os voltamogramas de onda quadrada sobrepostos obtidos para
cocaina e demais adulterantes (20 mg L' para todos os analitos) utilizando eletrodo de BDD

como eletrodo de trabalho.

Figura 17. Voltamogramas de ondra quadrada obtidos para 20 mg L' de cocaina (COC), lidocaina
(LID), cafeina (CAF), fenacetina (FEN) e paracetamol (PAR). Eletrolito suporte: H>SO4 0,1 mol L°';
Frequéncia: 60 s*'; Amplitude: 40 mV; Incremento: 6 mV. Resultados apresentados com corregdo da

linha de base.
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Os resultados apresentados na Figura 17 mostram que a oxidagao eletroquimica da
cocaina em aproximadamente +2,1 V tem uma boa resolugdo em relagdo aos demais
adulterantes encontrados nas amostras fornecidas. O paracetamol apresenta um processo de
oxidagdo por volta de 1,0 V, fenacetina em +1,1 V, cafeina e lidocaina em +1,5 ¢ +1,6 V,
respectivamente. Dessa forma pode-se notar que € possivel detectar seletivamente cocaina na
presenca de todos estes adulterantes, mostrando que uma triagem rapida ou “screening” desse

tipo de amostra € possivel usando o método proposto.
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Outros adulterantes utilizados para mimetizar os efeitos da cocaina que podem
comumente ser encontrados em amostras apreendidas sdo o levamisol (LEV), a benzocaina
(BEN) e a procaina (PRO). As amostras utilizadas neste estudo ndo continham tais adulterantes,
porém um estudo voltamétrico foi realizado com o objetivo de verificar a interferéncia e a
detecgdo desses adulterantes em uma triagem. A Figura 18 apresenta os voltamogramas obtidos

para cocaina e demais adulterantes (20 mg L™).

Figura 18. Voltamogramas de onda quadrada obtidos para 20 mg L-' de cocaina (COC), procaina

(PRO), benzocaina (BEN) e levamisol (LEV). Demais parametros: Ver Figura 17
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Na Figura 18, nota-se que os adulterantes anestésicos procaina e benzocaina nao
apresentam interferéncia na detec¢do da cocaina (ambos com picos de oxidagdo em +1,1 V). O
levamisol, frequentemente encontrado em amostras de cocaina devido aos efeitos estimulantes,
¢ o0 unico possivel interferente, seu processo de oxidagdo apresenta dois picos, sendo o segundo
pico detectado em um potencial proximo ao da cocaina. Mesmo com a presenga do segundo
pico da oxidacdao do levamisol, a triagem da amostra ainda € possivel, pois a presenga do

levamisol pode ser detectada pelo primeiro pico em 1,9 V.
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4.2.4.Determinacio simultinea de cocaina e adulterantes por BIA SWV

Os estudos feitos até aqui para determinagdao de cocaina e adulterantes foram
realizados em um sistema estacionario, com uma cé¢lula de polipropileno (~15 mL) adaptada
para o eletrodo de BDD (Figura 5). Para fins de melhorar a portabilidade e rapidez do método,
o procedimento desenvolvido utilizando SWV foi adaptado para funcionamento no sistema de
analise por injecdo em batelada (BIA). Todos os parametros da técnica € o tempo de

condicionamento otimizados foram mantidos e utilizados nos testes com o sistema BIA.

As inje¢des no sistema BIA-SWV foram realizadas no final do periodo de
condicionamento, aproximadamente dois segundos antes do inicio da varredura. Neste caso, a
solu¢do no interior da célula BIA estava sem agitacdo, permitindo que a aliquota injetada
permanecesse na proxima a superficie do eletrodo de trabalho tempo suficiente para que a
varredura fosse realizada. O procedimento pode ser melhor observado na Figura 7C (parte
experimental). Apos a analise, o eletrodo era submetido novamente a etapa de condicionamento
sob agitacdo e essa solucdo era entdo retirada da proximidade do eletrodo para que uma nova
inje¢do pudesse ser realizada. Para obtencdo dos melhores resultados, a otimizagdo dos

parametros de inje¢do do sistema BIA (volume e velocidade de injecao) foi realizada.

4.2.4.1. Volume de injecio

A otimizacao do volume de injecao foi realizada fixando uma velocidade de inje¢do
(100 pL s) e empregando o procedimento de injegdo descrito anteriormente. A escolha foi
feita avaliando-se o ganho de corrente do sinal de oxidagdo da cocaina, visando uma melhor
sensibilidade e precisdo para sua deteccdo. A Figura 19 apresenta os resultados obtidos, em
triplicata, para a variacdo da corrente de pico de oxidagio de uma aliquota contendo 20 mg L!

de cocaina com o volume injetado.
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Figura 19. Variagdo da corrente de oxidagdo para 20 mg L"! de cocaina em fungdo do volume injetado.

Velocidade de injegdo: 100 puL s'. Demais pardmetros: Ver Figura 17
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Através da Figura 19 pode-se observar que existe um aumento expressivo de
corrente de oxidag¢do da cocaina até o volume injetado de 150 pL. A partir desse volume o
aumento foi pequeno, além disso foi observado um desvio padrdo menor das triplicatas no

volume de 150 pL. Desse modo o volume de 150 pL foi selecionado para os estudos

subsequentes.
4.2.4.2. Velocidade de injeciao

Com o volume escolhido, outro parametro a ser otimizado € a velocidade de injegao.
A Figura 20 apresenta os resultados obtidos, em triplicata, para a variacao da corrente de pico
de oxidagdo de uma aliquota de 150 pL de solugio contendo 20 mg L! de cocaina com a

velocidade de injecao.

Figura 20. Variacdo da corrente de oxidagdo para 20 mg L-! de cocaina em fungdo da velocidade de

inje¢do. Volume de inje¢do: 100 pL. Demais parametros: Ver Figura 17

13
- E 3
12 4 - -
o
11 - -
10 1 m
<
-
-2 9] o
8_
] -
E S
7_
T

T T T T T v T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350

Velocidade de injegao / uL s’



59

A Figura 20 mostra que com o aumento da velocidade de inje¢do entre 28 e
193 pL s ocorre um aumento da corrente de pico detectada para a cocaina. Em correntes
maiores, esse valor comeca a decrescer. O melhor valor para velocidade de injecao seria o valor
de 193 pL s!, pois ¢ onde o valor da corrente de pico é maior, porém devido ao menor desvio
padrio das medidas e a pequena diferenca de corrente, o valor de 153 pL s! foi selecionado pra

0s testes seguintes.

4.2.5.Faixa linear

Apo6s otimizagdo dos pardmetros do sistema BIA, estudos para determinagdo da
faixa linear de trabalho, onde existe uma relagdo linear entre a altura dos picos obtidos por SWV
e a concentracdo de cocaina, foram realizados para o sistema BIA-SWV. A Figura 21 apresenta
arelagdo entre as correntes de picos obtidas a partir de injecdes de concentracdes crescentes (6

a 60 mg L) de cocaina.

Figura 21. Relagdo entre corrente de pico (I,) e aumento da concentragdo de cocaina. Volume
injetado: 150 puL; Velocidade de inje¢do: 153 pLs!; f=60s';a=40 mV; A=6 mV
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A partir da Figura 21, observou-se uma relacio linear entre 6 ¢ 30 mg L' de cocaina

usando sistema BIA-SWYV com parametros otimizados, com a seguinte equacao linear:

I, (RA) = 0,61 + 0,02 [COC] mg L +2,13 + 0,32
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Nessas condi¢des, o limite de deteccao (LD) calculado (3xsg/S, onde sg € o desvio
padrio do branco e S ¢ a inclinagio da curva de calibragdo) para cocaina foi de 0,27 mg L' e o
limite de quantificagdo (LQ = 3,33xLD) em 0,81 mg L!. Este resultado de LD é comparavel
com outros métodos descritos na literatura onde foram empregados eletrodos sem modificagao
quimica da superficie (0,06 mg L' empregando FIA com detec¢io amperométrica e eletrodo

de pasta de carbono [44] ¢ 0,61 mg L' empregando SWV e eletrodo impresso de carbono [23]).

4.2.6.Repetibilidade e reprodutibilidade

Ap6s a definicdo das melhores condigdes de trabalho, bem como a faixa linear de
trabalho, um estudo para avaliagdo da repetibilidade do método BIA-SWV proposto foi
realizado. Na Figura 22 sdo apresentados os resultados obtidos para 20 injecdes sucessivas
(precisao intradia) de solugdes contendo cocaina em duas concentragdes diferentes: (A) 30 e

(B) 6 mg L', a maior e a menor concentragio da faixa linear de trabalho.

Figura 22. Resultados obtidos por BIA-SWYV para inje¢des sucessivas de uma solugdo contendo (A)

30 mg L' ou (B) 6 mg L! de cocaina. Condigdes experimentais: Ver Figura 21.
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Os resultados na Figura 22 mostram que apesar de flutuagdes aleatdrias nas alturas
dos picos registradas ao longo das medidas, ¢ possivel perceber a auséncia que qualquer
tendéncia ou contaminag¢do significativa da superficie do eletrodo (sem efeitos de memoria). O
desvio padrio relativo (DPR) foi calculado em 2,9% e 1,4% (n = 20) para 6 mg L' e 30 mg L-

! de cocaina, respectivamente.
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A precisdo interdia ou reprodutibilidade foi calculada levando em consideracdo
medidas de uma mesma concentragdo de cocaina realizadas em condic¢des similares, tais como
parametros otimizados e ativagao do eletrodo, porém em dias diferentes. A Figura 23 apresenta
os resultados para medidas realizadas para 20 mg L'! de cocaina em diferentes dias ao longo de

aproximadamente um més.

Figura 23. Resultados obtidos por BIA-SWYV para inje¢des em diferentes dias de uma solugdo

contendo 20 mg L' de cocaina. Condigdes experimentais: Ver Figura 21.
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A partir dos resultados obtidos e apresentados na Figura 23, observa-se que apesar
das variacdes nos valores de corrente de pico obtidas em diferentes dias, o0 método apresentou
uma reprodutibilidade ou precisdo interdia calculada de 9,4% (n = 6). Essa variag¢do (< 10%),
ao longo de aproximadamente um més de andlises, mostra que o método proposto apresenta
robustez quanto ao sinal de oxidagdo obtido com o eletrodo de BDD, no eletrélito e nas

condig¢des otimizadas.

4.2.7.Estudo da interferéncia dos adulterantes na deteccio de cocaina por BIA-

SWvV

O estudo da interferéncia dos adulterantes presentes nas amostras de cocaina
apreendidas foi realizado. Neste estudo, foram empregados como adulterantes e potenciais
interferentes as substancias previamente encontradas na analise realizada pelo Instituto

Nacional de Criminalistica [24] nas amostras empregadas: lidocaina, fenacetina, cafeina e
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paracetamol. O estudo foi realizado fixando uma concentragdo de cloridrato de cocaina (20 mg
L") misturada com concentragdes crescentes (2 a 40 mg L!) de todos os adulterantes estudados.

A Figura 24 apresenta os voltamogramas de onda quadrada obtidos neste estudo.

Figura 24. (A) Voltamogramas de SWV obtidos a partir de solu¢des contendo uma concentracdo fixa
de cocaina (20 mg L!) sem (linha preta) e com a adigdo de concentragdes crescentes de lidocaina,
cafeina, fenacetina e paracetamol (2 — 40 mg L' / cada). (B) Relagdo entre a queda da proporgio de

cocaina e a corrente de pico. Condigdes experimentais: Ver Figura 21.
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Observando a Figura 24, nota-se que a corrente de oxidagao da cocaina se mantém
relativamente constante (DPR = 3,4%) apds as trés primeiras adi¢des de todos os adulterantes
(2,4 e 8 mg L'! de todos os adulterantes simultaneamente). Nesse caso, a propor¢io de cocaina
em massa decresceu de 89% (m/m) para 72 e 38%, respectivamente, sem alteragdo significativa
na altura do pico de oxidagio de 20 mg L' de cocaina. A partir desta concentragdo é observado
um decréscimo no pico de oxidagdo da cocaina, mostrando que a presenga de grandes
quantidades de adulterantes (acima de 62 %; m/m) causa uma certa interferéncia ou diminui¢ao
do sinal de oxidagdo da cocaina. Entretanto, ¢ facilmente verificado que mesmo na presenca de
baixas quantidades de cocaina (11 %; m/m) e altas quantidade de adulterantes (89 %; m/m), o
sinal da cocaina pode ser detectado seletivamente, tornando a deteccdo da presenca e

consequente triagem ou “screening” das amostras possivel.

Algumas conclusdes puderam ser obtidas a partir desse estudo: (i) a possibilidade
de um screening ou triagem rapida de amostras em campo € possivel mesmo com baixas
quantidades de cocaina nas amostras; (ii) os resultados indicam que para a quantificacdo de

cocaina, o uso do método de adicao de padrdo seria necessario.
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4.2.8.Triagem de amostras de cocaina apreendidas empregando BIA-SWV

O desempenho do método BIA-SWV desenvolvido foi avaliada na triagem ou
screening de seis amostras de cocaina apreendidas pela policia federal. Todas as amostras
utilizadas ja haviam sido previamente analisadas por GC-FID (Tabela 2, pag. 37), tendo assim
sua composi¢do previamente determinada. A Figura 25 apresenta os voltamogramas para
injecoes de 150 pL de solugdes preparadas com as amostras diretamente diluidas no eletrolito

suporte empregado (H2SO04 0,1 mol L).

Figura 25. Voltamogramas de SWV obtidos para inje¢des de 150 pL de amostras de cocaina

apreendidas (Tabela 2). Condigdes experimentais: Ver Figura 21
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Verificando os voltamogramas de SWV da Figura 25 pode-se concluir:
v A presenga de cocaina em todas as amostras;
v' A presenga de um ou mais adulterantes em todas as amostras;
v Na amostra 1, a presenga de fenacetina e lidocaina podem ser notadas;
v" Na amostra 2, verifica-se a presenga de fenacetina, cafeina e lidocaina;
v" Na amostra 3 verifica-se somente a presenca de fenacetina;
v" Na amostra 4, estdo presentes fenacetina e cafeina;

v" Na amostra 5, somente cafeina foi detectada. Esta amostra também tinha a
presenca de fenacetina (< 1,0 %), paracetamol e lidocaina (6,7 %), porém

estes nao foram detectados;
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v" Na amostra 6 foi detectada somente a cafeina como adulterante, lidocaina

(1,1 %), também presente na amostra, ndo foi detectada.

Com base nessas observacdes pode-se concluir que o método apresenta uma boa
concordancia com o método de GC-FID (Tabela 2, pag. 37). Observa-se que a oxidagdo da
cafeina quando em grandes quantidades apresenta uma certa interferéncia na deteccdo de
lidocaina devido a proximidade dos picos, contudo ndo had evidéncia de interferéncia na

deteccao qualitativa da cocaina.

4.2.9.Quantificacado simultinea de cocaina e adulterantes em amostras

apreendidas

Todas as condi¢des otimizadas bem como a faixa linear determinada para cocaina
foram empregadas para a sua quantificacdo juntamente com alguns adulterantes (fenacetina e
cafeina) presentes frequentemente nas amostras apreendidas. A Figura 26 apresenta os
voltamogramas obtidos para uma amostra de cocaina apreendida durante a quantificacdo
simultdnea de fenacetina, cafeina e cocaina usando o método de adicdo de padrao. As

respectivas curvas de adicdo de padrdo também s3o apresentadas.

Figura 26. Voltamogramas de onda quadrada obtidos para uma solucdo de amostra apreendida sem e
com adi¢cdo de concentragdes crescentes de cocaina, fenacetina e cafeina; e respectivas curvas de

calibragdo. Condi¢des experimentais: Ver Figura 21.
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Uma vez determinada a concentragdo de cada composto nas solugdes das amostras
e utilizando a massa inicial, o teor de cada analito (%; m/m) foi determinado. Para a comparagao
com o método oficial empregado anteriormente, a Tabela 5 apresenta os resultados obtidos para
a quantificacdo simultanea de cocaina, fenacetina e cafeina em duas amostras (2 e 4; Tabela 2)

de cocaina apreendidas.

Tabela 5. Comparagdo dos valores obtidos para a fenacetina, cafeina e cocaina em duas amostras

apreendidas pelo o método BIA-SWV e GC-FID.

Amostra  Valores encontrados (% m/m)

BIA-SWV GC-FID

COC FEN CAF COC  FEN CAF
2 389+1,3 13,9+0,2 2,6+0,1 40,8 13,7 2,7
4 22,1+0,8 11,8§+0,2 37,2+0,8 21,6 11,8 39,3

De acordo com o teste-t de Student pareado, os resultados obtidos pelo método de
BIA-SWV desenvolvido foram estatisticamente semelhantes as determinagdes realizadas
empregando-se GC-FID ( tcatcutado < ta-1 = 4,30; n = 3), com 95% de confianga. Pelo fato de o
método proposto permitir a quantificacdo da cocaina, a presenca de compostos sem atividade
eletroquimica, tais como agucares, acido borico e benzoico, também pode ser inferida através
do célculo das massas de cocaina e demais espécies eletroativas e comparando estes valores
com a massa total da amostra tomada. A diferenga massica entre os valores encontrados e a
massa total da amostra diz respeito aos diluentes ou espécies sem atividade eletroativa

presentes, contudo a identificagdo destes compostos ndo € possivel por este método.

4.2.10. Uso de amperometria de multiplos pulsos (MPA) para triagem de

amostras de cocaina apreendidas

Uma estratégia adicional para a triagem répida de amostras apreendidas indicando
a presenga ou auséncia dos adulterantes mais comuns foi proposta empregando amperometria
de multiplos pulsos (MPA) como forma de detec¢do acoplada ao sistema BIA. O sistema BIA-
MPA tem sido bastante empregado em andlises simultaneas de espécies sem uma etapa prévia

de separacdo [97,105,129,130]. A presenca de compostos eletroativos além da cocaina nas
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amostras apreendidas pode ser determinada rapidamente com uma tnica inje¢ao de 150 uL no
sistema BIA-MPA. Neste sistema, diferentemente do sistema BIA-SW'V, a detecgao é realizada
no momento da inje¢do, uma vez que a corrente resultante devido a aplicagdo de um pulso de
potencial definido estd sendo monitorada de forma répida e constante em relagao ao tempo. A
corrente de oxidagdo ¢ detectada em forma de pico transiente em cada pulso de potencial

aplicado.

Estudos de otimizagao dos pulsos de potenciais a serem definidos foram realizados.
Os potenciais aplicados foram definidos com base nos picos de oxidacdo de cada espécie
(fenacetina, fenacetina e cocaina) utilizadas neste experimento. Um quarto pulso de potencial
(+1,00 V/150 ms) também foi definido com o intuito de constante limpeza eletroquimica do
eletrodo, além de minimizar a corrente capacitiva gerada em +1,10 V, caso o salto de potencial

fosse direto para +1,10 V.
» +1,10 V/50 ms: oxidagdo de FEN sem a interferéncia da CAF e da COC;
» +1,45 V/50 ms: oxidagdao de FEN e CAF sem interferéncia da COC;
» 42,05 V/50 ms: para oxidagdo de FEN, CAF e COC;

» +1,00 V/150 ms: limpeza eletroquimica e condicionamento do eletrodo (ndo

mostrado).

A Figura 27 apresenta o esquema da escada de potencial empregada e os
amperogramas obtidos simultaneamente apos injecdes (n = 3) sequenciais de uma solugdo
contendo somente COC, somente fenacetina, somente fenacetina e uma mistura de todos os

analitos.
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Figura 27. (A) Escada de potencial aplicado em funcdo do tempo ao eletrodo de BDD posicionado no
sistema BIA-MPA. (B) Amperogramas obtidos para inje¢des (n = 3) de solugdes contendo 20 mg L-!
de COC, FEN e CAF e de uma mistura contendo todos os compostos. Eletrdlito suporte: H>SO4 0,1
mol L. Tempo de aplicacio de cada pulso de potencial: 50 ms. Volume injetado: 150 puL; Velocidade
de injegdo: 153 pL s°!.
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A Figura 27B mostra que a cocaina somente ¢ oxidada em +2,05 V. Nos pulsos de
potenciais de +1,10 e +1,45 V, nenhum sinal para cocaina ¢ detectado. Os adulterantes mais
comuns, como cafeina e fenacetina foram detectados nos pulsos de potenciais menos positivos,
em +1,10 V, +1,45 V e 2,05 V para fenacetina e em +1,45 V e 2,05 V para cafeina. Estes
resultados mostram que o sistema BIA-MPA possibilita a triagem rapida de amostras de cocaina
através de dados qualitativos provendo informagdes sobre a pureza da cocaina na amostra
apreendida de modo rapido e simples, necessitando somente de uma etapa de dissolucao da
amostra no eletrdlito suporte (H2SO4 0,1 mol L). No caso de auséncia de outros adulterantes
eletroativos na amostra, ou seja, se nenhum sinal em potenciais menores que 2,05V for
detectado, pode-se realizar a quantificacdo da cocaina e informagdes sobre presenga ou auséncia
de adulterantes ou diluentes que ndo sdo eletroativos pode ser obtida através da massa inicial

de amostra tomada.

Se algum sinal de oxidagdo for observado em potenciais menores que 2,05 V, a
presenca de um ou mais adulterantes ¢ confirmada. Dados qualitativos sobre estes adulterantes
podem ser obtidos se comparados com resultados obtidos a partir de solu¢des contendo padroes
dos possiveis adulterantes. A intensidade dos picos de um analito que oxida em potenciais
menores pode ser prevista para potenciais maiores tomando-se um fator que relaciona as
correntes de oxidacdo em cada potencial, tendo como referéncia a injecdo de um padrao do

analito [140]. Por exemplo, na Figura 27 observa-se que a oxidagdo da fenacetina (FEN) ¢
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observada em +1,10 V com uma intensidade de 20,1 pA, em +1,45 V com 24,3 pA e em 2,05
V com 24,8 pA. A partir destes valores, fatores que relacionam estas correntes podem ser

calculados. Um fator para cafeina (CAF) também pode ser calculado.

F1@eny = Liasv / Tiov = 1,21 Eq. (2)
F2 ken) = L20sv / T110v = 1,23 Eq. (3)
F3 (cap) = I20sv / L1 asv = 2,67 Eq. (4)

Levando isso em conta, pode-se fazer uma aproximacao para os valores esperados
das correntes de oxidagdo para fenacetina ou cafeina nos potenciais maiores. Para ilustrar a
discussdo acima, a Figura 28 apresenta amperogramas obtidos apds inje¢cdes das amostras 1, 3

e 6 (Tabela 2) adequadamente diluidas em H2S04 0,1 mol L.

Figura 28. Amperogramas obtidos apds injecdes de amostras apreendidas adequadamente diluidas em

eletrolito suporte. Demais condi¢des: Ver Figura 27.

Amostra 6

Amostra 3
Amostra 1

15 pA

L & 2,05V / 50ms
N Rt lL l\ ‘\, l l L 1,45V /50ms

A 1,10 V/ 50ms

P A A

- T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500

Tempo /s

Com base nos resultados obtidos na Figura 28 as seguintes conclusdes podem ser

obtidas:

v As amostras 1 e 3 podem conter fenacetina, ndo contém cafeina (Fi1 = 1,21)

e pode conter cocaina (F2 # 1,23);

v' A amostra 6 ndo contém fenacetina, pode conter cafeina e pode conter

cocaina (F3 #2,67);

v Todas as amostras podem conter cocaina (F2 # 1,23 ou F3 # 2,67);
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Desse modo, o método desenvolvido usando BIA-MPA apresenta uma alternativa

rapida e simples para triagem (screening) de amostras reais de cocaina apreendidas.

4.2.11. Conclusodes parciais

Os métodos desenvolvidos nesta secdo apresentam alternativas simples, rapidas,
portateis e de baixo custo para triagem ou quantificacdo de cocaina e alguns adulterantes
comumente encontrados em amostras apreendidas. O sistema BIA-SWYV permite a deteccao de
cocaina na presenca dos adulterantes mais comuns. O uso de SWV para deteccdo e BDD como
eletrodo de trabalho em meio de H2SO4 0,1 mol L' que permite uma ampla janela de potencial
de trabalho, com baixa corrente de fundo mesmo em altos valores de potencial proporcionando
uma excelente seletividade para cocaina. O método tem como grande vantagem a simplicidade
no preparo de amostra, consistindo somente em uma etapa de dissolugdo da mesma, nao
empregando solventes organicos. O sistema BIA permite uso de pequenas quantidades de
amostras a cada inje¢do, melhora a portabilidade do método ¢ a velocidade de andlise, uma vez
que permite injegdes sequenciais de diferentes amostras sem necessidade de troca de eletrdlito

suporte.

O sistema proposto apresenta uma grande capacidade para aplicagdo em andlises
em campo e de rotina para laboratério sem grande infraestrutura. Um grande niimero de
adulterantes foram testados, tais como benzocaina, cafeina, levamisol, lidocaina, paracetamol,
fenacetina e procaina. Além disso, foi possivel a quantificacao de cocaina e alguns adulterantes
simultaneamente. O sistema BIA-MPA apresenta um procedimento alternativo simples e rapido

para triagem de amostras de cocaina apreendidas.

O método proposto apresenta algumas vantagens em relagdo a estudos apresentados
anteriormente [32,36—41] como o uso de um eletrodo sem qualquer modificacdo quimica,
excelente seletividade, com detec¢do de cocaina mesmo na presenga de seis dos adulterantes
mais comuns, além de maior robustez e rapidez na realizagdo de andlises sequenciais e
replicatas. Em relagdo ao preparo das amostras, uma alternativa mais simples foi proposta por
De Jong et al onde ndo ha necessidade de dissolucdo da amostra e a andlise ¢ realizada
empregando-se o contato da amostra com um hidrogel condutivo acoplado a um eletrodo
flexivel impresso em uma luva [23], este método, porém, ndo apresenta alternativas para

quantificagdo da cocaina simultaneamente a alguns adulterantes como proposto neste trabalho.
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4.3. Deteccido e screening de sibutramina em suplementos alimentares e

fitoterapicos

4.3.1.Comportamento eletroquimico da sibutramina

O comportamento eletroquimico da sibutramina (SIB) foi primeiramente

investigado empregando voltametria ciclica (CV) e BDD como eletrodo de trabalho. Devido a

solubilidade da SIB (pKa = 8,5) [85,168], durante os estudos foi verificado uma turvagdo da

solugdo de SIB preparada em solug¢des tampao de pH maior que 7. Para manter a solubilidade

do analito nesta faixa de pH (> 7,0) seria necessario o uso de solventes organicos, e com o

intuito de minimizar a produg¢ao de residuos organicos e manter a simplicidade do método neste

trabalho optou-se por trabalhar em meio acido somente. A Figura 29 apresenta o estudo da

influéncia do pH no processo de oxidacdo da SIB empregando solu¢des tampao BR (2,0 e 7,0).

Figura 29. (A) ¢ (B) Voltamogramas ciclicos obtidos em solu¢@o tampdo BR (pH 2 — 7) sem (linha

preta) e com 50 mg L' de SIB (linhas coloridas). (C) Voltamogramas ciclicos obtidos em H2SO4 0,1

mol L-! sem (linha preta) e com 50 mg L' de SIB (linha vermelha). (D) Relag¢do entre potencial de

pico e pH para oxidagdo da SIB (m) Primeiro processo anddico, (e) segundo processo anoddico.

Velocidade de varredura: 50 mV s™!, incremento de potencial: 5 mV.
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Observando os voltamogramas obtidos na faixa de pH entre 2 e 4 (Figura 29A),
somente um pico de oxidag¢do da SIB ¢ observado em aproximadamente +1,9 V. O aumento
nos valores de pH causa uma diminuigdo, tanto na corrente de oxidagao, como no potencial de
pico. Para valores maiores de pH (5 a 7), os voltamogramas (Figura 29B) apresentam um
segundo processo de oxida¢do em valores de potenciais mais negativos. Um comportamento
eletroquimico similar (dois processos anddicos) também foi observado para SIB em GCE
modificado com oxido de grafeno reduzido [169]. Levando-se em conta que existe uma
diminui¢do na corrente de oxidagdo da SIB com o aumento do pH, e devido as vantagens
descritas anteriormente em relagdo ao uso de eletrodo de BDD em meio de acido, testes também
foram realizados usando H2S04 0,1 mol L'! como eletrélito de suporte. A Figura 29C apresenta
os voltamogramas obtidos com e sem a presenga de 50 mg L' de SIB em meio de H2SO40,1
mol L. Nestas condi¢des foi obtido um pico de oxidacdo bem definido para SIB em 1,86 V,
além de um aumento na corrente de oxidacdo. Dessa forma, H»SO40,1 mol L™! foi selecionado

como eletrolito suporte para os estudos posteriores.

Definido o eletrélito suporte de trabalho, estudos foram realizados para a obtengao
de informacdes a respeito do mecanismo de oxidacao da SIB. Nestes estudos foi empregada a
variagdo da velocidade de varredura na voltametria ciclica. A Figura 30A apresenta os
voltamogramas obtidos para 50 mg L' de SIB em relagio ao aumento da velocidade de

varredura de 0,01 Vs'a 1,0 Vs

Figura 30. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos para 50 mg L! de SIB em H»SO4 0,1 mol L' em

funcdo da variagdo da velocidade de varredura. (B) Variagdo do E, com a velocidade de varredura.
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Através da variacdo da velocidade de varredura, varias informagdes podem ser
extraidas, inicialmente a confirmacdo de um processo irreversivel ¢ dada pela auséncia de pico
de redugdo durante a varredura catddica em todo o intervalo de potencial estudado. Também se
observa uma variagdo do potencial de pico com o aumento da velocidade de varredura,

caracteristica de sistemas irreversiveis (Figura 30B) [170].

Por meio da relagdo entre a corrente de pico (I,) e a variagdo da velocidade de
varredura (v) pode-se identificar se o transporte de massa da reagdo anddica ¢ controlado
preferencialmente por difusdo ou adsor¢ao das moléculas de SIB na interface eletrodo-solugao.
A Figura 31 A e B apresentam as variagoes da corrente de pico (I,) com a velocidade de

varredura (v) e com sua raiz quadrada (v'?), respectivamente.

Figura 31. (B) Relagdo entre Ip e a raiz quadrada da velocidade de varredura com respectiva equagao

linear.
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Através da Figura 31A pode-se observar o comportamento nao-linear da relagao I,
xv. Ja na Figura 31B pode ser observada uma relacdo linear entre o aumento da I, de oxidacao
da SIB com a raiz quarada da velocidade de varredura. Esse tipo de comportamento € tipico de
sistemas onde o transporte de massa € preferencialmente controlado pela difusdo da espécie
para a superficie do eletrodo de acordo com a equacdo de Randles-Sevcik para sistemas

irreversiveis [171,172].

Adicionalmente, esta informacao pode ser confirmada fazendo a relagdo entre log

(Ip) x Log (v). A Figura 32 A apresenta esta relacdo juntamente com a respectiva equacao linear.
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Figura 32. (A) Relagdo entre o logaritmo da corrente de pico (log Ip) com o logaritmo da velocidade
de varredura (log v). (B) Relacdo entre o logaritmo natural da corrente de pico (In I,) com a diferenga

entre o potencial de pico e o potencial formal (E, — E°’).
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Segundo a literatura [95,172], coeficientes angulares com valores proximos a 0,50
indicam a existéncia de processos difusionais e valores proximos a 1,0, processos controlados
por adsor¢do. A Figura 32A mostra uma boa relagio linear (R? = 0,99) para a relacio log (I,)
vs. Log (v) com o valor calculado para o coeficiente angular de 0,52, o que esta de acordo com
a literatura para sistemas controlados por difusdo. Uma vez confirmado o processo de oxidagdao
irreversivel com transporte de massa controlado por difusdao, o nimero de elétrons envolvidos
na oxida¢do, bem como a constante de transferéncia eletronica heterogénea (ks), podem ser
estimados empregando-se a equacao de Nicholson e Shain [173], a qual relaciona a corrente de

pico (Ip) com a diferenca entre o potencial de pico e o potencial padrao (Ep, — E*’):

I, = 0,227nFACkgexp (%) (E, — E°)| Eq. (5)

Onde n ¢ o nimero de elétrons transferido, ' ¢ a constante de Faraday (96485 C
mol™), 4 ¢ a 4rea do eletrodo delimitada pelo O-ring (0,23 cm?), C é a concentracdo da espécie
eletroativa (1,8 1077 mol cm™), a é o coeficiente de transferéncia de carga, R ¢ a constante
universal dos gases (8,314 J K’ mol!) e T é a temperatura termodinamica (298,15 K). O valor
do potencial formal, £’ (1,81 £ 0,02 V), foi calculado como uma média de cada velocidade de
varredura, no potencial onde I = 0,82 I, [174]. Uma relagdo linear entre I, e (E, — E°”) pode ser

obtida a partir da Eq. 5 fazendo o logaritmo natural dos dois termos da equacao e rearranjando:
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in(I,) = In(0,227nFACky) + (0) (E, — E) Eq. (6)

RT

Observando a relagado linear de In (Ip) vs. (E, — E*”) da Figura 32B, a constante de
transferéncia eletronica heterogénea (ks) pode ser obtida a partir do valor do intercepto, € o
numero de elétrons transferidos na oxidagdo da SIB usando o coeficiente angular. Para oxidacao
da SIB em meio de H2SO4 0,1 mol L' empregando eletrodo de BDD como eletrodo de trabalho,

a seguinte relagao foi obtida:
in(l,) = —11,75 + 17,99(E, — E*') Eq. (7)

Aplicando os valores obtidos na Eq. (7) na Eq. (6), um valor para an = 0,46 foi
calculado. Segundo a literatura pode-se considerar o = 0,5 para moléculas organicas [95], deste
modo, o nimero de elétrons estimados envolvidos na oxidagdo da SIB, nas condi¢des
estabelecidas, foi 1. Ainda empregando as equagdes 6 e 7, o valor de ks calculado foi de
8,8x107% cm s™!. A partir da relacdo entre E, e pH apresentada na Figura 29D, obtém-se uma
inclinagdo de 36 mV por unidade de pH, o que indica que o mesmo niimero de prétons e elétrons
estdo envolvidos no processo de oxidacao. A Figura 33 apresenta o mecanismo sugerido para a
oxidacdo da SIB em meio acido em um eletrodo de BDD, o esquema apresenta a oxidagao do

grupo amino terciario protonado, consumindo um elétron e levando a um cation radical.

Figura 33. Esquema sugerido para o mecanismo de oxidagdo da SIB em meio acido.
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4.3.2.Estudo e otimiza¢ao dos parametros de SWV

O objetivo inicial deste trabalho foi o desenvolvimento de um método analitico
empregando SWV. Para obtencdo da melhor resposta, em termos de intensidade de corrente e
perfil voltamétrico os seguintes pardmetros instrumentais necessitam ser otimizados: amplitude
de pulsos de potencial (a), frequéncia de aplicacdo dos pulsos de potenciais (f) e incremento de

varredura de potencial (AE).
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Todas as medidas feitas em SWV foram realizadas com aplicacdo de um potencial
de condicionamento (0,0 V) ao eletrodo por 5 s, seguido por um tempo de equilibrio de 5 s

antes do inicio da varredura.

4.3.2.1. Otimizacao da frequéncia

A influéncia da frequéncia foi avaliada no intervalo de 10 s a 200 s utilizando
uma solucdo de 50 mg L! de SIB em meio de H2SO4 e BDD como eletrodo de trabalho (Figura
34A). A amplitude de pulso e o incremento de varredura foram mantidos constantes em 50 mV

em 2 mV, respectivamente.

Figura 34. Voltamogramas de onda quadrada obtidos para SIB 50 mg L', em diferentes frequéncias
de aplicagdo de pulsos de potencial (B) Relagdo entre corrente de pico (Ip)e a frequéncia (f) de

aplicagdo de pulso. Eletrolito: H»SO4 0,1 mol L!; a = 50 mV; AEs = 2mV.
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Analisando os voltamogramas da Figura 34A, com base na largura do pico e ruido
da linha de base, o valor de frequéncia de 60 s! foi escolhido para os demais estudos. Os dados
obtidos na Figura 34B, que relacionam a corrente de pico (I,) com a raiz quadrada da frequéncia
foram similares aos dados obtidos no estudo da variacdo da velocidade de varredura. O
comportamento da I, com a variagio da raiz quadrada da frequéncia (f'?) foi linear
corroborando com o comportamento preferencialmente difusional obtido nos testes

empregando CV.
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4.3.2.2. Otimizac¢io da amplitude e do incremento de potencial

A amplitude foi avaliada dentro do intervalo de 10 a 100 mV mantendo-se os outros
parametros constantes (f = 50 s™'; AE = 2 mV). Da mesma forma, durante a otimizagio do
incremento de potencial, manteve-se a amplitude constante em 50 mV e a frequéncia em 50 s™ 1.

A Figura 35 apresenta as relagdes da variacdo dos dois pardmetros com a corrente de pico (Ip).

Figura 35. (A) Relagdo entre a corrente de pico (I,) € a variagdo da amplitude (a). f =50 s*!, AE =2
mV. (B) Relagdo entre a corrente de pico (Ip) e a variagdo do incremento de varredura (AE). f =50 s-

1,a=50mV.
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Observando as correntes de pico obtidas em diferentes amplitudes (Figura 35A),
pode-se notar um aumento pronunciado até¢ a amplitude de 40 mV. Para valores acima de 40
mV ndo hd aumento significativo de corrente. Além disso, valores grandes de amplitude,
provocam distor¢des e alargamento dos picos como dito anteriormente. Dessa forma, o valor

de 40 mV foi selecionado para os estudos posteriores.

Analisando o efeito da variagdo do incremento de varredura na corrente de pico,
observa-se um aumento maior entre os menores valores de incremento. A corrente de pico
aumenta com um comportamento caracteristico até¢ o valor de 6 mV, a partir desse valor o
comportamento se torna mais irregular. Dessa forma, o valor para incremento de potencial de

6 mV foi escolhido para os demais estudos.
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4.3.3.Faixa linear

ApoOs otimizagdo dos parametros da voltametria de onda quadrada, estudos para
determinagdo da faixa linear de trabalho para a SIB foram realizados. A Figura 36 apresenta a

relacdo entre as correntes de pico obtidas a partir de solu¢des de concentragdes crescentes (5 a
200 mg L) de SIB.

Figura 36. Relagdo entre a corrente de pico e concentracdes crescentes de SIB. Condigdes

experimentais: Eletrélito suporte: H2SO4 0,1 mol L', f=60s"';a=40 mV; A =6 mV
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Analisando a Figura 36, observa-se uma relago linear entre 5 ¢ 50 mg L' de SIB

para o método SWV otimizado com a seguinte equagao linear:
I, (WA) =1,75+0,07 [SIB] mg L' + 5,62 + 0,22

A equacgdo da reta obtida mostra que nas condigdes otimizadas, a analise de SIB
apresenta uma excelente sensibilidade (1,75 pA /mg L!). Pode-se também observar um
segundo comportamento linear para valores acima de 100 mg L', no entanto, para fins préticos
foi utilizada somente a faixa linear observada em concentragdes menores. O limite de detecgao

(LD) para SIB foi estimado em 0,08 mg L' e o limite de quantificagdo calculado em
0,27 mg L.
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4.3.4.Repetibilidade e reprodutibilidade

Apos a otimizagdo dos melhores parametros experimentais, bem como a defini¢ao
da faixa linear de trabalho, um estudo para avaliagdo da repetibilidade do método SWV
proposto foi realizado. Na Figura 37 sdo apresentados os resultados obtidos para 10 medidas
sucessivas de solugdes contendo SIB em duas concentragdes diferentes: (A) 50 ¢ (B) 5 mg L™,

a maior ¢ a menor concentragao da faixa linear otimizada.

Figura 37. Resultados obtidos por SWV para medidas sucessivas de uma solucdo contendo (A) 50 mg

L' ou (B) 5 mg L' de SIB. Condigdes experimentais: Ver Figura 36.
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Pela Figura 37, ¢ possivel perceber a auséncia que qualquer tendéncia ou
contaminagao significativa da superficie do eletrodo (efeito de memoria). Os desvios padroes
relativos (DPR) foram calculados em 3.2% e 0,2% (n = 10) para 5 mg L' e 50 mg L™! de SIB,
respectivamente. A variagdo de medidas realizadas em dias diferentes foi calculada utilizando
o DPR dos valores de corrente obtidos ao longo de um més em 6 dias diferentes, sendo o valor

calculado de em 8,7% (n = 6), indicando boa robustez para o método.

4.3.5.Deteccao de sibutramina em suplementos alimentares

Com a defini¢do dos parametros SWV e das melhores condi¢des de trabalho, os
estudos foram direcionados para a identificacio da SIB em amostras de suplementos

alimentares e medicamentos naturais ou fitoterdpicos. A Figura 38A apresenta os
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voltamogramas de onda quadrada obtidos para 8 amostras reais que foram adequadamente
dissolvidas no eletrdlito suporte de H»SOs4 0,1 mol L'. A Figura 38B apresenta os
voltamogramas para as mesmas amostras dissolvidas, porém fortificadas com 1% (m/m) de

SIB.

Figura 38. Voltamogramas de onda quadrada de solu¢cdes contendo amostras reais adequadamente
diluidas em H2SO4 0,1 mol L™! antes (A) e apo6s (B) adicdo de 1 % de SIB (m/m). Composi¢io das

amostras: Ver Tabela 3. Demais parametros experimentais: Ver Figura 36.
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Observando a Figura 38A, observa-se que os perfis voltamétricos das amostras
estudadas ndo apresentam picos na regido acima de +1,8 V. No entanto, as mesmas amostras
ap6s dopagem com 1% de SIB passam a apresentar um pico de oxidagdo por volta de +1,9V
relacionado com a oxida¢ao da SIB (Figura 38B). Estes resultados mostram que a identificacao
de SIB ¢ possivel nesse tipo de amostra, mesmo em pequenas quantidades (1%; m/m). O

processo de triagem de amostras (“screening”’) pode trazer rapidamente informagdes sobre a
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presenca ou auséncia de SIB em amostras analisadas. A informagao, neste caso, ¢ obtida pela

presenca do pico em aproximadamente 1,9 V.

Desvios neste valor de potencial (~1,9V) puderam ser observados em amostras de
maior complexidade, como os multivitaminicos. Estes desvios sdo causados devido a propria
complexidade desse tipo de amostra e a presenca de altas concentragdes de outros compostos
que podem interferir na transferéncia de massa da SIB para a superficie do eletrodo. Outro fato
a ser considerado € que compostos eletroativos que oxidam em potenciais menores continuam
sendo oxidados no potencial de oxidagao da SIB. No entanto, a detecgdo seletiva da SIB nesse
caso ¢ possivel devido ao processo de aquisi¢ao do sinal (subtragdo entre correntes detectadas
em pulsos de potenciais diferentes) da SWV que fornece resolucdo tanto em relacdo ao
potencial como em relagdo ao tempo [175]. Quando a detec¢ao de correntes de oxidagao ou
reducdo passar a ser relativamente constante, a corrente final detectada tende a ser muito
proxima de zero. O uso do potencial de condicionamento também ¢ essencial para o aumento
do tempo de operacao do eletrodo de BDD nestas condig¢des, pois proporciona uma limpeza

eletroquimica da superficie do eletrodo.

Estudos para identificagio de SIB em menores quantidades também foram
realizados. Amostras dopadas com 0,1 e 0,5% de SIB (m/m) também foram testadas. Em todas
as amostras testadas foi possivel a identificacdo de SIB a 0,5%. J4 entre as amostras dopadas
com SIB em niveis de 0,1%, a detec¢do foi possivel somente na amostra contendo Garcinia,
nas outras amostras o screening das amostras foi inconclusivo, provavelmente devido a efeitos
de matriz. De acordo a dosagem didria recomendada de SIB [55] e levando em consideracdo a
dosagem geralmente recomendada de suplementos alimentares, a detec¢do de 1% de SIB nesse

tipo de amostra ¢ adequado para analises forenses de rotina [68—70].

4.3.6.Quantificaciio de sibutramina em amostras de suplementos alimentares

Além da aplicagdo em processos de triagem rapida ou screening sugerida para o
método SWV desenvolvido, sua funcionalidade também foi testada para a quantificagao de SIB
em diferentes amostras empregando o método de adicao de padrao. Empregando os parametros
otimizados anteriormente ¢ levando em consideragdo a faixa linear obtida (5 a 50 mg L),
quatro curvas de calibracdo usando método de adi¢do de padrdo para diferentes amostras
representativas (diferentes complexidades de matriz) foram construidas. A Figura 39 apresenta

os voltamogramas de onda quadrada e as respectivas curvas de calibracao obtidas para solu¢des
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de amostras dopadas antes e ap0s a adi¢des sucessivas de padroes de SIB (método de adigdo de

padrdo).

Figura 39. Voltamogramas de onda quadrada obtidos para quatro solu¢des de amostras dopadas, antes
e apds quatro adi¢des de padrdo de SIB para (A) Garcinia; (B) Quitosana; (C) Spirulina; e (D)
Suplemento de cafeina, com as respectivas curvas de calibragdo. Condigdes experimentais: Ver Figura

36.
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As curvas de calibragao apresentadas na Figura 39 foram construidas em uma faixa
de concentragio menor (10 — 40 mg L) que a faixa linear para garantir que o comportamento
fosse linear, mesmo na presenca de uma amostra, durante todo o intervalo utilizado. As

equagoes para cada curva de calibrag@o sdo apresentadas a seguir:
> Garcinia: I (nA)=1,12 [SIB] (mg L") +17,8; R* = 0,99;
> Quitosana: I (uA) = 0,81 [SIB] (mg L") + 8,40; R?=0,99;

> Spirulina: I (uA) = 0,72 [SIB] (mg L") + 8,16; R* = 0,99;
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> Supl. Cafeina: I (uA) = 0,99 [SIB] (mg L") + 11,3 R?=0,99;

Os estudos de adigcdo e recuperacdo nas amostras apresentaram resultados que
variaram de 105 a 113%, com desvios padrdes relativos menores que 3%, indicando que o
método SWV proposto possui uma boa exatiddo e precisdo para quantificagdo de SIB. Todas
as amostras foram dopadas com baixas quantidades de SIB (1% ;m/m) e o método se mostrou
eficiente para quantificacdo mesmo nesta baixa propor¢ao e se tratando de amostras complexas

(suplementos alimentares e formulagdes emagrecedoras).

Estudos também foram realizados para a quantificacdo de SIB em amostras de
multivitaminicos (amostras muito complexas). No entanto, a recuperacdo de SIB neste tipo de
amostra apresentou resultados proximos a 50 %. A presenca de altas concentragdes de outros
compostos organicos ¢ minerais podem ter algum efeito de interacdo com a SIB como ja
mencionado anteriormente. Portanto, ¢ importante mencionar que a quantificacdo de SIB em
matrizes deste nivel de complexidade nao foi possivel com o modo de preparo simples de
amostra proposto neste trabalho. No entanto, apesar da complexidade das amostras, o0 método
se mostrou bastante efetivo para uma triagem rapida com a finalidade de detectar a presenca de

SIB.

4.3.7.Aplicagio do método SWV desenvolvido acoplado ao sistema BIA para

triagens rapidas e sequenciais.

O método desenvolvido apresenta muitas vantagens, como o processo simples de
preparo da amostra, baixo custo, boa seletividade e ndo emprega o uso de solventes organicos.
Para melhorar ou facilitar a aplicagdo do método em anélises rotineiras, fora do laboratério ou
em analises sequenciais em grandes quantidades, o método SWV foi adaptado para uso com o
sistema BIA. Nesse sistema € possivel fazer grande nimero de andlises sem necessidade da
troca do eletrdlito suporte ou qualquer parte do sistema eletroquimico, utilizando pequenas
quantidades de amostras. A Figura 40 apresenta os voltamogramas obtidos com o sistema BIA-
SWYV para quatro amostras, antes e apds a adigdo de duas concentragdes diferentes de SIB. Os
mesmos parametros SWV otimizados foram utilizados, e para o sistema BIA, o volume de

injecdo de 150 uL e a velocidade de injegdo de 153 uL s !

otimizados previamente. O
procedimento da injecdo da amostra foi realizado de forma similar ao processo usado com a

cocaina apresentado na se¢do anterior, antes do inicio da varredura por SWV.
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Figura 40. Voltamogramas obtidos para quatro amostras antes (linhas pretas) e ap6s (linhas coloridas)
dopagem com duas concentragdes diferentes de SIB, 5 ¢ 10 mg L-! para garcinia, quitosana e Spirulina
€ 25 e 50 mg L-! para suplemento de cafeina. Condigdes experimentais: volume de injeg¢do: 150 pL;

velocidade de injecdo: 153 pL s’!; 2 60 s°'; a: 40 mV; AE: 6 mV.
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Os resultados apresentados na Figura 40 mostram que o sistema BIA-SWV
possibilita a triagem rapida de amostras detectando a presenga ou auséncia de SIB através da
inje¢do de uma pequena aliquota de amostra (150 uL) preparada de uma forma simples e rapida
(somente dilui¢do no eletrélito suporte). Pode ser observado que nestas condi¢des, similarmente
ao sistema SWV estacionario, nenhum pico ¢ observado por volta de 1,9 V para solugdes de
amostras que ndo contém SIB, ja no caso da presenca de SIB, um pico aparece em todas as
amostras nesta regido de potencial (1,9 V). Estes resultados mostram que o sistema BIA-SWV
¢ uma boa alternativa para aplicacdes em triagens rapidas e de forma portatil. Além disso, ¢
possivel fazer um grande nimero de analises sequenciais de maneira bastante rapida, sem a

necessidade de sucessivas manipulacdes do sistema (células e eletrodos).
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4.3.8.Conclusdes parciais

Nesta parte do trabalho foi desenvolvido um método portatil para triagem rapida ou
screening de SIB em amostras de produtos naturais, como suplementos alimentares, féormulas
emagrecedoras e multivitaminicos. O método apresenta robustez, exatiddo, repetibilidade e
seletividade, sendo possivel a discriminagdo de amostras puras ou adulteradas com SIB, além
disso quantificagdes da SIB em diferentes tipos de amostras foram demonstradas com boa
exatiddo e minima manipula¢dao da amostra em todos os casos. O método BIA-SWYV apresenta
uma alternativa que melhora a velocidade do método desenvolvido, possibilitando analises
sequenciais e também de forma portatil e robusta. Os métodos desenvolvidos nesta parte sdo
métodos simples, rapidos e de baixo-custo, que podem ser facilmente adaptados para analises

de rotina em laboratério com pouca infraestrutura.

4.4. Deteccio de efedrina empregando BIA-SWV
4.4.1. Comportamento eletroquimico da efedrina

O comportamento eletroquimico da efedrina (EFD) foi investigado empregando
voltametria ciclica (CV) e BDD como eletrodo de trabalho. Assim como a SIB, a EFD (pKa =
9,5) [176] torna-se insolivel em solugdes com valores de pH maiores que 7, desse modo, optou-
se pelo estudo em valores de pH < 7,0, somente. A Figura 41 apresenta o estudo da influéncia

do pH no processo de oxidagdo da EFD empregando solugdes tampao BR (2,0 a 7,0).

Figura 41. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos em solu¢do tampdo BR (pH 2 — 7) sem (linha preta)

e com (linhas coloridas) a presenca de 100 mg L' de EFD. (B) Relagdo entre potencial (m) e corrente

1
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Observando os voltamogramas obtidos na faixa de pH entre 2 e 7 para oxidagdo da
EFD (Figura 41A), nota-se um aumento da corrente anddica até pH =5, porém o aumento além
deste valor provoca uma deformagao no pico, sendo que para o valor de pH = 7 ndo pode ser
observado um pico definido. O potencial de oxidacao apresenta um pequeno deslocamento (=
10 mV) no sentido anoddico até pH =4 (Figura 41B) e depois sofre uma pequena diminuigdo. A
corrente de oxidacdo da EFD foi maior em solugdo com pH 5 (+ 1,95 V). Por questdes de
economia e praticidade, a solugdio tampao 4cido acético / acetato (HAc/Ac") 0,1 mol L™ pH 4,75
foi testada e nao foram observadas diferencgas significativas entre os voltamogramas obtidos em
solugdo tampao BR pH 5 e aqueles obtidos em tampao HAc/Ac". Dessa forma, a solugdo tampao

HAc/Ac™ foi selecionada como eletrolito suporte para os experimentos seguintes.

Com a definicao do eletrolito suporte, estudos foram realizados para a obtencao de
informagdes a respeito do mecanismo de oxidagdo da EFD neste meio. A Figura 42A apresenta
os voltamogramas obtidos para 100 mg L' de EFD em relagio ao aumento da velocidade de

varredura de 0,02 Vs'a0,12 Vs

Figura 42. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos para 100 mg L-' de EFD em tampao HAc/Ac™ 0,1 mol

L' em func¢do da variagio da velocidade de varredura. (B) Variagdo do I, com a velocidade de

varredura.
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Através da variacdo da velocidade de varredura, varias informagdes podem ser
extraidas. Inicialmente, a confirmag¢ao de um processo irreversivel ¢ dada pela auséncia de pico
de reducao durante toda a varredura na dire¢ao catddica. Também se observa um deslocamento
do potencial de pico para potenciais mais positivos com o aumento da velocidade de varredura,

caracteristica de sistemas irreversiveis (Figura 42A) [170].

Uma relacdo linear foi obtida entre a corrente de pico (Ip) e a variagdo da velocidade

de varredura (v) (Figura 42B), indicando que o transporte de massa na oxida¢do da EFD ¢
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controlado preferencialmente por adsor¢do. A Figura 43A eFigura 43B apresenta as relagdes
entre o logaritmo da corrente de pico (log I,) e do potencial de pico (Ep) com o logaritmo da
velocidade de varredura (v), respectivamente.

Figura 43. (A) Relacdo entre o logaritmo da corrente de pico (log I,) com o logaritmo da velocidade

de varredura (log v). (B) Relacdo entre o potencial de pico (Ep,) com o logaritmo da velocidade de

varredura (log v), para 100 mg L' de EFD em tampdao HAc/Acc 0,1 mol L.
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A partir da Figura 43A observa-se um coeficiente angular de 0,80 para a relagao
log (Ip) % log (v). Segundo a literatura, valores proximos de 1 indicam a existéncia de processos
controlados por adsor¢ao [95,172]. Langando mao destas informagdes (processo irreversivel e
adsortivo), o nimero de elétrons envolvidos na oxidag¢do da EFD pode ser estimado utilizando
a equacdo de Laviron [177], que relaciona a varia¢do do potencial de pico (E,) com log (v)

(Figura 43B). Segundo Laviron, a relagdo entre E; e log (v) ¢ dada por:

E, =E%” + (ﬂ) (RTKO) _ (2,303RT

o )log(v) Eq. (8)

anF anF

Onde: R é a constante dos gases, T, a temperatura, F, a constante de Faraday, K°, a
constante de velocidade heterogénea, v, a velocidade de varredura, a, o coeficiente de
transferéncia de carga, n, o niimero de elétrons e E* é o potencial formal. Na dependéncia entre
potencial de pico (E,) e logaritmo da velocidade de varredura (log v) apresentada na Figura
43B, se observou uma relacdo linear, com um coeficiente de determinacio (R? = 0,99) com a

equagao da reta apresentada abaixo:
Ep = 2,06 + 0,10 log(v) Eq. (9)

A partir desta relagdo, foi possivel calcular o nimero de elétrons envolvidos no
processo de oxidacdo da EFD, aplicando-se o coeficiente angular obtido na Eq. (9) na Eq. (8),

com T=298,15K, R=28,314 J K mol! e F =96485,3 C mol™. Primeiramente, calculou-se o
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valor de an como sendo igual a 0,59. Considerando o coeficiente de transferéncia eletronica (o)
igual a 0,5 (moléculas organicas) [95], o nimero de elétrons envolvido na oxidacdo da EFD ¢
igual a 1. Os resultados obtidos estdo de acordo com mecanismos propostos anteriormente na

literatura para a oxidagao da EFD [65,90,178].

4.4.2.Estudo e otimiza¢ao dos parametros de SWV

Para obten¢do da melhor resposta, em termos de intensidade de corrente e perfil
voltamétrico, os seguintes parametros instrumentais foram otimizados para a técnica de SWV:

amplitude de potencial (a), frequéncia (f) e incremento de potencial (AEs).

Antes do inicio das varreduras por SWV, um potencial de condicionamento (0,0
V/5s) era aplicado ao eletrodo de BDD seguido por um tempo de equilibrio de 5 s para

estabilizacdo da linha-base.

A amplitude foi avaliada dentro do intervalo de 10 a 100 mV mantendo-se os outros
pardmetros constantes (f = 50 s'; AE = 2 mV). A influéncia da frequéncia foi avaliada no
intervalo de 10 s a 100 s com amplitude de pulso e o incremento de varredura mantidos
constantes em 50 mV e 2 mV, respectivamente. Da mesma forma, durante a otimizagdo do
incremento de potencial, manteve-se a amplitude constante em 50 mV e a frequéncia em 50 s~ .
A Figura 44 apresenta as relacdes da variagdo dos parametros supracitados com a corrente de
pico (Ip).

Figura 44. Relagdes entre corrente de pico e variacdo (A) da amplitude (B) frequéncia de aplicacdo

de pulso e (C) incremento de potencial. Concentragdo de EFD: 20 mg L-!. Eletrdlito: Tampao HAc/Ac"
0,1 mol L.
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Analisando a Figura 44A, verifica-se que a corrente de oxidacdo da EFD aumenta
com a amplitude em todo intervalo estudado, porém, como ja discutido anteriormente, altos

valores de amplitude e incremento podem provocar distor¢des nos picos detectados por SWV.
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Dessa forma, o valor de 70 mV para a amplitude foi escolhido para os demais estudos. Na
Figura 44B observa-se um aumento linear da corrente até o valor de 60 s! e, a partir desse valor
houve um decréscimo na corrente de pico. Deste modo, o valor de 60 s! foi adotado nos estudos
seguintes. Para o incremento de potencial (Figura 44C), o aumento provocado na corrente pelo
aumento do incremento, se torna menos significativo a partir de 6 mV, sendo este valor

selecionado para as medidas subsequentes realizadas por SWV.
4.4.3.0timizacao dos parametros para o sistema BIA

Como a finalidade principal do trabalho ¢ o desenvolvimento de um método rapido,
robusto e pratico para triagem de amostras para detec¢do da presenga de EFD, os parametros
SWV otimizados anteriormente foram utilizados durante a otimiza¢do dos parametros do
sistema portatil BIA: volume e velocidade de inje¢do. As injecdes neste sistema foram
realizadas no final do periodo de equilibrio descrito na se¢do anterior, aproximadamente dois
segundos antes do inicio da varredura por SWV. Neste caso, a solu¢do no interior da célula
deve estar parada (sem agitacdo), permitindo assim, que a aliquota injetada permanecesse
proxima a superficie do eletrodo durante toda a varredura. Uma descri¢do completa do

procedimento foi realizada na se¢do 4.2.4 (pag. 57).

A otimizacao do volume de injecao foi realizada fixando uma velocidade de inje¢do
(78 uL s!) e empregando o procedimento de injecdo descrito anteriormente. A escolha foi feita
avaliando-se o ganho de corrente no sinal de oxidacdo da EFD, visando uma melhor
sensibilidade e precisdo para sua deteccdo. A Figura 45 apresenta os resultados obtidos, em
triplicata, para a variagdo da corrente de pico de oxidagio de uma aliquota contendo 40 mg L!

de EFD com o volume injetado.
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Figura 45. Variagdo da corrente de oxidagdo para 40 mg L' de EFD em fun¢do do volume injetado
no sistema BIA. Velocidade de inje¢do: 78 uL s*!. ParAmetros SWV:a =70 mV; f= 60 s'; AE;=6
mV. Eletrélito suporte: Tampdo HAc/Ac™ 0,1 mol L! pH = 4,75.
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Através da Figura 45 pode-se observar que existe um aumento de corrente de
oxidagao da EFD em toda faixa de volume estudado. Porém, foi observado um desvio padrao

menor na triplicata com o volume injetado de 120 pL. Desse modo, o volume de 120 pL foi

selecionado para os estudos subsequentes.

Com o volume escolhido, foi otimizada a velocidade de injecdo. A Figura 46
apresenta os resultados obtidos, em triplicata, para a variagdo da corrente de pico de oxidagdo

de uma aliquota de 120 pL de solugio contendo 40 mg L' de EFD com a velocidade de injegio.

Figura 46. Variagdo da corrente de oxidagdo para 40 mg L' de EFD em funcdo da velocidade de

inje¢do. Volume de injegdo: 120 pL. Demais parametros: Ver Figura 45.
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A Figura 46 mostra que com o aumento da velocidade de injecdo entre 16,5 e
213 pL s ocorre um aumento da corrente de pico detectada para a EFD. Em velocidades
maiores, esse valor comeca a decrescer. Devido ao menor desvio padrao das medidas, o valor

de 164 pL s! foi selecionado pra os testes seguintes.

4.4.4.Faixa linear

Apos otimizagdo dos parametros do sistema BIA, estudos para determinacao da
faixa linear de trabalho, onde existe uma relagao linear entre a altura dos picos obtidos por SWV
e a concentracdao de EFD, foram realizados para o sistema BIA-SWV. A Figura 47 apresenta a
relacdo entre as correntes de picos obtidas a partir de inje¢des de concentragdes crescentes (5 a

60 mg L!) de EFD.

Figura 47. Relacdo entre corrente de pico (Ip) e aumento da concentracdo de EFD. Volume injetado:
120 uL; Velocidade de injeg¢do: 164 pL s'; f=60s"';a=70 mV; A= 6 mV. Eletrolito suporte: Tampio
HAc/Ac” 0,1 mol L' pH = 4,75.
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A partir da Figura 47, observou-se uma relagdo linear entre 5 e 40 mg L' de EFD

usando sistema BIA-SWV com parametros otimizados representada pela equacao:
I (WA) = 1,19 £ 0,07 [COC] mg L' + 3,60 £ 0,18

Nessas condi¢des, o limite de detecgdo (LD) calculado para EFD foi de 0,13 mg L !

e o limite de quantificacio em 0,43 mg L.
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4.4.5.Repetibilidade e reprodutibilidade

A avaliacdo da repetibilidade do método BIA-SWYV, foi realizada com 15 inje¢des
sucessivas (precisao intradia) de solugdes contendo EFD em duas concentragdes diferentes (40
e 5 mg L!). A maior e a menor concentragio da faixa linear de trabalho. Na Figura 48 s3o

apresentados os resultados obtidos:

Figura 48. (A) Voltamogramas sobrepostos obtidos por BIA-SWV para 15 inje¢des consecutivas de
uma solugdo contendo 40 mg L' ou 5 mg L' de EFD. (B) Correntes de pico obtidas para as injegdes

sucessivas. Condigdes experimentais: Ver Figura 47.
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Os resultados na Figura 48A mostram que todos os voltamogramas possuem o
mesmo perfil, mesmo apds 15 varreduras consecutivas, ainda € possivel perceber a auséncia de
qualquer tendéncia ou contamina¢do da superficie do eletrodo. O desvio padrao relativo (DPR)
foi calculado em 1,7% e 0,4% (n = 15) para 5 mg L' e 40 mg L' de EFD, respectivamente. A
variacdo de medidas realizadas em dias diferentes foi calculada utilizando o DPR de valores de
corrente obtidos para concentragdes iguais de EFD ao longo de um més, sendo o valor calculado

em 9,8 % (n = 5), indicando excelente estabilidade inter-dias do método BIA-SWV.
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4.4.6. Testes de interferéncia

Como foi apresentado até agora neste trabalho, a oxidacdo da EFD e da SIB
ocorrem em potenciais proximos. Nao foi encontrado na literatura situagdes onde EFD e SIB
foram detectadas em uma mesma amostra. Contudo, este estudo foi realizado numa possivel
situacdo onde EFD e SIB pudessem estar presentes na mesma amostra. O teste de interferéncia
foi realizado a partir de solugdes contendo uma mistura de SIB e EFD, ambas 10 mg L!. Duas
misturas foram preparadas com diluicao nos eletrolitos suportes otimizados para cada analito
(H2S04 0,1 mol L! para SIB e tampdo HAc/Ac™ para EFD). Uma varredura por SWV foi
realizada com cada mistura, uma com todas as condigdes otimizadas para SIB, em meio de
H,S04 0,1 mol L' (Figura 49A) e, a outra, nas condi¢des otimizadas para EFD, em meio de

tampao HAc/Ac™ (Figura 49B).

Figura 49. Voltamogramas de onda quadrada obtidos a partir de solugdes contendo misturas de SIB e
EFD 10 mg L! cada nas condigdes otimizadas para (A) SIB (Ver Figura 36, pag. 78) e (B) EFD ( Ver
Figura 47, pag 91)
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A Figura 49 mostra que SIB e EFD possuem picos parcialmente sobrepostos nas
duas condi¢des estudadas, porém, € possivel obter informagdes sobre a presenga de um ou os
dois compostos. Estes estudos mostram que € possivel a identificagdo de SIB na presenca de
EFD e vice-versa. Na hipotese da presenca das duas substancias em uma mesma amostra, um
processo de deconvolugcdo poderia ser usado para a determinacdo de cada espécie

separadamente [179]. No entanto, este estudo ndo foi realizado.
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4.4.7.Deteccao de efedrina em suplementos alimentares, fitoterapicos e urina

sintética

Com a defini¢ao dos parametros BIA-SWV e das melhores condi¢des de trabalho,
os estudos foram direcionados para a identificagdo da EFD em amostras de suplementos
alimentares e fitoterapicos. A Figura 50A apresenta os voltamogramas obtidos com o sistema
BIA-SWYV para 6 amostras reais que foram adequadamente dissolvidas no eletrélito suporte de
tampdo HAc/Ac™ 0,1 mol L'!. A Figura 50B apresenta os voltamogramas para as mesmas

amostras preparadas da mesma forma, porém, fortificadas antes com 1 % (m/m) de EFD.

Figura 50. Voltamogramas de onda quadrada de solugdes contendo amostras reais adequadamente
diluidas em tampdo HAc/Ac™ 0,1 mol L' antes (A) e ap6s (B) adigdo de 1 % de EFD (m/m).

Composicdo das amostras: Ver Tabela 4 (pag. 39). Demais pardmetros experimentais: Ver Figura 47.
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Observando a Figura 50A, nota-se que os perfis voltamétricos das amostras
estudadas ndo apresentam picos na regido acima de +1,80 V. No entanto, as mesmas amostras,
apos dopagem com 1% de EFD, passam a apresentar um pico de oxidacdo por volta de +1,85

V relacionado com a oxida¢do da EFD (Figura 50B). Estes resultados comprovam que o método
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desenvolvido pode ser empregado na identificacdo de EFD nestes tipos de amostras, mesmo
em pequenas quantidades (1%; m/m). Neste estudo, as concentragdes finais (apds diluicio)
detectadas nas amostras foram de 10 mg L' de EFD. Esta concentracio detectada nos
suplementos ou fitoterapicos torna o método bastante interessante para aplicagdes forenses,
tanto criminais (adulteragdes), como no esporte, visto que o valor maximo permitido em exames
antidoping, segundo a Agéncia Mundial Antidoping, é de 10 mg L™ [56]. A taxa de excregdo
de EFD inalterada na urina é de 60 % [64,65]. Assim, para detec¢do de 10 mg L' de EFD na
urina seria necessario a ingestdo de uma dose de, no minimo, 16 mg L', o que torna a detecgdo

de 10 mg L! adequada para esse tipo de aplicagio.

Nesse contexto, o sistema BIA-SWV desenvolvido também foi empregado para
deteccdo de EFD em uma amostra de urina sintética. Duas aliquotas da amostra foram
fortificadas com concentragdes diferentes de EFD (10 e 20 mg L!). As amostras foram entfio
diluidas (50:50; v/v) em eletrdlito suporte com concentragdo dobrada (Tampao HAc/Ac 0,2

mol L', pH 4,75). As concentragdes finais de EFD utilizadas neste estudo foram, portanto, de
5e 10 mg L. A Figura 51 apresenta os voltamogramas obtidos.

Figura 51. Voltamogramas de onda quadrada de solugdes contendo urina sintética diluida em tampao
HAc/Ac 0,2 mol L! antes (===) e apos (—) fortificagdo com duas concentragdes diferentes de EFD.

Concentragdo final de EFD: 5 ¢ 10 mg L'. Demais pardmetros experimentais: Ver Figura 47.
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A partir da Figura 51, pode-se observar que a EFD foi detectada nas amostras de

urina sintética com uma simples dilui¢do 1:1 no eletrolito suporte. Nao foi observado nenhum
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sinal de oxidacdo de compostos presentes na amostra. Entretanto, pode ser notada uma perda
significativa de sensibilidade, esta perda pode ser devida a grande variagdo na composi¢do do
eletrolito suporte com a adi¢do da urina fortificada. Apesar da diminui¢do da sensibilidade, a
deteccdo de 10 mg L' de EFD na amostra foi possivel mesmo ap6s a dilui¢io, demonstrando a
adequagdo do método BIA-SWV desenvolvido para deteccdo de EFD em urina dentro dos
limites maximos estabelecidos pela WADA [56].

Os dados apresentados nesta secdo mostram que o método BIA-SWV apresenta
caracteristicas que possibilitam analises sequenciais rapidas (~ 30 andlises por hora), além de
portabilidade e robustez. Adicionalmente, sdo métodos simples, rapidos e de baixo-custo, que
podem ser facilmente adaptados para analises de rotina em laboratéorio com pouca

infraestrutura.

4.4.8.Quantificacio de efedrina em amostras de suplementos alimentares

Além da aplicagdo em processos de triagem rapida ou “screening” sugerida para o
método BIA-SWV desenvolvido, sua funcionalidade também foi testada para a quantificacao
de EFD nas amostras empregando o método de adi¢do de padrdo, uma vez que um possivel
efeito de matriz pode ser evitado, além de algum efeito advindo do proprio sistema de andlise
como, por exemplo, a regressao da faixa linear ndo cruzar a origem. Utilizando os parametros
otimizados anteriormente e levando em consideracio a faixa linear obtida (5 a 40 mg L!), seis
curvas analiticas usando método de adi¢do de padriao para diferentes amostras foram
construidas. A Figura 52 apresenta os voltamogramas de onda quadrada e as respectivas curvas
de calibracdo obtidas para solucdes de amostras dopadas antes e apos a adigdes sucessivas de

padrdes de EFD (método de adi¢@o de padrdo).

As curvas de calibracdo apresentadas na Figura 52 foram construidas em uma faixa

d ~ -1 . . .
e concentragdo menor (5 — 25 mg L) que a faixa linear para garantir que o comportamento
fosse linear, mesmo na presenga de uma amostra, durante todo o intervalo utilizado. As

equagoes para cada curva de calibragdo sdo apresentadas a seguir:
> Chaverde: I (uA)= 1,25 [EFD] (mg L") + 6,07, R =0,99;
> Garcinia composta: I (uA) = 1,13 [EFD] (mg L) + 5,89, R? = 0,99;

> Garcinia: I (uA) = 1,24 [EFD] (mg L") + 6,35, R*=0,99;



> Lipo Diet: I (uA) = 1,30 [EFD] (mg L") + 6,68, R =0,99;

> Suplemento de cafeina: I (uA) = 0,97 [EFD] (mg L) + 9,57, R?=0,99;

> Spirulina: I (pA) = 0,92 [EFD] (mg L") + 9,22, R?=10,98;

97

Figura 52. Voltamogramas de onda quadrada obtidos para seis solugdes de amostras dopadas, antes e

apos cinco adi¢des de padrdo de EFD para (A) Cha verde; (B) Garcinia composta; (C) Garcinia; (D)

Lipo Diet; (E) Suplemento de cafeina e (F) Spirulina, com as respectivas curvas de calibragao.

Condigdes experimentais: Ver Figura 47.
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Os estudos de adi¢do e recuperacdo nas amostras apresentaram resultados que
variaram de 97 a 104%, com desvios padrdes relativos menores que 3%. Todas as amostras
foram dopadas com baixas quantidades (1%; m/m) e o método se mostrou eficiente para
quantificagio de pequenas concentracdes de EFD (5 mg L) em amostras complexas
(suplementos alimentares e fitoterdpicos usados para emagrecimento). A sensibilidade média
para todas as amostras estudadas foi de 1,14 £ 0,16 ( pA / mg L), sendo a melhor sensibilidade
obitida para a amostra de Lipo Diet® (1,30 pA / mg L!) e a menor com valor de 0,92 pA / mg
L' para Spirulina, mostrando pouca variacdo apesar das diferentes complexidades de cada
amostra, atestando a robustez do método. Adicionalmente, a detec¢do e quantificacdo de
efedrina em amostras de suplemento foi realizada pela primeira vez empregando técnicas
eletroquimicas. Os resultados obtidos sdo comparaveis em seletividade e limites de detecgao
com métodos empregando técnicas tradicionais como cromatografia [180,181], eletroforese
capilar [182] e espectrofotometria [183], que também analisaram efedrina em suplementos

alimentares.

A quantificacdo de EFD em urina apresentou resultados de recuperagdo abaixo do
esperado (~ 60%). A modificagdo na composi¢do do eletrdlito suporte devido a grande
quantidade de amostra presente apos a diluicdo pode ter causado algum efeito na faixa linear
do método proposto. Portanto, a quantificagdo de EFD neste tipo de matriz ndo foi possivel
somente com a simples dilui¢do proposta neste trabalho. No entanto, o método se mostrou
bastante efetivo para uma triagem rapida com a finalidade de detectar a presenca de EFD em

baixas concentragdes.

5. CONCLUSOES GERAIS

A voltametria de onda quadrada mostrou-se uma ferramenta bastante interessante
para aplicagdes em andlises e processos de triagem ou “screening’” de amostras forenses. O uso
de BDD como eletrodo de trabalho em meios 4cidos proporcionou uma ampla faixa de potencial
de trabalho, permitindo assim analises rapidas e simples de varios compostos simultaneamente,
constituindo assim uma grande alternativa aos métodos atuais usados para triagem ou analise

preliminar de amostras forenses.

Os métodos de analise desenvolvidos que empregam o sistema BIA-SWV,
mostraram-se bastante robustos. Os parametros de injecdo, como volume e velocidade de

inje¢do sdo automaticamente controlados e fixados pela pipeta eletronica, tornando o
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procedimento de injecdo, ainda que ndo automatico, muito reprodutivel. Além disso, € possivel
a analise rapida e sequencial de um grande niimero de amostras sem necessidade de troca de
eletrolito suporte. Os métodos desenvolvidos requerem minima manipulacdo da amostra
(apenas dissolu¢ao em uma quantidade adequada de eletrdlito), empregam pequenos volumes

e podem ser aplicados em andlises fora do laboratorio.

O método BIA-SWV para triagem e quantificagdo de cocaina em amostras
apreendidas mostrou-se seletivo, no sentido de que possibilita a detec¢cdo de cocaina na presenca
de todos os principais adulterantes encontrados. O método possui boa repetibilidade e
reprodutibilidade, além de permitir a deteccdo de cocaina mesmo com grande quantidade de
adulterantes eletroativos. Para a quantificagio, um baixo limite de deteccdo (0,27 mg L) foi
alcancado em um eletrodo sem modifica¢des quimicas complexas da sua superficie. Além disso
uma segunda alternativa ¢ demonstrada para a triagem de amostras apreendidas, o uso de BIA-
MPA mostrou-se simples e eficiente, com possibilidade de um aumento ainda maior na
frequéncia de analises. Todas estas caracteristicas, no contexto forense, tornam o método mais
seletivo que os testes preliminares tradicionalmente em uso e mais acessivel que aqueles

empregados para andlises definitivas.

O uso da SWV também foi demonstrado com sucesso no desenvolvimento de um
método que permite a identificacdo de SIB e EFD em amostras de diferentes complexidades, a
deteccao foi possivel em amostras extremamente complexas como multivitaminicos ou urina,
como também em amostras de fitoterdpicos. A quantificacdo foi bem-sucedida mesmo em
amostras que possuem uma alta concentragao de possiveis interferentes com no suplemento de
cafeina, que possuia uma concentragdo de cafeina dezenas de vezes maior que a de SIB ou EFD.
Ainda, a associacao do método SWV com o sistema BIA apresentou a mesma eficiéncia para a
triagem de amostras com um ganho na portabilidade e na velocidade de andlise. Os baixos
niveis de concentragdo estudados tornam o método uma promissora ferramenta para aplicagdes
forenses criminais, como a determinacdo de adulteracdes e/ou falsificagdes. A deteccdo de
niveis de EFD abaixo do méximo estabelecido pela regulamentagdo antidoping, na urina, torna
o método uma possibilidade simples, de relativo baixo custo e atrativa para exames desta

natureza.
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6. PERSPECTIVAS

Destaca-se como perspectivas deste trabalho:

* Aplicar o método acoplando o sistema BIA e as técnicas voltamétricas para analise
de outras amostras de drogas ilicitas (como por exemplo, anfetaminas) e possiveis adulterantes

encontrados em amostras reais;

« Utilizar do sistema BIA-SWYV para determinagdo de outros adulterantes (como

fluoxetina) em amostras de medicamentos naturais ou fitoterapicos;

» Aprofundar os estudos utilizando o sistema BIA acoplado BDD para determinagao

de cocaina na presenca de levamisol,

* Estudos para determinagdo simultanea de adulterantes de classes farmacoldgicas

similares, como diuréticos, em amostras de suplementos alimentares;

* Andlise simultinea de efedrina, cafeina e aspirina (ECA) em amostras de

suplementos para atletas.

* Estudos para preparos de amostra com o intuito de quantificar substancias
proibidas no esporte em amostras biologicas para aplicagdes em testes simples, de baixo custo

e portateis de andlise;

* Realizar testes comparativos entre os métodos eletroanaliticos e o0s

cromatograficos, espectrométricos, eletroforéticos ou espectrométricos.
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