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RESUMO

Midazolam (MID) é um imidazobenzodiazepinico usado como tranquilizante, sedativo,
hipnético e anticonvulsionante. O MID difere de outros benzodiazepinicos, devido a sua
rapida absorcdo e solubilidade em solugdes aquosas, permitindo seu uso em amostras de
bebidas, sendo comumente utilizado como drogas de estupro consentido (do inglés “date
rape drug”) ou também chamado de Golpe do “Boa Noite Cinderela”. Além disso, esse
tipo de droga e seus metabolitos tém meia-vida curta em humanos, dificultando a detec¢do
de MID em amostras bioldgicas. Neste caso, a determinacdo de MID em amostras de
bebidas torna-se uma alternativa como evidéncia em investigacdo criminal. Neste
trabalho, foi descrito um método simples, portatil e de baixo custo para determinagdo
seletiva de MID em bebidas alcdolicas (vinho tinto, whisky e vodka). Voltametria de
pulso diferencial, eletrodo de diamante dopado com boro (BDD) e tampao Britton-
Robinson (BR) 0,12 mol L' (pH = 2,0) foram utilizados como, técnica eletroquimica,
eletrodo de trabalho e eletrdlito suporte, respectivamente. Os seguintes parametros de
pulso diferencial foram otimizados: amplitude de modulagdo: 70 mV, incremento de
potencial: 6 mV e tempo de modulagdo: 25 ms. Diferentes faixa lineares de resposta (4-
25 umol Lt e r=0,997; 1-10 umol L' e r = 0,995; 1-15 pmol L' e r = 0,998) e limites
de deteccdo (0,46, 0,43 e 0,33 umol L) foram obtidos em amostras de vodka, whisky e
vinho tinto, respectivamente. A precisdo (RSD < 6,3%, n = 15) e exatiddo (88-103 %) do
método foram satisfatdrias. Para comparar as caracteristicas analiticas (faixa linear de
resposta, LD, LQ e seletividade) obtidas entre os dois processos eletroquimicos que
ocorrem para o MID, o pico de reducdo também foi explorado utilizando a mesma técnica,
eletrodo de trabalho e eletrolito suporte usado para o pico de oxidagdo. Os seguintes
parametros de pulso diferencial foram otimizados: amplitude de modulagdo: 70 mV,
incremento de potencial: 5 mV e tempo de modulacdo: 25 ms, sendo possivel comparar
as caracteristicas analiticas obtidas com o processo de oxidacdo e redugdo do MID. Por
fim, o método também foi adaptado ao sistema eletroquimico portatil de analise por
inje¢do em batelada (BIA, do inglés “Batch Injection Analysis™) que tem grande potencial

para ser usado em analise em triagens rapidas.

Palavras-chave: Mecanismo eletroquimico, quimica forense, eletrodo de BDD, analises

in locu



ABSTRACT

Midazolam (MID) is an imidazobenzodiazepine commonly used as tranquilizer, sedative
hypnotic and anticonvulsant drug. MID differs from other benzodiazepines, because of
its fast absorption and solubility in aqueous solutions, which enables its use in many types
of beverage samples as a facilitated-sexual or date rape drug, also known “Good night,
Cinderela”. In this work, we described a simple, portable and low-cost method for fast
screening and selective determination of MID in beverages samples (vodka, whisky and
red wine). Differential-pulse voltammetry, boron-doped diamond electrode (BDD), and
Britton-Robinson (BR) buffer (pH = 2.0) were selected as electrochemical technique,
working electrode and supporting electrolyte, respectively. Different linear response
ranges (4-25 umol L and r = 0.997; 1-10 pmol L' and r = 0.995; 1-15 pmol L' and r =
0.998) and limits of detection (0.46, 0.43 and 0.33 pmol L) were obtained for the
analysis of samples as vodka, whisky, red wine, respectively. The precision and accuracy
were satisfactory considering the low relative standard deviation values (RSD < 6.3%, n=
15) and the values obtained in the recovery studies (88-103%). In order to compare the
performance (LOD, LOQ and selectivity) between two MID electrochemical processes,
the reduction peak was also explored using the same technique, work electrode and the
supporting electrolyte for the oxidation peak. The parameters of differential pulse
voltammetry for the reduction peak were optimized: modulation amplitude: 70 mV; step
potential: 5 mV and modulation time: 25 ms, being possible to compare with the
analytical characteristics of the oxidation and reduction process of the MID. Finally, the
proposed method was also adapted to a robust portable electrochemical system (BIA,
batch injection analysis) which has great potential for rapid point-of-care testing (rapid

screening tests).

Keywords: Electrochemical mechanism; Forensic chemistry; BDD electrode; On-site

analysis.
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1 INTRODUCAO
1.1 Justificativa

A utilizagdo de drogas como facilitadora de crimes ¢ um fendmeno que tem sido
reportado por diversos autores (ADAMOWICZ; KALA, 2010; LLEDO-FERNANDEZ;
POLLARD; ROMEROSA, 2014; SHBAIR; LHERMITTE, 2010). Estas drogas sdo
conhecidas como drogas de estupro consentido (do inglés “date rape drug”) ou drogas
facilitadoras de crime (DFC) e geralmente envolvem agressdes, roubos ou abusos sexuais.
Dados do relatorio de 2017 da Secretaria de Seguranca Publica do Estado de Sao Paulo
(SSP-SP) mostram que 93% das vitimas eram homens (resultando em roubos e furtos) e
7% mulheres (resultando em caso de estupro) (DADOS, 2018). No Brasil, ndo ha uma
classificagdo para esse tipo de droga, porém, um termo comum ¢ utilizado para esse tipo
de pratica que ¢ conhecido como “Golpe do boa noite Cinderela” (BARRETO DA
SILVA, 2016).

Geralmente, esse golpe ¢ realizado quando DFC sdo adicionadas nas bebidas ou
nos alimentos das vitimas, atuando no sistema nervoso central, na qual provoca:
diminuicdo dos efeitos motores e cognitivos, perda de memoria, desinibi¢do,
sociabilidade e suave embriaguez. Essas drogas geralmente ndo alteram o sabor e o cheiro
das bebidas alcoolicas, o que facilita que os criminosos pratiquem seus crimes sem que a
vitima perceba o que ocorreu (PASSAGLI, 2016). As drogas mais reportadas para esse
uso sdo: cetamina, dimenidrinato, escopolamina, dcido gamahidroxibutirico (GHB) e o
grupo dos benzodiazepinicos (clonazepam, flunitrazepam, diazepam, bromazepam e o
midazolam) (ADAMOWICZ; KALA, 2010).

Dentre as DFC reportadas, a classe dos benzodiazepinicos vem sendo reportada
como a mais utilizada para esse tipo de pratica, devido a sua disponibilidade no mercado
(classe de drogas depressoras mais vendidas no mundo), sua rapida absor¢cdo quando
comparado a outras drogas (~1-3 horas) e aos efeitos proporcionados a vitimas, sendo
potencializado com o uso de LSD (4cido lisérgico) e bebidas alcoolicas (ANDERSON;
FLYNN; PILGRIM, 2017; D’ALOISE; CHEN, 2012).

Os benzodiazepinicos (BZPs) sdo moléculas que apresentam um nuicleo benzénico
fundido com um anel de sete membros contendo dois atomos de nitrogénio (1,4-
diazepina), que atuam no Sistema Nervoso Central (SNC), atuando como drogas

depressoras, sedativas, hipnoticas e miorrelaxantes. Os BZPs interagem com os
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receptores de neurotransmissores inibitdrios ativados pelos receptores de acido gama-
aminobutirico (GABA) (PASSAGLI, 2016). A Figura 1 apresenta as estruturas quimicas

das moléculas de BZPs descritas na literatura como DFC.

Figura 1. Estrutura quimica de alguns benzodiazepinicos.

H O
: w
Br =N =N
J N
—
Bromazepam Diazepam
H 3C‘

0

Clonazepam Flunitrazepam

Fonte: A autora.
1.2 Midazolam (MID)

O midazolam (MID) ¢ um imidazobenzodiazepinico que foi sintetizado pela
primeira vez por Fryer e Walser e tem acdo ansiolitica, anticonvulsionante, hipnética e
miorrelaxante (KROPF; HUGHES, 2018; WALSER et al., 1978). Seu mecanismo de
acdo ¢ similar aos descritos para os benzodiazepinicos e ¢ imediatamente metabolizado
(~1 hora) a o-hidroximidazolam, 4-hidroximidazolam e a-4-dihidroximidazolam

(KUPIETZKY, 1993). A Figura 2 mostra a estrutura quimica do midazolam.
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Figura 2. Estrutura quimica do midazolam.

Cl =N

Fonte: A autora.

O MID (Figura 2) difere da estrutura molecular descrita comumente para os BZPs
devido a presenga de um grupo imidazol ligado ao nitrogénio do grupo benzodiazepinico
e por isso, possui propriedades diferentes, tais como: solubilidade em meios aquosos e
ndo-aquosos, metabolismo e absor¢do mais rapidos, além de ser facilmente administrado
via intravenoso e intramuscular. Devido sua rapida absor¢do e metabolismo, o MID ¢
dificilmente encontrado em fluidos bioldgicos, dificultando evidéncias de atividades
criminais no uso indevido como uma DFC (GERECKE, 1983; ORIVE et al., 1993). Por
isso, a analise em bebidas alcodlicas torna-se uma alternativa neste tipo de investigacio
(ACIKKOL; MERCAN; KARADAYI, 2009; D’ALOISE; CHEN, 2012).

Os métodos comumente encontrados para a determinagdo de MID sio
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés “High Performance Liquid
Chromatography”) (DESAIL VIDYASAGAR; DESAIL 2011; ESPINOSA-BOSCH et al.,
2015), cromatografia gasosa (ACIKKOL; MERCAN; KARADAYI, 2009;
ADAMOWICZ; KALA, 2010), espectrometria UV-vis (NARAYANA; DIVYA;
NAYAK, 2013; PFENDT; POPOVIC; SUPANCIC, 1995), eletroforese capilar
(LAUSECKER; HOPFGARTNER; HESSE, 1998) e cromatografia capilar eletrocinética
micelar (OLEDZKA et al., 2015; OLEDZKA et al., 2013).

Na literatura, sdo descritos alguns trabalhos eletroquimicos para a determinagéo
do MID. Vire, Patriarche e Hermosa (1987) mostraram pela primeira vez a redugdo

eletroquimica do MID utilizando polarografia de pulso diferencial. Em 1990, Ribes e
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Osteryoung mostraram a determinagdo de MID usando eletrodo de gota pendente de
mercurio e voltametria de pulso normal adsortiva com redissolugdo catdédica. No mesmo
ano, Kir, Onar e Temizer mostraram a possibilidade da detec¢do de MID em farmacos,
utilizando voltametria de pulso diferencial com redissolugdo catddica. Outros trabalhos
mostraram métodos eletroquimicos para a determinagdo de MID (DE CARVALHO et
al., 2010; DOMENECH-CARBO et al, 2013b; DOS SANTOS; FAMILA;
GONCALVES, 2002; GANJALI; LARIJANI; NOROUZI, 2012; GHORBANI et al.,
2014; JAIN; YADAYV, 2012; RAMESHKUMAR et al., 2016).

PANAHI et al., (2018) desenvolveram um sensor eletroquimico a base de um
polimero nano-molecularmente impresso para deteccdo de MID em formulagdes
farmacéuticas e amostras de urina. Outros autores, desenvolveram um eletrodo a base de
papel, fabricado com grafite de lapiseira (eletrodo de trabalho) para a determinagdo de
MID em whisky (DIAS et al., 2018). Embora existam inumeros trabalhos na literatura
que descrevem a determinagdo eletroquimica de MID, até o presente momento ndo foram
encontrados trabalhos empregando a oxidagdo eletroquimica deste composto. A Tabela 1
resume caracteristicas analiticas e amostra aplicada para alguns trabalhos encontrados na

literatura para a determinagao de MID.
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Tabela 1. Alguns métodos e caracteristicas analiticas encontrados na literatura para a determina¢ao de MID

Técnica Amostra LD / pmol L-! FL / pmol L-! Referéncia
RP-HPLC- Formulagf)es 6,13 6,13-92 (DESAI; VIDYASAGAR; DESALI 2011)
uv farmacéuticas
GC-MS Bebidas alcodlicas NR NR (ACIKKOL; MERCAN; KARADAYT, 2009)
GC-EI-MS Urina 2,14 3,68-153,5 (ADAMOWICZ; KALA, 2010)
5 5,33 46,1- 92,1
UV-VIS Formu}ag.oes (NARAYANA; DIVYA; NAYAK, 2013)
farmaceéuticas 1,78 30,7- 153.,5
UV-VIS Formu}ag.oes NR 5-70 (PFENDT; POPOVIC; SUPANCIC, 1995)
farmacéuticas
CZE-ESI-MS Plasma Humano 1,53 NR (LAUSECKER; HOPFGARTNER; HESSE, 1998)
MEKC Urina 0,06 0,15-6,13 (OLEDZKA et al., 2013)
DPP Sol. Padrdo 0,06 0,1-10 (VIRE; PATRIARCHE; HERMOSA, 1987)
NPAdSV Sol. Padrio 0,00001 3,6-36 RIBES; OSTERYOUNG, 1990
Potenciometria Formu}agges 10 10-10000 GANIJALI LARIJANI; NOROUZI, 2012
farmacéuticas
SWAdsCV Formu}ag.oes 0,016 0,1-10 DOS SANTOS; FAMILA; GONCALVES, 2002
farmacéuticas
DPAdsCV Sol. Padrio NR 0,001-1.6 KIR; ONAR; TEMIZER, 1990
Impedancia Sol. Padrao NR 10-400 RAMESHKUMAR et al., 2016
DPV NR NR 46-2760 JAIN; YADAV, 2012
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Tabela 1 - Continuacao

SWV Urina 0,0017 0,0005-0,1 PANAHI et al., 2018
SWV Herbal NR NR DOMENECH-CARBO et al., 2013
SWAdJSCV Fitoterapica NR NR DE CARVALHO et al., 2010
Potenciometria Plasma sanguineo 0,6 10-1000 GHORBANI et al., 2014

FL: faixa linear; LD: limite de deteccdo; NR: Nao reportado; Técnica: DPP — Polarografia de pulso diferencial; NPAdsV — Voltametria de pulso normal adsortiva com
redissolugdo catddica ; SWAdsCV — Voltametria de onda quadrada adsortiva com redissolucdo catddica; DPAASCV — Voltametria de pulso diferencial adsortiva com
redissolugdo catddica; DPV — Voltametria de pulso diferencial; SWV — Voltametria de onda quadrada; GC-MS: Cromatografia gasosa acoplada com massas; GC-EI-MS:
Cromatografia Gasosa de elétron impacto acoplado a espectrometro de massas; RP-HPLC-UV: Cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa com deteccao
espectofotométrica na regido do UV.; MEKC: Cromatografia eletrocinética micelar. CZE-ESI-MS: Eletroforese capilar de zona acoplada com ionizag@o por electrospray e
espectometro de massas.
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1.3 Eletrodo de diamante dopado com boro

O eletrodo de diamante dopado com boro (BDD, do inglés “boron doped diamond”) ¢é
um material a base de carbono de alta dureza e resisténcia mecanica que vem sendo empregado
com sucesso no desenvolvimento de métodos eletroanaliticos aplicados em diferentes amostras,
como: forense (OLIVEIRA et al., 2018; FREITAS et al., 2017), ambiental (MIGLIORINI,
2011), farmacéuticas (LOURENCAO et al., 2016; ALENCAR et al., 2018; SILVA et al.,2017)
e biologicas (LIMA et al., 2018). Esse material possui propriedades distinguiveis de outros
eletrodos a base de carbono bastante utilizados (pasta de carbono, carbono vitreo, etc.), das
quais, destacam-se: (i) estabilidade a corrosdo em meios muito agressivos; (ii) ampla faixa de
potencial em meio aquoso; (ii1) baixa e estavel corrente de fundo; (iv) baixa adsor¢cao molecular;
(v) robusto. Se o eletrolito adequado for selecionado, a evolucao de hidrogénio é observada a
partir de -1,5 V vs Ag/AgClsat) € de oxigénio em +2,3 V vs Ag/AgClsa) (FUIISHIMA et al.,
2005; SUFFREDINI et al., 2004).

Para a sintese do eletrodo de diamante, os dois métodos mais reportados sao a deposi¢ao
quimica a partir da fase vapor (CVD, do inglés “chemical vapor deposition”) e o crescimento
a alta-pressao/alta-temperatura (HPHT, do inglés “high-pressure/high-temperature”). O
método HPHT foi desenvolvido pela General Electric (1955) (DE BARROS et al., 2005;
SPEAR; DISMUKES, 1994) e se assemelha mais ao crescimento natural do diamante, enquanto
que o método CVD foi desenvolvido por William Eversole, da Union Carbide, no ano de 1952.
O método HPHT necessita de temperaturas iguais ou maiores a 1670 K e de pressoes altissimas,
da ordem de 5 x 10° Pa, enquanto o método CVD trabalha a temperaturas da ordem de 1270 K
e pressoes entre 1000 e 10000 Pa (DE BARROS et al., 2005; SPEAR; DISMUKES, 1994).
Atualmente, o método CVD vem sendo mais empregado por sua versatilidade, simplicidade,
economia e permitir o crescimento dos filmes em varios substratos de tamanhos diferentes
(PLESKOV, 2002).

Diversos substratos condutores podem ser utilizados na fabricacdo do eletrodo de BDD,
dos quais destacam-se o silicio, molibdénio, tungsténio e titdnio. A produ¢do pelo método CVD
¢ baseado na disposicao de uma pelicula de diamante sobre um substrato através da ativacao de
uma fase gasosa rica em carbono, introduzida em um reator (reatores com ativagdo de
filamentos de tungsténio, ou plasma por micro-ondas). Geralmente, se utiliza metano altamente
diluido em hidrogénio. Porém, podem ser empregados metanol, etanol e acetona, no processo.
Com o objetivo de obter maiores taxas de crescimento dos filmes, pequenas fragcdes de oxigénio

ou compostos halogenados podem ser usados (DE BARROS et al., 2005; NOTSU, 1999).
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O diamante natural ¢ um material isolante (resistividade em torno de 10'® Q cm). Os
filmes de diamante natural tratado com plasma tém a sua resistividade diminuida a 10°® Q cm,
porém, para a obtencdo de materiais semicondutores, esse valor de resistividade ainda ¢ alto,
sendo necessaria a dopagem do diamante para obter um material com boa condutividade e
assim, aplicar-se como eletrodo. O boro ¢ o dopante mais empregado na construgdo de filmes
de diamante (semicondutor do tipo p), devido o &tomo de boro possuir baixa energia de ativagao
como transportador de carga (~0,37 eV). Geralmente, a introducdo do boro no filme de
diamante ocorre durante o crescimento, adicionando-se no reator substancias que contenham
boro. Os dopantes mais utilizados sdo: diborano (B2Hs) e 6xido de boro (B203). (DE BARROS
et al., 2005; KRAFT, 2007).

O B:H¢ ndo contém carbono ou oxigénio na molécula, a qual evita a inclusdo de
elementos extras no reator e ¢ facilmente encontrado, porém, ¢ altamente toxico, explosivo e
reativo. O B203; ¢ o mais empregado, pois tem grande disponibilidade, mas deve ser
solubilizado em metanol e acetona (DE BARROS et al., 2005). Em geral, sdo usados dopagem
de boro entre 500 a 10000 ppm (10" — 10?! 4&tomos cm™) (PLESKOV, 2002).

As superficies do BDD recém preparado possui terminagdes de hidrogénio, o que se
deve a atmosfera contendo gas hidrogénio usado durante o processo de fabricacdo (KRAFT,
2007). No entanto, essa terminagdo pode ser mudada para oxigénio através da exposicao da
superficie por um plasma de oxigénio, uma solucao acida em ebuli¢do, ou uso de tratamentos
eletroquimicos (aplicagdo de corrente ou potencial). Assim, pode-se obter BDD com
terminagdes de hidrogénio e oxigénio (YAGI et al., 1999).

Pelskov et al. (1987) mostraram pela primeira vez que as propriedades superficiais do
eletrodo de BDD podem ser facilmente alteradas usando pré-tratamento eletroquimico. A partir
deste estudo, diversos outros trabalhos vem investigando o comportamento eletroquimico pelas
mudancas superficiais a partir de tratamentos eletroquimicos anodicos e catddicos (GOETING
et al., 2000; GRANGER et al., 2000; NOTSU, 1999; TERASHIMA et al., 2003; YAGI et al.,
1999).

E importante destacar que tratamentos anédicos aumentam a relagdo oxigénio/ carbono
na superficie do filme, tornando a cinética de reac@o de transferéncia de elétrons em pares redox,
como [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]* mais lenta. Para estas espécies, a reversibilidade da reacdo de

transferéncia de carga aumenta com a diminui¢ao do pH, indicando que grupos carboxilas,
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negativamente carregados podem estar na superficie do filme, diminuindo a reversibilidade da
reacdo de transferéncia eletronica por exclusdo de carga (DE BARROS et al., 2005; YAGI et
al., 1999).

Devido as diferengas obtidas por estes tipos de tratamento, o eletrodo pode apresentar
caracteristicas hidrofobicas (terminagdes de hidrogénio), ou hidrofilicas (terminagdes de
oxigénio), de tal maneira que essas terminagdes podem influenciar as respostas eletroquimicas

da espécie de interesse (KASAHARA et al., 2017).

1.4 Voltametria de pulso diferencial

Barker e Jenkin introduziram as técnicas de pulso para reduzir os limites de deteccao
das medidas voltamétricas (WANG, 2006). Inicialmente, esse tipo de técnica surgiu como uma
maneira de sincronizar os pulsos aplicados com o desprendimento das gostas no sistema de
eletrodo gotejante de mercurio, de tal maneira a diminuir a contribuicao da corrente capacitiva.
Assim, as técnicas de pulso baseiam-se na aplicagdo de degraus de potencial, fixos ou variaveis,
para minimizar a aquisi¢do da corrente capacitiva (BARD,, FAULKNER, 1980; WANG,
2006).

Na Voltametria de Pulso Diferencial (DPV, do inglés “differential-pulse voltammetry”),
pulsos de potencial fixos sdo aplicados em uma rampa de potencial crescente no eletrodo de
trabalho. A Figura 3 mostra a esquematizagao da aplicacao de potencial em DPV (DE SOUZA;
MACHADO; AVACA, 2003; WANG, 2006).
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Figura 3. Representagdo esquematica da aplicacdo de potencial em DPV.

[S0ms |

Potencial

Fonte: BRETT ¢ BRETT, 1996.

Na DPV, como se pode observar na Figura 3, a corrente ¢ medida imediatamente antes
(Ponto Si) e no final da aplicagdo do pulso de potencial (Ponto S;). Essas correntes sdo
instrumentalmente subtraidas (I = Is2 — Is1) e essa diferenga ¢ registrada em fungdo do potencial
aplicado, gerando um pico de forma gaussiana. A medida em DPV ¢ realizada desta maneira
para minimizar a corrente capacitiva (corrente ndo faradaica). Quando se aplica um pulso, ha
um acréscimo da contribui¢do da corrente capacitiva e faradaica, no entanto, a corrente
capacitiva decai exponencialmente enquanto que a faradaica, linearmente (BARD,
FAULKNER, 1980; DE SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003). Deste modo, escolhendo-se
um tempo adequado entre a primeira e a segunda leitura, a medida da corrente total € realizada
a um valor onde a corrente capacitiva ¢ minimizada sem perda significativa da corrente
faradaica. A maneira em que a corrente ¢ medida possibilita que em DPV, se obtenha limites
de deteccdo da ordem de 10® mol L' (WANG, 2006). Assim, a corrente resultante em DPV ¢

proporcional a concentracao da espécie de interesse, de acordo com a Equagao (1):

(1

__ mFADY?%c (1— a)

I'= JEmT 1+ o

em que, I ¢ a corrente resultante, F constante de Faraday, » nimero de elétrons, 4 area do

eletrodo, D coeficiente de difusdo, t» tempo de modulacdao, C a concentragdo do analito de
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interesse e ¢ corresponde a exp(nFa/2RT), sendo a amplitude de modulagdo, R a constante dos
gases e T a temperatura da analise. E importante destacar também que a corrente de pico é
diretamente proporcional a amplitude de modulagdo e por isso, um aumento de amplitude gera
maior intensidade no sinal. No entanto, um alargamento da base do pico gaussiano ¢ observado
com o aumento da amplitude (BARD, FAULKNER, 1980; BRETT; BRETT, 1996; WANG,
2006).

1.5 Voltametria de onda quadrada

A voltametria de onda quadrada (SWV, do inglés “square-wave voltammetry’) ¢ uma
técnica de pulso mais rapida e sensivel em relagdo a outras técnicas eletroquimicas pulsadas.
Além disso, ela permite a avaliag@o cinética e mecanistica do processo redox em estudo, a partir
da analise dos seus parametros caracteristicos (BARD, FAULKNER, 1980).

OSTERYOUNG e OSTERYOUNG (1985) desenvolveram o modelo de SWV mais
utilizado atualmente. Neste modelo, a forma da curva de corrente-potencial ¢ devido a aplicacao
de potenciais de amplitude a (amplitude do pulso de potencial) que variam numa rampa de
potencial em forma de escada com altura de AEs (incremento de potencial) e duragao T periodo,
como mostrado na Figura 4. A corrente ¢ medida ao final dos pulsos direto (pulso no sentido
da varredura) e reverso de cada periodo. O sinal obtido resultante ¢ a diferenga entre as duas
correntes obtidas (Al), como mostrado na Figura 5. O modo de aquisi¢do de corrente diminui a
detec¢do da corrente capacitiva, melhorando assim, o limite de deteccdo da técnica (DE

SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003)
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Figura 4. Forma de aplicagdo de potencial em SWV.

Tempo

Fonte: WANG, 2006.
Figura 5. Voltamogramas esquematicos de onda quadrada para (A) um processo redox

reversivel (B) irreversivel.

A resultante B
resultante

direta

Corrente
Corrente

reversa

Potencial Potencial

Fonte: DE SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003.

Como o intervalo entre o pulso direto e reverso € pequeno, a corrente capacitiva ¢
relativamente constante de modo que o calculo da diferenca entre as respostas dos pulsos direto

e reverso, anulam efetivamente a contribuicdo da corrente capacitiva. Consequentemente,
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velocidades de varreduras mais elevadas podem ser utilizadas em SWV, devido a forma de
aquisicdo de corrente e subtragdo da corrente de fundo (BARD, FAULKNER, 1980;
OSTERYOUNG; OSTERYOUNG, 1985).

Outra vantagem importante em SWYV estd relacionada a seu uso em solugdes sem a
remocdo de gas oxigénio. Isso porque na regido de corrente limitante para a reducdo de
oxigénio, a contribui¢do das correntes diretas e reversas sdo iguais, levando assim a uma
corrente resultante nula. Além disso, durante a varredura de potenciais negativos no sentido
positivo, a elevada velocidade de varredura limita o tempo que as espécies eletroativas de
oxigénio difundam até a superficie do eletrodo (BARD, FAULKNER, 1980).

Outra caracteristica importante da SWV ¢ a possibilidade de obtencdo de informagdes
precisas em relagdo ao mecanismo redox do sistema avaliado, levando em consideracao os
sinais de varredura direta e reversa. Os modelos tedricos desenvolvidos para o estudo
mecanistico em SWV foram desenvolvidos por dois grupos de pesquisas: Grupo de Janet
Osteryoung (OSTERYOUNG; OSTERYOUNG, 1985) e o grupo de Lovric (LOVRIC;
KOMORSKY-LOVRIC; BOND, 1991). A utilizagdo de programas computacionais capazes de
simular o comportamento quimico de sistemas reversiveis, quase-irreversiveis e irreversiveis,
permitiu que os dois grupos desenvolvessem a teoria da voltametria de onda quadrada, a qual,
atualmente, € bastante utilizada em diversos trabalhos (LIMA et al., 2018; SELVA et al., 2017,
SILVA et al., 2017) para a obtencdo de dados em relagdo a cinética, mecanismo € nimero de

elétrons envolvidos, sob variadas condigdes (DE SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003).
1.6 Analise por injecao por batelada (BIA)

O desenvolvimento de sistemas praticos e com boa precisio vem se tornando
fundamental para anélises rapidas em laboratorios com infraestrutura minima ou mesmo in
locu. Por isso, sistemas por injecdo em batelada vem sendo explorados por diversos autores
(CARDOSO et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2018; FREITAS et al., 2017; TORMIN et al.,
2014). O sistema por injecdo em batelada (BIA, do inglés “Batch Injection Analysis™) foi
introduzido por WANG e TAHA (1991) utilizando o método amperométrico de detec¢ao para
explicar os conceitos do sistema BIA.

Este tipo de sistema pode ser uma alternativa para a andlise em injecao em fluxo (FIA,

do inglés, “Flow Injection Analysis”) (RAMSING; RUZICKA; HANSEN, 1981). O sistema



28

BIA permite: (i) cerca de duzentas determinagdes sem manuseio de eletrodos e sem a
necessidade de troca de solugdo, (ii) pequenos volumes de amostras podem ser injetados (10 a
150 uL), (iii) componentes usados sdo alimentados a bateria (mini-potenciosatato, laptop e
micropipeta), o que permite analise in locu. A Figura 6 mostra o esquema de uma célula BIA
para a utilizagcdo do eletrodo de BDD. A injecdo de amostra (injecdes entre 10-150 puL) ¢
realizada na posi¢do oposta ao eletrodo de trabalho (configuracdo “wall-jet”) e um sistema de

agitacdo pode ainda ser operado (opcional) (PEREIRA et al., 2012).

Figura 6. Esquema de uma célula BIA com deteccdo eletroquimica adaptada para o eletrodo

de BDD.
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Fonte: SILVA, 2017.

A injecdo da amostra sobre a superficie do eletrodo de trabalho resulta na obtencdo de

sinais transientes (picos) (WANG; TAHA, 1991), conforme observado na Figura 7.
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Figura 7. Etapas de operagdo de um sistema BIA com detec¢do amperométrica e respectivo
sinal analitico obtido (A) antes da inje¢do; (B) durante a inje¢do; (C) final da injecdo; (D)

dispersao; (E) equilibrio final.
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Fonte: SILVA, 2017.

Antes da injecao da solucdo no sistema BIA ¢ observado uma corrente constante, que €
atribuida a corrente residual medida a partir do eletrolito inerte (Figura 7A). Ao se adicionar a
amostra com a presenc¢a de uma espécie eletroativa no potencial aplicado, hd um aumento
rapido da corrente (Figura 7B), devido ao processo redox do analito na superficie do eletrodo
transportado por convecgdo, que atinge um valor de corrente méximo rapidamente (Figura 7C).
ApoOs a injecao ocorre uma queda do sinal em direcdo a linha base (Figura 7D) até atingir o
equilibrio existente antes da injecao (Figura 7E). Essa ultima etapa pode ser acelerada através
do uso de agitacdo mecanica da solugdo presente no interior da célula (PEREIRA et al., 2012).
A magnitude da corrente observada ¢ proporcional a concentragdo da solucao injetada e ¢
observado que o fendmeno da passivacdo do eletrodo ¢ menor quando comparado com o
sistema estacionario, devido ao menor tempo de contato entre o analito e o eletrodo de trabalho

(QUINTINO; ANGNES, 2004). Apo6s a inje¢do ocorre uma elevada diluicdo na célula (ex.:
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injecdo de 100 pL em 150 mL), o que ¢ util para diminuir a contaminag¢do do eletrodo de
trabalho e realizacdo de inimeras andlises sem necessidade de manipulacdao dos eletrodos e
lavagem da célula utilizada.

Nos estudos iniciais, a reprodutibilidade dos resultados com sistemas BIA era menor,
devido ao uso de pipetas manuais, sendo que o sucesso da andlise dependia da habilidade do
operador em ser reprodutivel na velocidade de injecio (WANG; TAHA, 1991). A introducao
de pipetas eletronicas com dispersao programada permitiu que melhores resultados fossem
obtidos. No entanto, ¢ importante destacar que pardmetros de volume e velocidade de injegdo
devem ser otimizados (QUINTINO; ANGNES, 2004). Seringas de insulina descartaveis ou
pipetas manuais podem ser utilizadas em substituicdo da pipeta eletronica, mas para corrigir
eventuais erros relacionados a variagdes de volume e velocidade de injecdo, faz-se necessario
o0 uso de um padrdo interno (GIMENES et al.., 2012).

O sistema BIA pode ser associado a diferentes tipos de técnicas de detec¢do, tais como:
calorimetria (THAVARUNGKUL et al., 1999), espectrofotometria (WANG; ANGNES, 1993),
fluorescéncia (FERNANDES ef al, 1998), potenciometria (WANG; TAHA, 1991),
amperometria (CARDOSO et al., 2018; SILVA, 2017; RICHTER et al., 2016) e voltametria
(OLIVEIRA et al., 2018; FREITAS et al., 2017).

BRETT e colaboradores mostraram pela primeira vez a utilizagdo de técnicas
voltamétricas acopladas ao sistema BIA. Eles utilizaram voltametria ciclica (CV), linear (LV)
e onda quadrada (SWV) na determinagdo de hexacianoferrato (II), como composto modelo. As
injegdes por SWV envolviam uma inje¢do fornecendo uma curva voltamétrica continua

(BRETT; BRETT; MITOSERIU, 1994).
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um método simples, rapido e de baixo custo,
utilizando voltametria de pulso diferencial na determinacdo de midazolam em amostras de
bebidas alcoolicas (vodka, whisky e vinho tinto). O objetivo especifico desse trabalho foi
avaliar a oxidacao eletroquimica desse composto e comparar os resultados obtidos com os da

redugdo eletroquimica.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
3.1 Medida eletroquimicas
3.1.1 Instrumentacio

Para as medidas voltamétricas foi utilizado um potenciostato/galvanostato LAUTOLAB
Tipo III ou 128N (Eco Chemie, Metrohm, Holanda) interfaceado e controlado por um
computador através do software Nova 1.11. Como eletrodo de trabalho, foi utilizado o eletrodo
de diamante dopado com boro (BDD), com area geométrica de 0,18 cm? adquirido pela empresa
Adamant Technologies SA, La Chaux-de-Fonds, Suica (atualmente chamada NeoCoat SA - La
Chaux-de-Fonds, Suiga). O eletrodo ¢ constituido de uma placa a base de silicio (0,7 x 0,7 cm)
com espessura de aproximadamente 1 mm e coberta com fino filme de diamante (1,2 um) com
nivel de dopagem com boro de 7000 a 8000 ppm.

Antes do inicio das andlises eletroquimicas, o eletrodo de BDD foi submetido a um
processo de limpeza e/ou ativagdo eletroquimica. Esse procedimento foi realizado de duas
maneiras:

e Ativagdo anodica: consiste na aplicagcdo de uma corrente de +0,01 A em meio de tampao

Britton-Robinson 0,12 mol L! (pH = 2,0) (TERASHIMA et al., 2003).

e Ativagdo catddica: aplicacao de uma corrente de -0,01 A em meio de H>SO4 0,1 mol L~

' (SALAZAR-BANDA et al., 2010).

Este procedimento tinha duragcdo de aproximadamente 16 minutos quando a ativacao
catodica era aplicada, e 30 minutos quando ambas as ativagdes eram empregadas. Diariamente,
a ativagdo anddica a catddica era feita para a realizagdo do trabalho.

Foi utilizado um mini-eletrodo de referéncia de Ag/AgCI(KClsat.), preparado no proprio
laboratorio, como previamente descrito por (PEDROTTI; ANGNES; GUTZ, 1996) em que
sobre um fio de prata, era aplicado um potencial de +0,3 V em meio de HC1 0,10 mol L*! durante
1 hora, para promover a eletrodeposicao de cloreto de prata sobre o fio. Este procedimento foi
realizado uma unica vez e o eletrodo de referéncia era utilizado em todas as andlises. Um fio

de platina foi empregado como eletrodo auxiliar.

Para as anélises eletroquimicas utilizando o pico de reducao, foi necessario a aplicagao

de um potencial de +1,40 V entre as replicatas, para a limpeza da superficie do eletrodo.
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Nos voltamogramas de pulso diferencial, foram realizados tratamentos de linha base

(baseline), utilizando o software NOVA 1.11.

3.1.2 Célula eletroquimica

Nas medidas voltamétricas estacionarias, uma célula de polipropileno de 10 mL foi
utilizada. Na parte inferior da célula, o eletrodo de BDD (0,7 x 0,7 cm) foi posicionado com
auxilio de um anel de borracha (O-ring) que delimitava a area geométrica do eletrodo (0,18
cm?) e evitava vazamentos. A base de silicio coberta com BDD foi fixada com o auxilio de uma
placa metdlica (contato elétrico) e parafusos, como mostrado na Figura 8. Todos os
experimentos foram realizados sem a remog¢ao do O> dissolvido e a temperatura ambiente (25

°C).

Figura 8. (A) Esquematizacdo da fixacdo e do contato elétrico do eletrodo de BDD na célula
de polipropileno. (B) Vista frontal da célula e (C) Vista superior da célula com o eletrodo de

BDD posicionado ao fundo, com a area geométrica definida pelo O-ring.

(A) (B) (C)

Fonte: SILVA, 2017.

Nos estudos com o sistema BIA, foi utilizada uma célula cilindrica de polipropileno,
construida no proprio laboratoério (TORMIN et al., 2011). A célula apresentava altura de 7 cm,
diametro de 6 cm, com capacidade de 150 mL. Uma tampa de polipropileno foi fixada e um
orificio central foi feito na tampa e na base da célula. No orificio localizado na parte inferior da
célula ¢ fixado um O-ring e a placa de BDD, como descrito anteriormente para célula do sistema
estacionario. Na parte superior da célula, a tampa continha quatro orificios para posicionar os

eletrodos de referéncia, auxiliar, o sistema de agitacao da solucao no interior do sistema BIA
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(opcional) e um no centro da tampa para posicionar a ponteira da micropipeta eletronica
(injecdo de solucdo). A célula foi construida de forma que a ponteira da micropipeta ficasse a
uma distancia de 2 mm do eletrodo de BDD durante a injecao (QUINTINO; ANGNES, 2004).
Para a injecao das amostras, foi usado uma micropipeta eletronica (Eppendorf® Multipette
stream) que permite injegdes de 10 a 1000 pL usando um combitip (ponteira) de 1 mL e

velocidades de injegdo de 28 a 350 pL s™!. A Figura 9 ilustra a célula BIA e seus componentes.

Figura 9. Componentes do sistema BIA: (a) Micropipeta eletronica recarregavel; (b) Ponteira
da micropipeta (100 uL); (¢) célula BIA (= 200 mL); (d) tampa da célula e (e) sistema BIA

portatil pronto para uso.

Fonte: OLIVEIRA et al., 2018.

3.2 Solucbes, reagentes e preparacio das amostras

Todas as solugdes foram preparadas com agua deionizada (R >18 MQ cm) obtidas pelo
sistema de purificagdo Milli-Q (Millipore Direct-Q3, Bedford, MA, Estados Unidos). Todos os
reagentes usados apresentavam pureza analitica e foram empregados sem purificagdo prévia. O
padrao de maleato de midazolam de grau de pureza 99,9% foi disponibilizado pela
Superintendéncia Regional da Policia Federal Brasileira (Uberlandia, Minas Gerais). Uma

solugio estoque de 10 mmol L' foi preparada a partir da dissolu¢io de quantidade adequada
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do sal em dgua deionizada. Posteriormente, as solu¢des usadas nos estudos foram diluidas de
forma apropriada no eletrélito suporte composto por tampdo Britton-Robinson 0,12 mol L™ (pH
=2,0).

O tampao Britton-Robinson (BR) foi preparado pela mistura de acido borico de padrao
analitico (Panreac, Barcelona, Espanha), acido acético de grau de pureza de 99,7% e fosforico,
85% (Synth, Diadema, Brasil), todos em concentra¢io de 0,04 mol L. A concentragio final
deste eletrdlito ¢ estimada em 0,12 mol L', considerando-se a soma das concentracdes do
componente do tampao BR. O pH das solugdes foi ajustado com hidréxido de sédio (Panreac,
Barcelona, Espanha).

As amostras de bebidas usadas (vinho tinto, whisky e vodka), foram adquiridas em
supermercados locais (Uberlandia, MG, Brasil) e eram diluidas em eletrolito suporte para
posterior analise.

Para o teste de seletividade na deteccdo de MID, outros compostos benzodiazepinicos
foram utilizados, como clonazepam (Pharma mostra, Campinas, Brasil), flunitrazepam (Sigma
Aldrich, Alemanha) e diazepam (Pharma mostra, Campinas, Brasil). As solucdes de
clonazepam e diazepam foram preparadas em etanol com uma solugio estoque de 1 mmol L.
A solugdo de flunitrazepam é comercialmente vendida na concentragdo de 100 pg mL!

dissolvida em metanol.

3.3 Parametros analiticos utilizados no método proposto
3.3.1 Limite de detecc¢io (LD)

O limite de Detecgdo (LD) ¢ definido como a menor quantidade da espécie analisada
que pode ser determinada, mas ndo necessariamente quantificada sob as condi¢des
experimentais descritas do método proposto, ou seja, a menor quantidade do analito que pode
ser identificada de forma confidvel e diferente do sinal ruido do sistema (SKOOG et al., 2006).

O LD pode ser calculado de acordo com Equagao 2:

LD= 2k 2
- = @)
onde, s, refere-se ao desvio padrdo do branco (n = 10) e b a inclinagdo da curva analitica

(sensibilidade do método). Nestas condigdes, a confiabilidade do LD ¢é de 95%.
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3.3.2 Limite de quantificacao (LQ)

O Limite de Quantificacao (LQ), por sua vez, ¢ a menor concentragao da espécie
analitica que pode ser quantificada com um nivel aceitavel de precisdo (proximidade dos varios
resultados obtidos da mesma maneira) ¢ exatidao (concordancia entre o valor obtido com o

valor verdadeiro) (MOCAK et al., 1997). O LQ pode ser calculado de acordo com Equagao 3:

LQ--2 3)

De acordo com GONZALEZ; HERRADOR, (2007), o fator 10 da Equagdo 2 leva em

considera¢do de que o grau de confianga ¢ 10% do sinal obtido.
3.3.3 Repetibilidade

A repetibilidade refere-se ao grau de concordancia entre os resultados de medi¢des
sucessivas sob as mesmas condi¢des experimentais (procedimento de medicdo, observados,
instrumento, local em repeticdes num curto espago de tempo). As repetigdes devem incluir
todas as etapas do processo de medicio (INMETRO, 2016). Ela pode ser verificada
contemplando uma concentracdo dentro da faixa de trabalho do método e pode ser expressa
como o desvio padrao relativo (DPR) de uma série de medidas. O DPR pode ser calculado como

na Equagao 4.
DPR = 22+ 100% (4)

Em que, X é a média da concentragio do analito encontrada e D,,,, o desvio padrdo da

pXx>

concentragdo do analito.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Comportamento eletroquimico do MID em eletrodo de BDD

O comportamento eletroquimico do MID foi avaliado usando voltametria ciclica e
tampdo BR 0,12 mol L! (pH = 2,0), sendo observado dois picos de oxidac¢do (+1,69 V e +1,93

V) e um pico de redugdo (-0,64 V), como mostrado na Figura 10.

Figura 10. Voltametria ciclica para uma solu¢do sem (---) e com (—) a presenc¢a de 1 mmol L~
' de MID em tamp3o BR 0,12 mol L' (pH = 2,0) usando BDD com pré-tratamento catodico.

Velocidade de varredura: 50 mV s’'; incremento de potencial: 5 mV.
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Fonte: A Autora.

A redugdo eletroquimica do MID ja foi demonstrada anteriormente por outros autores
(JAIN; YADAYV, 2012; PANAHI et al., 2018; RIBES; OSTERYOUNG, 1990). A reagdo
ocorre em aproximadamente -0,64 V e esta relacionada a um processo de redugao irreversivel
envolvendo 2 elétrons e 2 protons onde ocorre a formacgao da hidroxilamina como intermedidrio
da reacdo, como descrito para outros benzodiazepinicos (HONEYCHURCH et al., 2013). A

Figura 11 mostra a reagdo de redugdo eletroquimica da molécula de MID.
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Figura 11. Reacdo de reducdo eletroquimica do MID.
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Fonte: Adaptado de JAIN; YADAYV, 2012.

Na Figura 10 também foram observados dois picos de oxidagdo para o MID, em
aproximadamente +1,69 V e +1,93 V. Apos revisdo bibliografica foi verificado que o
mecanismo de oxidagdo eletroquimica dessa molécula ndo foi investigado até o presente
momento. Assim, estudos foram realizados com o objetivo de obter informag¢des adicionais a
respeito do processo eletroquimico existente entre o MID e o eletrodo de BDD. A Figura 11
mostra a influéncia do parametro frequéncia de aplicagdo dos pulsos (f) da técnica de
voltametria de onda quadrada (SWV) no comportamento eletroquimico do MID usando como
eletrdlito suporte BR 0,12 mol L! (pH = 2,0) e BDD como eletrodo de trabalho. A frequéncia
de aplicag@o dos pulsos em SWV pode fornecer informagdes importantes sobre o mecanismo
do transporte de massa e o valor de an (em que n ¢ o nimero de elétrons e a o coeficiente de
transferéncia de carga) para sistema irreversiveis (LOVRIC; KOMORSKY-LOVRIC; BOND,
1991).

Assim, foi realizado um estudo para identificar se o transporte de massa no processo de
oxidagdo do MID ¢ controlado preferencialmente por difusdo ou adsor¢do de suas moléculas
na interface do eletrodo/solu¢ao. Usando os dados da variacdo da frequéncia de aplicacao de
pulsos na voltametria de onda quadrada e a corrente detectada foram construidos dois graficos,
relacionando a corrente de pico (I,) com: (a) raiz quadrada da frequéncia de aplicagdo dos

pulsos (f) e (b) logaritmo frequéncia de aplicacdo dos pulsos.
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Figura 12. (a) I, vs. f'/?; (b) log I, vs log f. Eletrolito suporte: tampao BR 0,12 mol L! (pH =
2,0). Solugdo: 50 umol L' de MID; ParAmetros de onda quadrada: a = 50 mV e AEs =2 mV.
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Fonte: A Autora.

No processo de oxidacao para o MID, com o aumento da frequéncia de aplicagdo dos
pulsos de potenciais provocaram o aumento da corrente do pico. De acordo com O’DEA;
RIBES; OSTERYOUNG (1993) em um sistema irreversivel, o transporte de massa é controlado
por difusdo quando a corrente varia linearmente com a raiz quadrada da frequéncia de aplicagao
dos pulsos e adsortivo quando a corrente de pico varia linearmente com a frequéncia de
aplicagdo dos pulsos. Pelos resultados da Figura 12(a), observa-se uma relagdo linear entre a
corrente de pico e a raiz da frequéncia dos pulsos aplicados (r = 0,999), indicando que o
processo € controlado preferencialmente por difusdo. Essa informacdo pode ser confirmada,
avaliando o coeficiente angular da relacdo linear obtida (r = 0,999) entre log I, vs log f (Figura
12(b)) na oxida¢do da MID que apresentou valor igual a 0,56. Este valor confirma que a
natureza do processo de oxidac¢do € preferencialmente por difusdo, pois € descrito na literatura
que valores proximos a 0,5 indicam processos controlados por difusdo e valores proximo a 1,0
processos controlados preferencialmente por adsor¢ao (GOSSER, 1993).

Para sistemas irreversiveis, a relacdo entre E; e log f pode estimar o nimero de elétrons
envolvidos no processo de oxidagdo, a partir da Equagdo (5) (LOVRIC; KOMORSKY-
LOVRIC; BOND, 1991):

AE 2,3RT

log f - anF )
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em que, R ¢ a constante dos gases, T temperatura, o coeficiente de transferéncia de carga, F a
constante de Faraday e n o nimero de elétrons envolvidos no processo de oxidagdo. A Figura

13 apresenta a relagao entre o potencial de pico e logaritmo da frequéncia.

Figura 13. Relacdo obtida entre o potencial de pico (Ep) e o logaritmo da frequéncia (log f).
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Fonte: A Autora.

E observado a partir da Figura 12, um comportamento linear (r = 0,996) entre E, e o log
fcom a equagdo de reta y = 1,4884 + 0,0923x. Assim, o nimero de elétrons pode ser obtido,
utilizando o coeficiente angular da reta obtida e a Equacdo (4). Considerando o coeficiente de
transferéncia de carga igual 0,5 como descrito para moléculas orginicas que envolvam
processos irreversiveis de oxidacdo (BARD, FAULKNER, 1980), o nimero de elétrons n
calculado corresponde a 1,2 que pode ser aproximado a 1.

Posteriormente, foi verificada a influéncia do pH no potencial de oxidacdo (E;) para o
composto analisado, utilizando voltametria ciclica. Para este estudo, foi utilizado tampao BR
0,12 mol L' (pH 2 a 10) ajustado com NaOH. De acordo com a literatura, a relagio entre E, e
o pH determina o nimero de prétons envolvidos no processo de oxidagdo (HUYNH; MEYER,

2007). A Equagdo 6 mostra a dependéncia do potencial de pico e o pH:

0,059m

E, = E°— pH 6)

em que, E” refere-se ao potencial formal, m e n a0 nimero de protons e elétrons envolvidos na

reagdo, respectivamente. Figura 13 apresenta a relagao entre E, e pH para a molécula do MID.
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Figura 14. Variacdo do E, em fung¢do do pH para o MID, utilizando voltametria ciclica e BDD

como eletrodo de trabalho. Velocidade de varredura: 50 mV s°'; incremento de potencial: 5 mV.
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Fonte: A Autora.

De acordo com a Figura 13, ha uma relacdo linear entre E, e pH (2,0-8,0) com o
coeficiente angular igual a 0,057 V pH! (r=0,999). Substituindo esse valor na Equacio 6, pode
inferir-se que o nimero de elétrons envolvidos na reacdo € igual ao nimero de protons. Assim,
foi proposto o mecanismo de oxidagdo do MID, levando em consideracao os resultados obtidos
pelo estudo eletroquimico a qual mostrou o envolvimento de 1 proton e 1 elétron, a
irreversibilidade da reacao e os pKas dos hidrogénios da molécula do MID. A Figura 15 mostra

os pKas da molécula de MID.
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Figura 15. Molécula de MID e os respectivos pKas.
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Fonte: Adaptado de Chemicalize (2018)

Devido a rea¢io ocorrer em tampio BR 0,12 mol L' (pH = 2,0), os nitrogénios 1 ¢ 3 da
Figura 15 estdo protonados, e entdo existe a possibilidade de perda de um préton e um elétron
nesses dois sitios da molécula (MORAES et al., 2009). Desta maneira, para verificar em qual
sitio ocorre a reacdo eletroquimica, ¢ importante verificar a estabilidade dos radicais formados
na reagao destacada. No nitrogénio 3 (Figura 15), o cation radical formado ¢ estabilizado por
diversas estruturas de ressonancia, em ambos anéis benzénicos presentes na molécula. No
entanto, no nitrogénio 1, presente no anel imidazolico da molécula (Figura 15), o grupo radical
ndo ¢ estabilizado por nenhuma estrutura de ressonancia, sendo assim menos estavel (BRUICE,
2006). Por isso, 0 mecanismo propde que a oxidacao ocorra no nitrogénio 3, de acordo com a

Figura 15.
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Figura 16. Mecanismo de oxidagdo proposto para MID.
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Fonte: A Autora.

Desta maneira, a oxidagdo envolve um elétron e um proéton, formando um cation radical
que pode ocorrer rapidamente a dimeriza¢ao do grupo radical de imidazol como ja descrito por

outros autores (OLIVEIRA et al., 2016; WANG; O'MALLEY; FERNANDEZ, 1994).

4.2 Efeito da ativacio do BDD na resposta eletroquimica do MID

O eletrodo de BDD apresenta diferentes polaridades superficiais, dependendo da
ativagdo eletroquimica aplicada. A ativa¢do catddica aumenta o nimero de terminacdes
contendo hidrogénio, apresentando caracteristicas hidrofobicas, enquanto que a ativagao
anddica aumenta as terminagdes de oxigénio, exibindo caracteristicas hidrofilicas (KONDO et
al., 2003; MARTINEZ-HUITLE, 2007). A Figura 17 exibe voltamogramas ciclicos obtidos
ap6s a adigdo de 1 mmol L' de MID em tampdo BR 0,12 mol L! (pH = 2,0).
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Figura 17. Compara¢ao entre os voltamogramas ciclicos de uma solugdo contendo 1 mmol L~
I'"de MID apés a realizacdo de ativagdo catddica (—) e anddica (—) do eletrodo de BDD.
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80

. -0.5 ) D:D ' 0.5 . 1:0 ) 1.5 2.0
E /V vs Ag/AgClI

(sat)

Fonte: A Autora.

Analisando a corrente de pico para ambas as ativagdes avaliadas, ndo foram observadas
diferencas significativas na intensidade do sinal. No entanto, uma melhor resolu¢do dos picos
de oxidacao foi observada quando a ativagao catddica foi aplicada na superficie do eletrodo. A
baixa resolucao e alargamento dos picos observados na ativa¢do anodica pode ser atribuido a
elevada reatividade dos radicais hidroxilas adsorvidos na superficie do BDD, promovendo
reacdes de oxidagdo do eletrolito ou formagao de peréxido (DE BARROS et al.,2005; NOTSU,
1999). Assim, a ativagdo catodica foi escolhida para a realizagdo das etapas subsequentes do

trabalho.
4.2 Otimizacio dos parametros de voltametria de pulso diferencial

Para o desenvolvimento de um método de andlise empregando voltametria de pulso
diferencial, € necessario a otimizacao dos parametros: tempo de modulacao (tm), incremento de
potencial (AEs) e amplitude de modulagdo (a) para obtencdo de melhor resposta em relagdo a

sensibilidade, perfil voltamétrico e velocidade de anélise (WANG, 2006).
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4.2.1 Otimiza¢ao da amplitude de modulagio

Inicialmente, foi avaliada a influéncia da amplitude de modulagdo no sinal analitico do
MID. Para isso, foram fixados os valores do tempo de modulagdo e incremento de potencial e
variou-se a amplitude entre 10 ¢ 100 mV. A Figura 18 mostra a influéncia da amplitude na

resposta voltamétrica do MID.

Figura 18. (a) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para 10 pmol L' de MID em fungio
da variacdao de aplicacdo da amplitude de modulacdo. (b) Relacdao entre corrente de pico e
amplitude de modulagdo. Parametros de pulso diferencial: tm =25 ms e AE; =2 mV. Eletrolito

suporte: Tampdo BR 0,12 mol L! (pH = 2,0).
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Fonte: A Autora.

Como se pode-se observar pela Figura 18, com o aumento da amplitude de modulacao,
ha um aumento na corrente de pico do MID. No entanto, o aumento do parametro avaliado,

gerou um alargamento do pico e por isso, escolheu-se para as anélises amplitude de modulagao

de 70 mV.

4.2.2 Otimizag¢do do incremento de potencial

A medida do incremento de potencial foi avaliada num intervalo de 1 a 10 mV,
mantendo-se constante a amplitude e o tempo de modulacgdo em 50 mV e 25 ms,
respectivamente. A Figura 18 mostra o efeito da variacdo do incremento de potencial no sinal

analitico do MID.
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Figura 19. (a) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para 10 pmol L' de MID em funcio
da varia¢do do incremento de potencial. (b) Relagdo entre corrente de pico e incremento de
potencial. Parametros de pulso diferencial: tm =25 ms e a =50 mV. Eletrolito suporte: Tampao

BR 0,12 mol L! (pH = 2,0).
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Fonte: A Autora.

Como se pode observar na Figura 19, a medida que o incremento de potencial aumenta,
ocorre um aumento na intensidade da corrente de oxidacao do MID. No entanto, também ¢
observado um alargamento dos picos, comprometendo a resolu¢do dos voltamogramas e
consequentemente uma diminui¢do na seletividade do método. Além disto, o aumento no
incremento de potencial, acarreta na diminui¢do dos numeros de pontos de aquisi¢ao de corrente
da medida voltamétrica, deformando o voltamograma resultante. Por isso, para as analises

posteriores, foi escolhido o valor de 6 mV, como incremento de potencial.

4.2.3 Otimizacio do tempo de modulacio

Finalmente, foi avaliada a influéncia do tempo de modulag¢do na detec¢do do MID,
fixando os valores de incremento de potencial e amplitude em 2 mV e 50 mV, respectivamente.
A Figura 20 mostra os voltamogramas obtidos para a variagdo do tempo de modulacdo no

intervalo de 10-50 ms.
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Figura 20. (a) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para 10 umol L' em funco da
variagdo do tempo de modulagdo (10-50 ms). (b) Relagdo entre corrente de pico e tempo de
modulagdo. Parametros de pulso diferencial: AEs =2 mV e a = 50 mV. Eletrélito suporte:

Tampdo BR 0,12 mol L' (pH = 2,0).
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Fonte: A Autora.

Como se pode observar na Figura 20, ha uma diminui¢@o da intensidade da corrente de
pico, com o aumento do tempo de modulagdo. No entanto, maior ruido e alargamento do pico
sdao observado em valores menores tempo de modulacdo. Na DPV, a corrente ¢ medida, antes
e apos a aplicacdo do pulso de potencial com o objetivo de se obter a diferenca entre elas para
diminuir a contribuicdo da corrente capacitiva (BRETT; BRETT, 1996; WANG, 2006).
Quando o pulso de potencial ¢ aplicado, ha um aumento da contribui¢do da corrente capacitiva
e da corrente faradaica, no entanto, a diminuicdo da corrente capacitiva ocorre
exponencialmente, enquanto que a corrente faradaica diminui linearmente. Dessa forma, o
tempo de modulacdo selecionado para se fazer a leitura do valor da corrente apos a aplicagao
do pulso de potencial deve ser suficiente para minimizar a contribui¢do da corrente capacitiva
(WANG, 2006). Por isso, para analises de DPV, ¢ recomendado valores maiores de tempo de
modula¢do, pois, hd uma menor contribuicdo da corrente capacitiva (BARD, FAULKNER,
1980; WANG, 2006). Além disso, maior ruido foi encontrado na linha base quando se utiliza o

valor de 10 ms e por isso, escolheu-se o tempo de 25 ms para as analises posteriores.

4.3 Estudo da faixa linear

Um estudo para identifica¢do da faixa concentragdo de MID onde h4 uma resposta linear

com a corrente de oxida¢do do MID foi realizada utilizando os parametros otimizados para
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DPV, descritos anteriormente. A Figura 20 mostra os voltamogramas obtidos na andlise de
solugdes contendo concentragdes crescentes de MID e as respectivas curvas de calibragdo

obtidas.

Figura 21. Voltamogramas com correcao de linha base obtidos para adi¢ao de solu¢des com
concentragdes crescentes (1-50 umol L) de MID e respectivas curvas de calibragio obtidas
(Figura inserida) em tampdo BR 0,12 mol L' (pH = 2,0). ParAmetros de DPV: a =70 mV; AEs
=6mV; tm =25 ms.

6 4
&
LE
5
44 < ('/::/.A
<
< 34 !
— f r=0.998
2' 0 10 20 30 40 50
[MID] / umol L'
1
0 .,
v T M T v T v T v T v L]
0.0 0.3 0.6 0.9 1.2 1.5 1.8
E/V vs Ag/AgCl

(sat)
Fonte: A Autora.

Como pode ser observado nos voltamogramas e nas curvas de calibragdo da Figura 21,
foram obtidas duas faixas de resposta linear (1-11 umol L' e 15-50 umol L) com bons
coeficientes de relagdo linear (r= 0,998 e 0,999, respectivamente). A diferenca encontrada entre
as inclinagdes das duas curvas obtidas pode estar relacionada a disponibilidade da area
eletroativa do BDD. Provavelmente, concentracdes maiores do MID podem causar bloqueio
parcial da area eletroativa, diminuindo a sensibilidade do método (inclinag@o da curva). Além
disso, o produto de oxidacdao proposto para o MID e a formacdo do dimero podem estar
adsorvendo na superficie do eletrodo, na qual contribui para o efeito observado.

Apos isso, foi avaliada a estabilidade e a detec¢cdo do MID em trés bebidas diferentes
(vodka, vinho tinto e whisky). A Tabela 2 mostra o desvio padrdo relativo para medidas
sucessivas (n = 4) de amostras dopadas com MID para avaliar o efeito da diluicdo nas bebidas

na estabilidade de resposta do BDD. Para este estudo, as amostras foram diluidas em diferentes
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proporcdes em eletrélito suporte (1:10; 1:20; 1:50; 1:75; 1:100). Apds isso, na propria célula
eletroquimica, as solu¢des foram dopadas em 20 umol L', 7 pmol L' e 5 pmol L' de MID,
nas amostras de vodka, whisky e vinho tinto, respectivamente. As amostras foram dopadas com
valores diferentes, devido a deteccdo observada para a determinagao do MID nas diferentes

amostras avaliadas.

Tabela 2. Efeito da dilui¢ao na estabilidade e detecgao do MID (n = 4) nas amostras avaliadas,

usando DPV nas condi¢des otimizadas.

DPR / %
Diluicdo Vodka' Whisky* Vinho tinto®  Solugio hidro
alcoolica’
1:10 ND ND ND ND
1:20 2,7 7,7 ND 3,1
1:50 10,8 5,2 12,7 8,7
1:75 10,0 3,7 11,3 9,2
1:100 11,2 0,91 4,9 10,6

ND: Nio detectada; Amostras dopadas com 20 umol L' #7 pmol L' ¢ 5 pmol L' de MID. Solugdo hidro alcodlica contendo
agua e etanol na proporgdo 1:1.

Fonte: A Autora.

Como observado na Tabela 1, nenhum sinal analitico foi obtido para as bebidas
avaliadas quando a dilui¢dao de 1:10 (v/v) foi utilizada. Para as amostras de vodkas, bons
resultados (DPR < 2,7 %) foram obtidos quando a amostra foi diluida na proporcao 1:20 (v/v).
A presenga do etanol na vodka pode contribuir para reduzir a adsor¢ao do MID ou dos produtos
de oxidagdo na superficie do eletrodo, melhorando a repetibilidade entre as anélises. O mesmo
efeito foi observado em uma solugdo hidro alcodlica na proporcao agua e alcool encontrado na
vodka (1:1 (v/v)). Efeito similar também foi observado por IMENEZ-PEREZ et al. (2018) na
determinagao eletroquimica do acido gama-hidroxibutirico (GHB) em amostras de vodka.

Para as amostras de vinho tinto e whisky, melhores resultados foram observados quando
a dilui¢do foi na proporc¢ao de 1:100 (v/v). Provavelmente, o efeito de matriz causado pela

presenca de outros compostos eletroativos na amostra foi minimizado nesta condi¢ao, ja que o
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whisky € uma bebida alcoolica destilada obtida pelo malte de cereais (cevada, trigo e centeio),
contendo grupos fendlicos, moléculas organicas oxigenadas complexas, como 1-propanol,
isobutanol, 2-metil-1-butanol, 3-metil-1-butanol, acetato de etila e monossacarideos
(BARBEIRA; STRADIOTTO, 1998; JIMENEZ-PEREZ et al., 2018; LEHTONEN; KELLER;
ALI-MATTILA, 1999). Ja as amostras de vinho, contém antioxidantes polifendlicos (4cido
fenolicos, flavonoides, antocianinas) e acido tartdrico, que sdo descritas como moléculas
eletroativas em eletrodos a base de carbono (LOURENCO ef al.,, 2018; NEWAIR;
KILMARTIN; GARCIA, 2018).

Além disso, um estudo de adi¢do e recuperacdo em uma solug¢do hidroalcoolica (1:1
(v/v)) também foi realizado para verificar como a presenga do etanol poderia interferir nas
recuperagdoes de MID e na sensibilidade do método. Para isso, a solugdao hidroalcoolica foi
estudada nas diluigdes (1:20, 1:50, 1:75 e 1:100 (v/v)) em eletrolito suporte. A Tabela 3
apresenta as inclinagdes de cada curva obtidas (sensibilidade) e as recuperagdes em cada

dilui¢do avaliada.

Tabela 3. Efeito da dilui¢ao na adi¢do, recuperagao e sensibilidade do MID em uma solugao
hidroalcoolica, utilizando DPV nas condi¢des otimizadas. As solu¢des foram dopadas na célula

eletroquimica.

Diluicdo Valor adicionado/ Valor encontrado/  Recuperacio / Inclinacao /

pmol L-! pumol L1 % pA L pmol!
1:20 4 4,04 £0,12 101+ 3 0,059
1:50 4 4,40 £ 0,36 110+9 0,130
1:75 2 1,7+ 0,21 85+ 10 0,164
1:100 2 1,6+ 024 80+ 12 0,171

Fonte: A Autora.

Como observado na Tabela 3, boas recuperac¢des foram obtidas com diluigdes menores
da solucdo hidroalcoodlica. Provavelmente, como discutido anteriormente, a presenca do alcool

pode contribuir para diminui¢ao da adsor¢ao do MID ou dos produtos de oxidacao na superficie
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do eletrodo, contribuindo para a obten¢ao de melhores resultados na quantificacdo do MID. No
entanto, a inclinagdo (sensibilidade) da curva de calibragdo foi diminuindo, pois, o etanol
contribui para o aumento da resisténcia da solu¢ao (BARD, FAULKNER, 1980; WANG, 2006)
e, consequentemente, pode dificultar o processo de oxidagao do MID. Além disso, a presenca
de etanol, aumenta a corrente de fundo do sistema, de tal modo que a sensibilidade ¢ diminuida.

Assim, ap6s definir a melhor dilui¢do para cada amostra e as condi¢des de DPV, um
estudo para obtencao da resposta linear para cada amostra foi realizado. A Figura 22 apresenta
os voltamogramas obtidos na andlise de uma solu¢do contendo concentracdes crescentes de

MID e a respectiva curva de calibragio.

Figura 22. DPV com corre¢do de linha base obtidas para solugdes de concentragdes crescentes
de MID. (A) 4 -50 umol L! em vodka diluido 1:20 (v/v). (B) 1 - 11 umol L! em whisky diluido
1:100 (v/v) € (C) 1- 45 pmol L' em vinho tinto diluido 1:100 (v/v). Figura inserida: Respectivas

curvas de calibragdo. Demais condicdes ver Figura 20.
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Fonte: A Autora.

Como se pode notar na Figura 22(A), duas faixas lineares entre 4-25 pmol L' e 30-50
umol L' foram encontrados para amostra de vodka. Na presenca de vodka, as faixas de
concentragdes com respostas lineares sdo maiores que as obtidas para solu¢do padrdo (Figura
21), indicando que o 4lcool pode ter diminuido a adsor¢do de MID ou dos produtos de oxidagao
(radical) ou do dimero formado na superficie do eletrodo, como descrito anteriormente.
Entretanto, a inclinagdo da curva (sensibilidade do método) foi consideravelmente menor, como

pode ser observado na Tabela 4.
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Tabela 4. Comparagdo entre as caracteristicas analiticas do método proposto para determinagao

de MID em vodka, whisky e vinho tinto.

Caracteristicas Amostras
Analiticas Solucio padrio®*  Vodka  Whisky  Vinho tinto
r 0,998/0.999  0,997/0.098 _ 0095 0,998 /0,099
I“Ch“;‘f;‘;’l_/l MAL 0194170066  0,0380,015 0,116  0,065/0,036
FL/ pmol L -11/15-50  4-25/30-50  1-10  1-15/20-45
LD / pmol L 0,074 0,46 0,43 0,33
LQ/ pmol L 0,24 1,52 1,42 1,09

FL — Faixa linear; LD — limite de detec¢@o; LQ — limite de quantifica¢do. *Adi¢cdes de MID em eletrélito suporte.
Fonte: A autora.

As faixas lineares obtidas para a determina¢do de MID na presenca de whisky e vinho
tinto foram similares quando comparados com as solugdes padroes, porém, as inclinagdes das
curvas foram menores devido ao efeito de matriz de cada amostra.

As respectivas diluicdes, faixas lineares, os valores de limites de deteccdo e
quantifica¢do foram satisfatorios para a aplicagdo do método proposto, uma vez que a dose
sedativa estimada é 0,3 mg kg'!. Entdo, o efeito esperado ocorrerd em uma pessoa de
aproximadamente 50 kg, se a concentragdo da bebida for em torno de 15 mg por 100 mL de
bebida (460 pmol L") (MARCON et al., 2018; REED et al., 2001). E importante destacar que

os valores mostrados na Tabela 4, ndo levam em consideragao o fator de diluigao.

4.4 Repetibilidade

Apos a definicao de todos os parametros de voltametria de pulso diferencial e da faixa
linear de resposta para cada amostra (matriz), um estudo de repetibilidade do método proposto
em cada amostra realizado. Na Figura 23 sdo mostrados os resultados obtidos para analises

sucessivas (n = 15) de 10 umol L'! de MID em cada uma das bebidas avaliadas.
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Figura 23. Resultados obtidos por voltametria de pulso diferencial para analises sucessivas (n
= 15) de solugdes contendo 10 pmol L™! de MID nas bebidas avaliadas, nas mesmas condi¢des

apresentadas na Figura 21.
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Fonte: A Autora.

Os resultados mostrados na Figura 23 demonstram flutuacdes aleatdrias nas correntes
de pico, o que indica que nao ha contaminagao significativa no eletrodo de BDD, uma vez que
nao houve decaimento constante nos valores de corrente de picos registrados. O desvios padroes
relativos calculados foram de 6,3%, 4,4% e 4,9% para solugdes de amostras de whisky, vodka

e vinho tinto contendo 10 pmol L' de MID, respectivamente.
4.5 Anilise de amostras de bebidas

As andlises de bebidas alcoolicas foram realizadas utilizando os parametros de DPV
otimizados anteriormente. Para isso, curvas de adicdo de padrao foram feitas, considerando as
faixas lineares obtidas e a dilui¢do para cada amostra de bebida. A Figura 24 apresenta os
voltamogramas de pulso diferencial obtidos na andlise de amostras de diferentes bebidas

avaliadas dopadas com MID.
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Figura 24. DPV com correcao de linha base para a analise de amostras de bebidas alcdolicas
dopadas e adigdes crescentes de MID para (A) vodka, (B) whisky e (C) vinho tinto e (D, E, F)

respectivas curvas de calibragdo. Outras condi¢des ver Figura 13.
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Fonte: A Autora.

A Tabela 5 mostra os resultados obtidos na andlise de amostras dopadas de bebidas com

seus respectivos desvios padrdes (n = 3).

Tabela 5. Resultados de recuperagdo obtidas para amostras de bebidas dopadas com MID,

usando DPV (n = 3)

Amostra Adicionado / pmol L' Encontrado £+ DP/ Recuperacio = DP/ %

pmol L1
Vodka 5,00 5,13+ 0,36 103+3
Whisky 1,50 1,32 £ 0,09 87+£3
Vinho tinto 3,00 2,90 £ 0,19 97+6

Fonte: A Autora.

Como pode observar na Figura 24, as curvas de adicdo de padrdo apresentaram boa
relacdo linear (r > 0,996). A recuperagdo média ficou entre 87 e 103%, podendo afirmar que o

método proposto ndo apresentou efeitos significativos de matriz para a determinacao de MID
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nas bebidas avaliadas. Além disso, ¢ importante que os valores encontrados ndo levaram em

conta a dilui¢cdo das amostras.

4.6 Comparacao dos resultados obtidos para determinacio do MID, utilizando oxidacao

e reducao

Na literatura, diversos trabalhos exploram a determinag¢dao de MID através da redugdo
eletroquimica (DIAS et al., 2018; RIBES; OSTERYOUNG, 1990; VIRE; PATRIARCHE;
HERMOSA, 1987). De acordo com a revisao bibliografica, a determinagao de MID por reducao
nunca foi explorada utilizando BDD como eletrodo de trabalho. Por isso, foram realizados
experimentos de DPV, explorando o processo de reducdo para comparar os parametros
analiticos obtidos (faixa linear, sensibilidade, repetibilidade e recuperagao) com os observados

pelo pico de oxidagao.
4.6.1 Estudos de aplica¢ao de potenciais de adsor¢ao para reducio do MID

Estudos realizados previamente por outros autores reportaram que o processo de
redu¢do do MID ¢ preferencialmente controlado por adsor¢do. Assim, melhores resultados
(intensidade do pico e repetibilidade dos dados) foram obtidos quando um potencial que
promovesse a acumulacao do MID na superficie do eletrodo foi empregado (DOS SANTOS;
FAMILA; GONCALVES, 2002; KIR; ONAR; TEMIZER, 1990; RIBES; OSTERYOUNG,
1990). Por isso, foi avaliada a utilizacdo de potenciais de adsor¢do entre -0,45 e +0,45 V,
durante 30 s, observando a repetibilidade e a intensidade da corrente de redugao obtida para

MID. A Figura 25 mostra os voltamogramas obtidos neste estudo.
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Figura 25. (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para 1 umol L' de MID apés a
aplicagdo de potenciais de adsor¢ao entre +0,45V e -0,45V; (B) corrente de reducao obtida para
a aplicagdo de cada potencial. Parametros de DPV: a =50 mV; AEs=4 mV e tn, =25 ms. Tempo
de acumulagio = 30s. Eletrolito suporte: Tampao BR 0,12 mol L'! (pH = 2,0).

09 () o 124 (B}

21 — 045V
—— 030V
— 015V

44 o 10 %
015V
030V
<1 6 05V

—— Sem adsor¢io <:_
-

— — Branco
8 -8 %
404

-1.0 ) -0.8 -0.6 ) -0I.4 ’ -0I.2 ' 0.0 0.2 0.4 0.6 0.4 ) -OI.Z ) 0:0 I 0:2 ) 0.4 ) 0.6
E/Vvs Ag/AgCI E/Vvs Ag/AgCl,,,

{sat.)

Fonte: A Autora.

Como pode ser verificado nos voltamogramas da Figura 25, com a aplicacdo de
potenciais positivos, houve a diminui¢do do sinal analitico do MID, quando comparado com os
voltamogramas obtidos com a aplicacao de potenciais de adsor¢do negativos e sem a aplicagao
de qualquer potencial (sem adsorcao). Provavelmente, o acimulo de MID na superficie do
eletrodo ¢ desfavorecido com a aplicagcdo de potenciais positivos, pois, no meio reacional, a
molécula do MID estd carregada positivamente (dois grupos azos da molécula estdo
protonados), gerando uma repulsdo entre a molécula e a superficie do eletrodo. A aplicacdo de
-0,15 V apresentou melhor sinal analitico, porém, a diferenca entre o sinal obtido na aplicacao
de -0,15 V e sem a aplicacdo de qualquer potencial ndo foi significativa. A utilizagdo de um
potencial de adsorcdo, neste caso, diminuiria a frequéncia analitica do método sem melhoras
significativas na intensidade do sinal. Por isso, nos estudos posteriores, ndo foi aplicado nenhum

potencial de adsorc¢ao.
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4.6.2 Otimizacao dos parametros de pulso diferencial

Assim como realizado nos estudos de oxidacdo do MID, os pardmetros da técnica de
DPV (incremento de potencial, amplitude de modulagao e incremento de potencial) em relagdo
areducao do MID afim de obter a melhor resposta em relagao a sensibilidade, resolucgao, perfil

voltamétrico e velocidade de analise.

4.6.2.1 Otimizacio da amplitude de modulacgio

Foi avaliada a influéncia da amplitude de modulagdo no sinal analitico do MID. Para
isso, foram mantidos constantes os valores de tempo de modulagdo em 25 ms e incremento de
potencial em 2 mV e a amplitude foi estudada entre 10 e 100 mV. A Figura 26 mostra a

influéncia da amplitude na resposta voltamétrica de redugdo do MID.

Figura 26. (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para 1 pmol L' de MID em funcio
da variagdo de aplicagdo da amplitude de modulagao (10 — 100 mV). (B) Relagao entre corrente

de pico e amplitude de modulagdo. Parametros de pulso diferencial: tn =25 ms e AEs=2 mV.
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Fonte: A Autora.

Como pode se verificar na Figura 26, um aumento na amplitude de modulacio
promoveu um aumento no sinal analitico do MID. No entanto, um aumento deste pardmetro
gera um alargamento do pico e, por isso, escolheu-se para as andlises seguintes a amplitude de

modulagao de 70 mV.
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4.6.2.2 Otimizacao do incremento de potencial

A medida do incremento de potencial foi avaliada num intervalo de 1 a 10 mV, fixando
a amplitude de modulagdo em 50 mV e o tempo de modulagdo em 25 ms. A Figura 27 mostra

o efeito da variagao do incremento de potencial no sinal analitico do MID.

Figura 27. (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para 1 pmol L' de MID em funcio
da variacdo do incremento de potencial (1 - 10 mV). (B) Relacdo entre corrente de pico e
incremento de potencial. Parametros de pulso diferencial: tm =25 ms e a = 50 mV. Eletrdlito

suporte: Tampao BR 0,12 mol L! (pH = 2,0).
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Fonte: A Autora.

Como pode se observar nos voltamogramas da Figura 27, houve um pequeno aumento
na corrente de pico até 5 mV. Apos isso, a corrente manteve-se constante. Por isso, para os

experimentos posteriores, escolheu-se o incremento de potencial de 5 mV.

4.6.2.3 Otimizacao do tempo de modulacio

Por fim, foi verificado a influéncia do tempo de modulagao na detec¢ao do MID, fixando
os valores de incremento de potencial e amplitude de modulacio em 2 mV e 50 mV,
respectivamente. Na Figura 28, sdo apresentados os voltamogramas obtidos para a variacdao do

tempo de modulagdo no intervalo de 10-50 ms.
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Figura 28. (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para 1 pmol L' de MID em funcio
da variacdo do tempo de modulagdo (10 - 50 ms). (B) Relacdo entre corrente de pico e tempo

de modulagao. Parametros de pulso diferencial: AEs=2 mV e a=50 mV.
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Fonte: A Autora.

Como se pode verificar na Figura 28, hd uma diminuicao da intensidade da corrente de
pico, com o aumento do tempo de modulagdo. No entanto, maior ruido e alargamento do pico
sdo observados em valores menores de tempos de modulagao. Como ja discutido na se¢do 4.2.3,
para analises de DPV, ¢ recomendado o uso de valores maiores de tempo de modulacao, para
que ocorra uma menor contribui¢do da corrente capacitiva (BARD, FAULKNER, 1980;

WANG, 2006). Por isso, escolheu-se o tempo de 25 ms para as analises posteriores.
4.6.3 Estudo da faixa linear a partir do pico de reducio do MID

Apos a otimizacgdo dos parametros de DPV, foi avaliado a faixa de resposta linear para
o MID usando o pico de redugdo. A Figura 29 apresenta os voltamogramas obtidos na andlise

de solucdes contendo concentragdes crescentes de MID e a respectiva curva de calibracio.
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Figura 29. (A) Voltamogramas com corre¢do de linha base obtidos para analise de solugdes
com concentragdes crescentes (1 - 50 pmol L) de MID e (B) respectiva curva de calibragio
obtida em tampao BR 0,12 mol L! (pH = 2). ParAmetros de DPV: a =70 mV; AEs = 6 mV; tm
=25 ms.
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Fonte: A Autora.

Como pode ser observado nos voltamogramas e nas curvas de calibra¢do da Figura 29,
foram obtidas duas faixas lineares de resposta (0,05-1,0 umol L e 1,25-3,0 pmol L) com bons
coeficientes de correlacao (r = 0,994 e 0,992, respectivamente).

Assim, foi possivel fazer a comparagdo entre os resultados obtidos para determinacgdo
de MID a partir dos processos de oxidag¢do e redugdo. A Tabela 6 reline as caracteristicas

analiticas para a determinagdo de MID usando DPV a partir do pico de oxidacao e de reducao.
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Tabela 6. Comparacdo entre os resultados analiticos obtidos para a determinagdo de MID

usando voltametria de pulso diferencial a partir do pico de oxidacao e redugdo.

Caracteristicas Analiticas Pico oxidacao Pico reducao
r 0,998/0,999 0,994/0,992
Inclinac¢io / pA L pmol! 0,1941/0,066 -7,76/-3,64
FL / pmol L-! 1-11/15-50 0,05-1/1,25-3,0
LD / pmol L! 0,07 0,01
LQ / pumol L! 0,24 0,03
Repetibilidade (n=10) / % 3,5% 8,07/6,6%
Frequéncia analitica / h! 20 30

para uma solugdo de 10 pmol L', 70,05 umol L' € ¥ 1 umol L' de MID.
Fonte: A Autora.

Como pode ser observado na Tabela 6, os resultados obtidos com o processo de reducgao
sao melhores em relagdo a sensibilidade, faixa linear e limite de detec¢do. Somente a linearidade
do método ¢ ligeiramente melhor usando o pico de oxidagao. No entanto, para o tipo de amostra
para qual o trabalho € proposto, os valores dos parametros analiticos encontrados para o pico

de oxidacao sdo adequados.
4.6.4 Seletividade do método

Para avaliar e comparar a seletividade dos métodos utilizando o pico de oxidagdo e
redugdo, outras moléculas do grupo dos benzodiazepinicos que sao descritas na literatura como
drogas de estupro consentido (ACIKKOL; MERCAN; KARADAYT, 2009; MARTINS et al.,
2010; SMYTH; IVASKA, 1985) foram avaliadas. Os benzodiazepinicos avaliados foram:
clonazepam (CLO), flunitrazepam (FLU) e diazepam (DIA), mantendo-se as mesmas
condigdes experimentais otimizadas previamente. A Figura 30 mostra os voltamogramas

obtidos para cada molécula avaliada.
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Figura 30. Voltamogramas de pulso diferencial de (a) 10 pmol L de clonazepam (CLO —),
midazolam (MID —) e flunitrazepam (FLU —) e 100 umol L' diazepam (DIA —) na regido
catodica e (b) 100 umol L' de CLO, DIA e FLU e 10 pmol L' de MID na regido anddica. A

linha tracejada refere-se ao sinal obtido com o branco.

254 ®
2.0
« 1.5
< 2
: — 1.0
0.5
J 0.0
-35 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-1.0 0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.0 0.3 0.6 0.9 1.2 1.5 1.8
E /V vs Ag/AgCl E/Vvs Ag/AgCl .,

(sat.}

Fonte: A Autora.

Como pode ser observado na Figura 30(a), DIA e o CLO reduzem na regido de proxima
do potencial de redugdo do MID. J4 a molécula de FLU apresentou o pico em aproximadamente
-0,86 V e, nas concentragdes avaliadas, o pico ndo interferiu na determinagdo de MID. No
entanto, na regido anddica (Figura 30(b)), ndo sdo observados picos de oxidagao para o FLU,
DIA e CLO. Portanto, quando o processo de oxidagcdo do MID ¢ usado, o método € seletivo na
presenca dos benzodiazepinicos avaliados. O processo redox observados para os
benzodiazepinicos analisados j4 foi descrito previamente por outros autores, € assim como para
0 MID ocorre a partir da redu¢do do grupo azo existente nessas moléculas, envolvendo nimero

igual de protons e elétrons (HONEYCHURCH et al., 2013; SMYTH; IVASKA, 1985).
4.6.5 Comparacio eletroquimica dos resultados obtidos com os descritos na literatura

Como ja discutido anteriormente, ndo foram encontrados trabalhos na literatura que
utilizassem a oxida¢ao eletroquimica do MID para sua determinacdo. Assim, foi realizado um
levantamento bibliografico dos trabalhos eletroquimicos que utilizavam a redugao do MID para

comparar com as caracteristicas analiticas obtidas com o método proposto neste trabalho. A
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Tabela 7 sumariza as caracteristicas analiticas de métodos eletroquimicos descritos na literatura

e os obtidos neste trabalho.

Tabela 7. Comparagdo entre as caracteristicas analiticas do método proposto com outros

métodos eletroquimicos reportados para a determinacao de MID.

Técnica Amostra lllﬁ(g £_1 unlgi L_l Eletrodo Referéncia
DPP Sol. Padrio 0,06 0,0-10  Hmp  (VIRE PATRIARCHE;

HERMOSA, 1987)

RIBES; OSTERYOUNG,
1990

GANJALIL; LARIJANI;
NOROUZI, 2012

DOS SANTOS; FAMILA;
GONCALVES, 2002

KIR; ONAR; TEMIZER,

NPAdSV Sol. Padrao  0,00001 3,6-36 HMD
Potenciometria Comprimido 10 10-10000 PVC
SWAdsCV ~ Comprimido 0,016 0,1-10 HMD

DPAdsCV Sol. Padrao NR 0,001-1.6 HMD

1990
. N Au- RAMESHKUMAR et al.,
Impedancia Sol. Padrao NR 10-400 PoliA 2016
DPV NR NR 46-2760 GCE JAIN; YADAYV, 2012
. 0,0005- MIP-
SWV Urina 0,0017 0.1 CPE PANAHI et al., 2018
GE- DOMENECH-CARBO et
SWV Herbal NR NR paraffin al.. 2013
SWAJSCV  Fitoterapica ~ NR NR HMD PP OARVALHOetal,
Potenciometria L1252 0,6 10-1000 CPE  GHORBANIef al, 2014
sanguineo
Vodka 0,46 4-25
DPV Whisky 0,43 1-10 BDD Este trabalho
Vinho tinto 0,33 1-15

FL: faixa linear; LD: limite de deteccdao; NR: Nao reportado; Técnica: DPP — Polarografia de pulso diferencial;
NPAdsV — Voltametria de pulso normal adsortiva com redissolugdo catdédica ; SWAdsCV — Voltametria de onda
quadrada adsortiva com redissolu¢do catodica; DPAASCV — Voltametria de pulso diferencial adsortiva com
redissolugao catddica; DPV — Voltametria de pulso diferencial; SWV — Voltametria de onda quadrada; Eletrodos:
HMD - Eletrodo de gota pendente de mercurio; PVC — Membrana de PVC; Au-PoliAn — Eletrodo de ouro
modificado com polialinina; GCE — Eletrodo de carbono vitreo; Nano-MIP- CPE — Eletrodo molecularmente
impresso em pasta de carbono; GE-paraffin — parafina impregnada com grafite; CPE — Pasta de carbono BDD —
diamante dopado com boro. Fonte: A Autora
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Como pode se verificar na Tabela 6, cinco trabalhos localizados na literatura ndo
verificaram o desempenho do método desenvolvido com a determinagdo do MID em amostras
reais. Além disso, sete trabalhos encontrados na literatura, descritos na Tabela 6, requerem o
uso de etapas de pré-concentragdo (adsor¢do na superficie do eletrodo) ou a modificacao de
eletrodos (etapas trabalhosas e pouco reprodutiveis), as quais aumentar o tempo de analise. O
trabalho usando o eletrodo de BDD apresentou boa repetibilidade, limite de detec¢ao adequado
para a aplicacdo proposta e maior rapidez e robustez, pois a analise € possivel usando eletrodo

sem modificagao.
4.7 Triagem rapida de amostra de bebidas

Os métodos eletroquimicos tém grande potencial para analises rapidas e in locu (DE
ARAUJO et al., 2018). No entanto, nas células eletroquimicas convencionais, a manipulacao
dos trés eletrodos (referencia, auxiliar e de trabalho), célula eletroquimica e das amostras nao
sdo praticos, o que muitas vezes dificulta a triagem rapida de amostras e em locais de
infraestrutura minima ou mesmo “in locu”. Por esse motivo, o método proposto foi adaptado a
um sistema BIA portatil para a triagem/determinacdo rapida de MID em bebidas. Como
discutido na se¢do 1.6, com a utilizacdo do sistema BIA ¢ possivel a realizacdo de duzentas
injecOes (triagens) sem manuseio de eletrodos, da célula e sem a necessidade de adicionar
solucdes (alta taxa de diluigdo apos a inje¢ao) ou reagentes ao sistema (RICHTER et al., 2016).
A Figura 31 mostra os resultados obtidos para uma rapida triagem em trés bebidas diferentes

(vodka, whisky e vinho tinto), antes e depois da adi¢do de 10 pmol L! de MID.
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Figura 31. BIA-DPV varreduras obtidas para amostras de whisky e vinho tinto (dilui¢do 1:100)
e vodka (diluigdo 1:20) em eletrdlito suporte antes (---) e depois (—) da adi¢do de 10 pmol L!
de MID. Volume de injegdio: 100 uL; Velocidade de injegdo: 16,5 pL s™. Demais condi¢des de
DPV: Figura 13.
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Fonte: A Autora.

Como pode se observar na Figura 30, nenhuma das bebidas avaliadas apresentaram
picos em torno de +1,6 V. Ao se adicionar MID nas bebidas avaliadas, um pico de oxidacao
bem definido foi observado em +1,6 V, indicando que a oxidagdo do MID pode ser utilizada
como um sistema de identificagdo da contaminacio das bebidas in locu. E importante destacar
que esse tipo de analise requer simples diluicdo da amostra em eletrélito € volume minimo de
solucdo por triagem (100 uL) (WANG, JOSEPH; TAHA, 1991). A amostra foi injetada numa
velocidade lenta sobre a superficie do eletrodo para que a amostra permanega tempo suficiente
perto do eletrodo para que a varredura por DPV seja possivel.

O mesmo procedimento foi realizado utilizando a reducao eletroquimica do MID. A
Figura 32 mostra os resultados obtidos utilizando o sistema BIA e amostras de bebidas para o

pico de redugao.
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Figura 32. BIA-DPV obtidos para whisky e vinho tinto (dilui¢do 1:100) e vodka (diluigao 1:20)
em eletrdlito suporte antes (---) e depois (—) da adi¢do de 10 umol L' de MID, utilizando a
reducio eletroquimica. Volume de injegdo: 100 uL; Velocidade de inje¢do: 16,5 uL s'. As

mesmas condi¢des de DPV da Figura 28.
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Fonte: A Autora.

Para a amostra de whisky e vodka, nenhum pico de redugdo foi encontrado em torno de
-0,56 V. Porém, para a amostra de vinho, uma banda larga foi detectada antes da adi¢ao de MID
a bebida, o que poderia acarretar em erros de falso-positivo em andlises. Assim, este teste
indica, que nas bebidas analisadas, a utilizagdo do pico de oxidagdo para determinac¢ao de MID
seria mais viavel, uma vez que nao foram observados picos nas bebidas no mesmo potencial de
oxidacao do MID.

E importante salientar que o sistema BIA usando BDD como eletrodo de trabalho é
robusto e pode ser usado com sucesso como um sistema portatil de triagem rapida. Além da
aplicacdo aqui demonstrada, o sistema também permite a triagem de amostras de bebidas para
deteccao de escopolamina (OLIVEIRA et al., 2018) triagem de produtos naturais para detec¢ao
de adulteragdes com sibutramina (FREITAS et al., 2019), triagem de amostras apreendidas de
cocaina para verificacdo de sua pureza (FREITAS et al., 2017) e controle de qualidade de

inimeras formulagdes farmacéuticas (GARCIA CARDOZO et al., 2017) . Portanto, o trabalho
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aqui proposto aumenta o nimero de aplicagdes possiveis com o sistema BIA usando BDD como

eletrodo de trabalho.

5 CONCLUSOES

No presente trabalho foi demonstrado pela primeira vez a possibilidade de detecg¢ao de
MID por oxidacdo empregando a técnica de voltametria de pulso diferencial. Além disso, a
possibilidade de deteccio de MID em uma triagem rapida de amostras de bebidas foi
demonstrada utilizando o sistema BIA.

O processo de oxidagao do MID também foi avaliado, mostrando que a reagao envolvia
numero igual de elétrons e protons (1 elétron e 1 proton). Foram comparadas as caracteristicas
analiticas (sensibilidade, linearidade, LD e LQ), empregando o pico de oxidagdo e redugdo do
MID. Além disso, uma comparacao entre a seletividade de cada pico foi avaliada, usando
diferentes benzodiazepinicos (CLO, FLU e DIA). O pico de oxida¢cdo mostrou-se mais seletivo,
pois nenhum dos benzodiazepinicos testados apresentou sinal analitico, nas condi¢des do
método empregadas (DPV, eletrodo de BDD e tampio BR 0,12 mol L}, pH = 2,0).

O método proposto tem inlimeras caracteristicas desejaveis, como rapidez, apresentar baixo
custo operacional, gerar uma pequena quantidade de residuo aquoso e requere etapas simples de
preparacdo da amostra (somente diluicdo). O método apresentou ainda sensibilidade, seletividade e
estabilidade adequada para quantificagdo de MID em bebidas avaliadas (vodka, whisky e vinho
tinto), com a utilizacdo de um eletrodo de trabalho (BDD) sem nenhuma modifica¢do quimica, o
que torna os métodos mais atraentes para aplicacdes em analises de rotina.

Devido as caracteristicas portateis do sistema BIA, o método proposto tem potencialidade

para ser usado em laboratorios com infraestrutura limitada e para realizacdo de analises “in locu ™.
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