UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
Instituto de Quimica

Programa de Pés-Graduaciao em Quimica

ESTUDOS PARA DETERMINACAO DE 4-AMINOFENAZONA EM
AMOSTRAS DE COCAINA USANDO ELETRODO DE CARBONO VITREO
MODIFICADO COM NANOCOMPOSITO DE OXIDO DE GRAFENO
REDUZIDO E AZUL DA PRUSSIA

KARSONN BATISTA DOS REIS

Dissertagao de Mestrado

UBERLANDIA/MG
2022



UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
Instituto de Quimica

Programa de P6s-Graduacio em Quimica

ESTUDOS PARA DETERMINACAO DE 4-AMINOFENAZONA EM
AMOSTRAS DE COCAINA USANDO ELETRODO DE CARBONO VITREO
MODIFICADO COM NANOCOMPOSITO DE OXIDO DE GRAFENO
REDUZIDO E AZUL DA PRUSSIA

Dissertagdo de mestrado apresentada ao
Programa de Pés-Graduagao do Instituto
de Quimica da Universidade Federal de
Uberldndia como pré-requisito para

obtencao do titulo de Mestre em Quimica.

Area de concentracdo: Quimica
Analitica.

Mestrando: Karsonn Batista dos Reis
Orientador: Prof. Dr. Eduardo Mathias Richter

Linha de Pesquisa: Eletroquimica Aplicada

UBERLANDIA/MG
2022



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicagdo (CIP)
Sistema de Bibliotecas da UFU, MG, Brasil.

R375e
2022

Reis, Karsonn Batista dos. 1985-

Estudos para determinagio de 4-aminofenazona em amostras de
cocaina usando eletrodo de carbono vitreo modificado com
nanocomposito de 6xido de grafeno reduzido e azul da Prussia [recurso
eletronico] /Karsonn Batista dos Reis. - 2022.

Orientador: Eduardo Mathias Richter.

Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Federal de Uberlandia
Programa de Pos-Graduacao em Quimica.

Modo de acesso: Internet.

Disponivel em: http://doi.org/10.14393/ufu.di.2023.7016

Inclui bibliografia.

Inclui ilustrag¢des.

1. Quimica. 1. Richter, Eduardo Mathias, 1965-, (Orient.). IL

Universidade Federal de Uberlandia. Programa de Poés-Graduagio em
Quimica. III. Titulo.

CDU: 54

André Carlos Francisco
Bibliotecario - CRB-6/3408



04/01/2023 15:51 SEIUFU - 4115592 - Ata

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA

Coordenagao do Programa de Pds-Graduagdo em Quimica
Av. Jo3o Naves de Avila, 2121, Bloco S| - Bairro Santa Ménica, Uberlandia-MG, CEP 38400-902
Telefone: (34} 3239-4385 - www.cpgquimica.ig.ufu.br - cpgquimica@ufu.br

ATA
Programa de
Pés-Graduagdo | Quimica
em:
Defesa de: Disserta¢do de Mestrado Académico PPGQUI
Data: Ylnteeum de dezembro de dois mil e .Hc’>r.a de 18:00 Hora de 22:47
vinte e dois inicio: encerramento:
Matrlcula do 12022QMI009
Discente:
NF)me o~ Karson Batista dos Reis
Discente:
Titulo do "Estudos para determinagdo de 4-aminofenazona em amostras de cocaina usando
Trabalho: eletrodo de carbono vitreo modificado com nanocompdsito de oxido de grafeno
' reduzido e azul da Prussia."
Area de L
5 Quimica
concentragdo:
Linha de o R
' ; Eletroquimica Aplicada
pesquisa:
Projeto d - . . a . Rl .
st e Desenvolvimento de procedimentos analiticos simples e rapidos para triagens de
Pesquisa de i -
. ~ amostras de interesse forense”.
vinculagdo:

Reuniram-se de forma online, na plataforma Google Meet (https://meet.google.com/tzi-vwyf-kbk), a
Banca Examinadora, designada pelo Colegiado do Programa de Pés-graduagdo em Quimica, assim
composta: Professores Doutores: Rodrigo Amorim Bezerra da Silva, da Universidade Federal de
Uberlandia, Wallans Torres Pio dos Santos, da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri
e Eduardo Mathias Richter, orientador do candidato.

Iniciando os trabalhos, o presidente da mesa, Dr. Eduardo Mathias Richter, apresentou a Comissdo
Examinadora e o candidato, agradeceu a presen¢a de Todos e concedeu ao Discente a palavra para a
exposicdo do seu trabalho. A duragdo da apresentagdo do Discente e o tempo de arguigdo e resposta
foram conforme as normas do Programa.

A seguir o senhor(a) presidente concedeu a palavra, pela ordem sucessivamente, aos(as)
examinadores(as), que passaram a arguir o(a) candidato(a). Ultimada a arguigdo, que se desenvolveu
dentro dos termos regimentais, a Banca, em sessdo secreta, atribuiu o resultado final, considerando ofa)
candidato(a):

Aprovado.
Esta defesa faz parte dos requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Mestre.

O competente diploma sera expedido apds cumprimento dos demais requisitos, conforme as normas do
Programa, a legislagdo pertinente e a regulamentagdo interna da UFU.

https:/iwww.sei.ufu.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=4613422&infra_siste...

12



04/01/2023 15:51

avunatura

SEIUFU - 4115592 - Ata

,_eil Documento assinado eletronicamente por Eduardo Mathias Richter, Professor(a) do Magistério
. . ﬂ Superior, em 04/01/2023, as 10:07, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 69,

eletrbnica § 12, do Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

Documento assinado eletronicamente por Wallans Torres Pio dos Santos, Usudrio Externo, em

a
-S\-lo 2 04/01/2023, as 10:40, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do

avuinatura =

eletronica Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

Documento assinado eletronicamente por Rodrigo Amorim Bezerra da Silva, Professor(a) do

i
SEI- ‘_?5 Magistério Superior, em 04/01/2023, as 11:55, conforme horério oficial de Brasilia, com fundamento

avunalura

oletrbnica no art. 62, § 12, do Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

acao=documento_conferir&id_orgao_acessg_externo=0, informando o cédigo verificador 4115592 e
o codigo CRC 31E1278A.

Referéncia: Processo n2 23117.089507/2022-14

SEIn? 4115592

hitps://www.sei.ufu.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=4613422&infra_siste. ..

2/2



Dedico este trabalho
da minha  avo
(Maria das Dores -
in memorian) e dos
meus  filhos  de
quatro patas Xexeu,
Suzy e Dalila.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela vida a cada dia, mesmo sabendo que nao sou merecedor.

A minha avé Maria das Dores Batista (in memorian), pelos ensinamentos e por
tudo que representou na minha vida porque também foi pai e mae.

Aos meus filhos Xexeu, Suzy e Dalila (in memorian) vocés foram a grande razao
para eu ter chegado aqui.

A minha tia Miriam e seus filhos Francisca e Jinior pela ajuda nos momentos em
que precisei.

A minha mée Silvana Batista e irma Tania Maria.

A Universidade Federal de Uberlandia - UFU e ao Instituto de Quimica IQUFU
Aos professores da banca da qualificagcdo, Dr. Rodrigo Amorim Bezerra e o Dr.
Jefferson Ferrari.

Ao meu orientador Eduardo Mathias Richter e a todos do Nucleo de Pesquisa em
Eletroanalitica (NUPE) - UFU

Aos meus amigos Pedro Borges, Murilo e Samuel Carlos do Grupo de Quimica
de Materiais Inorganicos Nanoestruturados (GQMIN) — UFU

As minhas amigas Anizia Durans, Naila Collins e Ronaria Lima

Aos meus amigos da Engenharia Quimica em especial minha equipe: Howdennys,
Elita, Gabricla e Jeferson

Aos meus amigos de Cocal — PI, Carlos, Rayane, Marcielle e Adson que a nossa
amizade possa permanecer firme e forte.

Ao Rafael, Fernanda, Fabio, Luciana, Christiane, Jonas, Patricia Ramalho,
Vitorino, Rosangela, Marcelo, Junior, Jorge, Cilene, Jessica, Michelle, Guga,
Paolla, Bianca, Francyellen, Daniela, Licia Ramos, Jaciara Martins, Adrielle
Rocha e a todos os demais amigos que me proporcionaram a realizagdo desse
sonho;

QGratidao.



PUBLICACOES E CONGRESSOS NO PERIODO

Trabalho apresentado na forma de painel eletronico no I Workshop GMIT (Grupo de
Materiais Inorganicos do Triangulo) sob titulo “Preparagdo eletroquimica do
nanocompdsito 6xido de grafeno reduzido/azul da Prussia”. 2021, Uberlandia, Minas

Gerais - Brasil.

Trabalho apresentado na forma de painel no XXII Brazilian Congresso of Toxicology
(CBTOX), sob titulo “Selective determination of 4-aminopyrine in seized cocaine
samples by a reduced graphene oxide/ blue Prussian”. 2022, Balneario Camboriu — Santa

Catarina — Brasil.



RESUMO

Neste trabalho mostramos a preparagdo por via eletroquimica de um filme de
nanocomposito de 6xido de grafeno reduzido e azul da Prassia (rGO/FeHCF) e sua
posterior aplicacdo como sensor eletroquimico na deteccdo de 4-aminofenazona (4AF)
em amostras de cocaina apreendidas. O material foi produzido sobre um eletrodo de
carbono vitreo em um sistema eletroquimico tipico de trés eletrodos por voltametria
ciclica (CV) imerso em uma dispersdo de GO com ions Fe?’". Apods secagem, este
precursor foi submetido a voltamogramas ciclicos sucessivos em solu¢do de ferrocianeto
de potassio, obtendo-se o nanocompoésito rGO/FeHCF desejado. Os testes eletroquimicos
apos formagdo do filme demonstraram um efeito sinérgico entre os materiais que pode
ser evidenciado pelo aumento de intensidade de corrente e pela boa estabilidade quimica
durante 50 CVs em meio acido (pH = 4). As caracterizagdes realizadas por meio de
espectroscopia Raman e de absor¢do no infravermelho com transformada de Fourier
mostraram efetiva redu¢do do GO bem como a formacao do filme de PB. As imagens de
microscopia mostraram particulas de PB bem distribuidas sobre folhas de rGO sendo sua
constitui¢do também confirmada por EDX. Nos estudos por CV, investigacdes foram
realizadas para identificar a regido onde o analito apresentava atividade redox usando o
eletrodo de carbono vitreo modificado e ndo modificado. Estudos realizados por analise
por injecdo em batelada com detecgdo amperométrica demonstraram que a determinacao
de 4AF foi possivel em amostras de cocaina (sem interferéncia dos adulterantes comuns
presentes neste tipo de amostra). Além disso, também foi feito uma comparacdo
utilizando o eletrodo de GC para verificar a possibilidade de determinagao deste eletrodo
de trabalho em relagdo a 4AF. Além disso, uma comparag@o também foi realizada usando
o eletrodo de GC nao modificado para a determinagdo de 4AF. Percebeu-se que o eletrodo
de GC apresentou melhor sensibilidade para a determinacdo de 4AF, demonstrando que
o eletrodo sem modificacdo também ¢ uma boa alternativa para a determinacao deste

analito em amostras forenses.

Palavras — chaves: 4 — aminopirina, eletrodo modificado, voltametria ciclica,

amperometria, eletroquimica, drogas de abuso.



ABSTRACT

In this work we show the electrochemical preparation of a nanocomposite film of reduced
graphene oxide and Prussian blue (rGO/FeHCF) and its subsequent application as an
electrochemical sensor in the detection of 4-aminophenazone (4AF) in seized cocaine
samples. The material was produced on a glassy carbon electrode in a typical three-
electrode electrochemical system by cyclic voltammetry (CV) immersed in a GO
dispersion with Fe2+ ions. After drying, this precursor was subjected to successive cyclic
voltammograms in potassium ferricyanide solution, obtaining the desired rGO/FeHCF
nanocomposite. The electrochemical tests after film formation demonstrated a synergistic
effect between the materials that could be evidenced by the increase in current intensity
and by the good chemical stability during 50 CVs in acid medium (pH = 4). The
characterizations carried out by means of Raman spectroscopy and infrared absorption
with Fourier transform showed effective reduction of GO as well as the formation of the
PB film. The microscopy images showed PB particles well distributed on rGO sheets and
their constitution was also confirmed by EDX. In CV studies, investigations were carried
out to identify the region where the analyte showed redox activity using the modified and
unmodified glassy carbon electrode. Studies carried out by batch injection analysis with
amperometric detection demonstrated that the determination of 4AF was possible in
cocaine samples (without interference from the common adulterants present in this type
of sample). In addition, a comparison was also performed using the unmodified GC
electrode for the determination of 4AF. It was noticed that the GC electrode showed better
sensitivity for the determination of 4AF, demonstrating that the clean electrode is also a

good alternative to the determination of this analyte in forensic samples.

Keywords: 4 — aminopyrine, modified electrode, cyclic voltammetry, amperometry,

electrochemistry, drugs of abuse.
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1 INTRODUCAO
1.1 Consideracoes Gerais

Nos ultimos anos tem se observado uma diminui¢do no grau de pureza da cocaina,
raramente encontra-se essa droga 100% pura sendo comercializada pelos traficantes [1,
2]. Algumas substancias de baixo custo tem sido adicionadas a essa droga, com o objetivo
de aumentar seu volume gerando dessa forma maiores lucros durante as vendas. Essas
substancias farmacologicamente inativas sdo chamadas de diluentes. Como por exemplo,
tem-se agucares, carbonatos, bicarbonatos e amido [1].

Por outro lado, substincias farmacologicas chamadas de adulterantes tem sido
comumente adicionada a cocaina, a presenga dessas substancias pode intensificar os
efeitos psicotropicos ou mesmo reduzir os efeitos dessa droga apés o seu consumo [3].
Os adulterantes mais recorrentes encontrados em amostras de cocaina sdo: lidocaina,
benzocaina, procaina, fenacetina e levamisol.

A presenca dessas substancias em amostras de cocaina apreendidas tem ganhado
grande destaque em laboratorios forenses, uma vez que podem indicar dados importantes
quanto a sua produgao e distribui¢do. Além disso, a caracterizacdo da droga bem como a
identificacao de sua composi¢ao, principalmente dos adulterantes ¢ de suma importancia,
uma vez que essas substancias por serem farmacologicas podem gerar sérios danos a
saude dos usuarios [4].

No entanto essas substancias que sdo adicionadas a cocaina estdo em constante
mudanga, o que dificulta muito as investigagdes policiais, bem como também
imprevisiveis riscos a saude. Na literatura diversos trabalhos relatam pesquisas abordando
meios para identificar os adulterantes e/ou diluentes presentes nas adulteracdes da cocaina
comercializada pelos traficantes.

Um monitoramento realizado na Holanda no periodo de 1997 - 2009 mostrou que
os principais adulterantes encontrados em amostras de cocaina foram: benzocaina,
fenacetina, procaina, levamisol, lidocaina e hidroxizina. Nesse mesmo estudo, foi
revelado também que a pratica de adulteragdao dessa droga aumentou significativamente
passando de 6,5% em 1999 para 53,6% em 2007 [5].

No Brasil, uma pesquisa realizada com 210 amostras apreendidas em diversos
estados brasileiros no periodo de 2009-2012 identificou fenacetina, levamisol e lidocaina

como os principais adulterantes adicionados a cocaina [6, 7]. A referida pesquisa também



estudou no periodo de 2008-2010 amostras dessa droga apreendida no estado de Minas
Gerais, identificando lidocaina, cafeina e a benzocaina como principais adulterantes. [8].

Em 1997, no Estado de Sao Paulo, um estudo com 389 amostras de cocaina
apreendida revelou a presenca de lidocaina, procaina e cafeina como principais
adulterantes [9]. Em outro trabalho, uma anélise com 31 amostras de apreensdes feitas
em Minas Gerais (MG) e Amazonas (AM), determinando a concentragdo da cocaina e
seus adulterantes indicou uma variacao de pureza da cocaina de 6,8% - 97,8%. Em relagdo
as amostras do estado de Minas Gerais, 72% apresentavam pureza inferior a 20%, sendo
nesse referido estudo a cafeina o adulterante com maior presenca 76% nas amostras
apreendidas [10].

Numa outra analise realizada também no Brasil com 54 amostras de cocaina
apreendidas e que estava associada ao trafico internacional indicou que o grau de pureza
dessa droga tinha variado de 16,5% a 91,4% somente no ano de 2011, sendo o levamisol
o adulterante mais encontrado nessas amostras. Outras substancias como lidocaina,
cafeina, fenacetina e 4-aminofenazona também foram encontradas nessas amostras,
porém em menores concentragoes [11].

E importante frisar que na literatura existem diversos relatos de usuarios atendidos
em carater emergencial devido aos efeitos adversos provocados pela adulteragcdo da
cocaina, como por exemplo: intoxicagdo aguda causada pela presenca de fenitoina [12],
um farmaco do grupo dos antiepilépticos muito usado na prevencao de convulsdes. Além
disso, intoxicagdes com anticolinérgicos como a atropina também foram relatadas [13].

A identificacdo e quantificacdo de adulterantes e diluentes tem sido de suma
importancia, principalmente para as forgas de seguranca nacional, uma vez que possibilita
dados estratégicos no combate do trafico dessa droga [14]. Além disso, permite
intensificar o controle sobre determinados medicamentos que podem contribuir para uma
questdo de saude publica ha interagdo destes com a cocaina por meio da pratica da
adulteracdo dessa droga [15].

Testes preliminares fundamentados em reagdes de cor e turbidez sdo muito
utilizados em campo e em laboratorio com o objetivo de se obter uma identificacdo
qualitativa de substincias controladas [16]. Esses testes sdo compostos de técnicas
simples e rapidas que visa materializar o objeto do crime e amparar o auto de prisdo em
flagrante delito, além disso servem também para nortear o exame definitivo [17].

O teste colorimétrico ¢ um desses exames preliminares sendo muito comum e

bastante aplicado para definir a presenga de uma certa substancia em uma amostra [18].



Para a cocaina, o teste usado dentro desta categoria ¢ o chamado de teste de Scott e que
consiste em trés etapas em que cada uma ¢ adicionado um reagente para consequente
observacao de um fendmeno caracteristico que se estabelece como resultado possivel de
analise [19].

Apesar de varios autores reconhecerem uma especificidade satisfatoria do teste de
Scott para a cocaina, uma série de profissionais da quimica forense tem reportado
problemas de falso-positivos em relagdo a esse teste [20]. Diante dessa situagdo e
apresentando vantagens como baixo custo, facil manuseio, possibilidade de anélise in
loco e uma boa resposta na identificagcdo de substancias ilicitas, as técnicas eletroquimicas
podem se tornar uma alternativa viavel frente aos testes colorimétricos.

Embora seja reportado na literatura diversos trabalhos empregando técnicas
eletroquimicas na detecdo de substancias ilicitas, as mesmas, bem como os testes
colorimétricos ndo irdo substituir técnicas ja consagrados, como a Cromatografia gasosa
acoplada a espectroscopia de massas (GC-MS) [21], Cromatografia gasosa com detector
de ionizacdo em chama (GC-FID) [22] e a Cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) [23].

Nesse trabalho vai ser abordado estudos sobre a determina¢ao de 4-
aminofenazona em amostras de cocaina. Esse medicamento foi reportado como
adulterante em amostras de cocaina apreendidas no Brasil em 2011. Essa substancia pode
apresentar efeitos colaterais bastante severos se consumido de maneira irregular e,

portanto, ¢ de extrema importancia seu monitoramento.

1.2 4 - Aminofenazona

A 4-aminofenazona (4AF) sintetizada pela primeira vez por Friedrich Stolz e
Ludwing Knorr e que também ¢ chamada de aminopirina ou 4-dimethylamino-
1,5dimethyl-2-phenylpyrazol-3-one (IUPAC), cuja estrutura ¢ apresentada na Figura 1, ¢
um farmaco, que foi inserido em 1888 no mercado com o nome Pyramidon [24, 25]. Esse
farmaco ganhou muita popularidade entre os médicos por causa dos seus efeitos
analgésicos, anti-inflamatorios e antipiréticos, sendo bastante usado no tratamento da
artrite reumatoide e da febre reumatica [26]. O mecanismo de acdo principal desse farmaco

esta relacionado a reducdo da sintese de prostaglandinas no tecido [27].



Figura 1 - Estrutura quimica da 4 — Aminofenazona
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Apesar da sua eficacia no tratamento dessas enfermidades, esse farmaco traz
consigo alguns efeitos colaterais se consumido de maneira inadequada como: reagdes
alérgicas, irritabilidade, sudorese copiosa, disuria, dispneia, ansiedade, tenesmo,
infiltragdo gordurosa do figado, degeneracdo do musculo cardiaco, cianose, zumbido,
leucopenia, danos nos rins, coma, morte por insuficiéncia circulatéria apés colapso
cardiovascular, além de causar também agranulocitose ¢ formagao de nitrosaminas [24,
25, 26, 28] .

Em 1949, numa tentativa de diminuir esses efeitos colaterais bastante
preocupantes da 4AF, a Geigy (atual Novartis) anunciou uma nova formulagao
intravenosa de mistura de aminopirina e fenilbutazona, a essa formulagdo a empresa
chamou de “Irgapirina”. No entanto, experimentos posteriores demonstraram que a
fenilbutazona agia como analgésico e anti-inflamatério bastante eficaz, sendo
comercializada pela Geigy em 1952 como o nome de butazolidina [26].

Em virtude da toxicidade provocada pela 4AF, ela foi retirada do mercado em
muitos paises ocidentais entre as décadas de 1960 e 1970. No entanto, em paises orientais
como a China ainda se faz uso desse medicamento de forma ilegal, sendo usado em
combinagdo com a cafeina ou fenacetina para formulag¢ao de compostos farmacéuticos no
tratamento de pacientes com sintomas de febre e enxaqueca e no tratamento de pacientes
com doengas reumaticas [29].

Devido aos efeitos colaterais em decorréncia do consumo da 4AF, tornou-se
necessario a identificacao desse farmaco em medicamentos falsificados chineses usados
no tratamento antirreumatico. Para a investigacdo desse farmaco utilizou-se, a técnica
espectroscopia de terahertz (THz), um tipo de espectroscopia vibracional e rotacional

correspondente a regido do espectro eletromagnético na faixa de frequéncias entre 0,1 e



10 THz (3,3 a 333 cm™ ) [30]. Essa técnica tem sido reportada na literatura na
identificacdo, reconhecimento e classificagdo de amostras e na analise quantitativa, de
uma diversidade de substancias com o uso de métodos multivariados de analise [31]. Ela
¢ comumente utilizada na investigacdo de medicamentos falsificados [28]. A Tabela 1,

mostra os efeitos da 4AF nos sistemas e 6rgaos humanos.

Tabela 1 - Efeitos colaterais da 4AF [32].

1 Sistemas e 6rgaos Efeitos colaterais da 4AF
Problema na medula 6ssea causada pela
Hematolégico 4AF geralmente vem acompanhada com

risco de morte.

A toxicidade gastrointestinal por 4AF ndo
Gastrointestinal ¢ muito forte em relagdo a outros

analgésicos e anti-inflamatorios, devido

ao seu efeito anti-inflamatorio ser fraco

Nao ¢ hepatdxica, mas devido a reagdo de
Figado hipersensibilidade, pode ocorrer casos de

toxicidade no figado.

E responsavel direto por dano renal,

Trato urinario podendo causar Albuminuria e hematuria.
Também  pode causar  nefropatia
analgésica.

Pode causar necrdlise epidérmica toxica,
Pele dermatite esfoliativa e sindrome de
Stevens-Johnson.

Em alguns pacientes predispostos,
Imunolégico observou-se reagdes alérgicas cutaneas,

choque anafilatico agudo, broncoespasmo

agudo e sensibilidade cruzada a aspirina.

A 4AF bem como seus derivados podem
Efeitos a longo prazo ser  metabolizados e formarem
(Tumorogenecidade) nitrosaminas (substancias cancerigenas).

Em 2011, a 4AF foi reportada na literatura como adulterante da cocaina [33]. Essa

confirmacdo foi feita apds analise em amostras de cocaina apreendida pelas forcas



policiais do DF, e seu aparecimento se deu associado a uma outra substancia usada como
adulterante, a fenacetina [34].

Diversos métodos sdo propostos na literatura para determinagdo da 4AF entre os
quais podemos citar: cromatografia liquida de alta performance (HPLC) com deteccao
ultravioleta (UV/Vis) [35], espectrometria de massa [36], eletroforese capilar com
detecgdo eletroquimica [37]. Entretanto, este trabalho buscou o desenvolvimento de um
método eletroquimico para determinacdo desse composto em amostras de cocaina
possibilitando assim o fornecimento de dados estratégicos no combate ao trafico dessa

droga.

1.3  Técnicas Eletroquimicas
1.3.1 Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica (CV, do inglés Cyclic Voltammetry) ¢ uma técnica
amplamente utilizada na obten¢@o de reagdes eletroquimicas. A eficiéncia dessa técnica
estar em fornecer rapidamente informagdes relevantes sobre a cinética da reagdo de
transferéncia de elétrons e sobre a termodinamica dos processos redox, além disso a CV
permite uma rapida localizagdo dos valores de potenciais redox [38]. Geralmente, a CV
¢ o experimento inicial em um estudo eletroquimico [39, 40].

Essa técnica consiste na aplicacdo de uma variacdo linear do potencial, até atingir
um potencial méximo, a partir dai se inicia a varredura inversa, variando linearmente o
potencial no sentido oposto, até alcangar um potencial minimo programado, finalizando
assim um ciclo [41]. A variacdo de incrementos de potencial é a mesma para ambas as
polarizagdes, ¢ o nimero de excitagdo repetido varias vezes. A programagdo pode ser
realizada tanto no sentido positivo com uma polarizagdo anodica, quanto no sentido
negativo, iniciando com uma polarizagdo catddica. A resposta obtida ¢ um voltamograma
que relaciona o potencial (E) em fungdo da corrente (i), como pode ser observado na

Figura 2.



Figura 2 - Rampa de programagao de potencial no sentido anodico (A), voltamograma

tipico para processos redox reversiveis (B) [38].
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A Figura 3, mostra alguns pardmetros eletroquimicos que s3o bastante

importantes na CV como: potencial de pico anddico (Epa), potencial de pico catédico

(Epc), corrente de pico anddico (Ipa), corrente de pico catddico (Inc), € o potencial de meia

onde (Ep/2) [42].

Figura 3 - Voltamograma ciclico tipico com guias para obteng¢ao dos parametros [43].
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A partir dos principais parametros obtidos € possivel obter informacdes quanto a

reversibilidade do sistema em estudo (reversivel, quase-reversivel e irreversivel) e, assim,

avaliar a influéncia do meio reacional sobre estes pardmetros, bem como analisar sobre a

existéncia e estabilidade de radicais e intermediarios formados durante a reducdo e

oxidacdo de espécies eletroativas [44].

1.3.2 Detecgcio amperométrica acoplada ao sistema BIA

A detec¢do amperométrica acoplada a sistemas de andlise por inje¢do em batelada

(BIA) consiste em inje¢des sequenciais de amostras sobre a face de um eletrodo na

configuracdo wall-jet mergulhado em um maior volume de eletrolito. Esse sistema



hidrodinamico fornece medidas sensiveis € com maior frequéncia analitica (> 30 inje¢des
h™" em comparagdo com o sistema estacionario [45, 46].

Este conjunto eletroquimico pode ser usado como um sistema para analises in situ,
devido sua portabilidade em apresentar caracteristicas como o uso de pequenos volumes
de amostra (comumente entre 20 ¢ 100 puL) o que reduz a contaminagao do eletrodo (curto
tempo de contato entre a amostra e o eletrodo) e permite ainda fazer mais de 200 injegdes
sem alterar o eletrolito de suporte na célula BIA (altas taxas de dilui¢do) e ndo ha
necessidade de manuseio dos eletrodos. Todos os parametros adicionais como, volume
de inje¢ao, velocidade de injecdo, curva de anélise e inje¢do de amostra sao feitos através
de uma micropipeta eletronica [47, 48].

A utilizagdo de uma impressora 3D permite produzir células personalizadas para
essa finalidade a baixo custo e sem necessidade de mao de obra especializada. A
prototipagem de células de acordo com as necessidades especificas de cada sistema pode
aumentar ainda mais o desempenho do sistema BIA [49]. A Figura 4 mostra a primeira
célula BIA descrito por Wang, bem como a disposi¢ao dos componentes para a realizagao

da analise.

Figura 4 - Diagrama esquematico de uma célula BIA apresentado por Wang onde (A)
eletrodo de trabalho, (B) eletrodo auxiliar, (C) eletrodo de referéncia, (D) ponteira da
micropipeta, (E) buraco para inser¢ao de eletrélito, (F) barra de agitacdo e (G) saida de

drenagem [50].

Quando ocorre a passagem da espécie em andlise sobre a superficie do eletrodo,

sao registrados picos (sinais transientes), conforme pode ser observado na Figura 5.



Figura S - Diagrama adaptado das etapas de operacao do sistema BIA [50].

| \/ | [ L \ |

-t -

by
m
[+

] (A) antes da injegéo
[ ] (B) transporte

B | ! (C) fim da injecao
(D) dispersao

| (E) equilibrio final

Como exemplificado na Figura 5, no inicio da andlise (A), antes da inje¢ao da
amostra ou analito na superficie do eletrodo ha uma corrente ndo faradaica, ou seja,
corrente residual indicando, por exemplo, o acimulo de carga na dupla camada elétrica.
Ap6s injecdo (B) se inicia o sinal da corrente faradaica, que € produzida por processos de
oxirreduc¢ao dentro da célula eletroquimica, até o pico maximo de corrente (C) quando
toda espécie eletroativa injetada reage através do processo redox do analito. Como a
corrente ¢ proporcional com a concentragdo de amostra, esta decai (D), j4 que toda
concentragdo da espécie injetada vai sendo consumida, diminuindo entdo sua
concentragdo, até que a corrente volta ao valor de corrente ndo faradaica (E), proveniente
do sistema [51].

Entretanto, um dos problemas desse tipo de sistema quando se aplica eletrodos
solidos em deteccdo eletroquimica ¢ o de contaminacdo/adsor¢do de componentes na
superficie do eletrodo de trabalho. Esse problema pode ser contornado, em sistemas
hidrodinamicos, pela aplicagdo repetitiva e alternada de pulsos de potenciais de limpeza

[52].

1.4  Eletrodos quimicamente modificados

O termo eletrodo quimicamente modificado (EQMs) foi dada por Murray e
colaboradores em 1975 [53]. Trata-se da imobilizacao de espécies quimicamente ativas
sobre uma superficie eletrédica promovendo uma melhora na reatividade e seletividade

do substrato base apds sua modificagdo. O desenvolvimento desses dispositivos visa o
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aumento na taxa de transferéncia de elétrons, eletrocatalise, possibilidade de pré-
concentragdo de espécies em solucdo, dentre outras [54, 55]. Os EQMs té€m sua aplicagdo
para diversas finalidades como por exemplo: estudo em eletrocatdlise e de cinética de
transferéncia de elétrons, fotoeletroquimica e desenvolvimento de sensores e biosensores
[56].

Apesar do termo EQM ter sido introduzido na década de 70, ja existiam trabalhos
envolvendo a modificacdo de eletrodos na década de 60 para uso com diversos propositos,
como pode ser observado na Tabela 2. Um dos primeiros estudos de grande relevancia
relatando esse tipo de procedimento ¢ atribuido a Lane e Hubbard (1973), onde foram
adsorvidas olefinas funcionalizadas na superficie de eletrodos de platina no intuito de
investigar a tendéncia de grupos alcenos quimissorverem-se sobre a superficie deste

eletrodo [57].

Tabela 2 - Linhas gerais da evolu¢do dos EQMs [58].

Metas Acao
Imobilizac¢do de grupos funcionais, Melhora da seletividade e sensibilidade
Cheek e Nelson (1964).
Incorporagdo de catalisadores inorganicos Maior sensibilidade

(ftalocianinas metalicas), Jasinski (1965)

Incorporagdo de catalisadores biologicos Melhora da seletividade
(imobilizagdo de glicose oxidase),
Updike e Hicks (1967)

Utilizacdo de filmes poliméricos Estabilidade, seletividade
(polipirrol)
Diaz (1970)

Aparecimento da denominacgdo (eletrodos Definicdo da terminologia

quimicamente modificados, EQM),
Murray e col. (1975)

Uso de membranas bioldgicas (membrana Aplicagdes in vivo
de fosfolipidios), Miller e Milazzo
(1981)

Microelétrodos modificados, Fleischman  Melhora da estabilidade, tempo de vida
(anos 80)

Incorporagdo de aditivos Maior sensibilidade e seletividade
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Um EQM ¢ basicamente composto por duas partes, o eletrodo base e um
modificador quimico. A forma de preparacdo ¢ definida pelas caracteristicas analiticas
apropriadas que o sensor deve possuir, como; condutividade elétrica e estabilidade
térmica, além disso, deve ser levado em consideragao a praticidade e a viabilidade de
execuc¢ao do procedimento de modificagao.

Em relacdo ao eletrodo base, os mais amplamente utilizados sdo: ouro, platina,
pasta de carbono e carbono vitreo. Este ultimo apresenta excelentes propriedades
mecanicas e elétricas, além de um amplo intervalo de potencial de trabalho, resisténcia
ao ataque de solventes e uma boa performance em eletroandlise, todas essas
caracteristicas faz dele um bom substrato na modificagao de eletrodos [59].

Além do substrato base ¢ necessario um modificador o qual serd mobilizado na
superficie do substrato. Dentre as espécies quimicas utilizadas podemos destacar os,
nanomateriais de carbono, como o grafeno e seus derivados e os hexacianometalatos
como o azul da Prussia. Esses materiais vém recebendo bastante notoriedade neste
aspecto, podendo ser usados para determinagdo de diversos analitos [60, 61].

Existem diversos métodos de modificacao da superficie de eletrodos relatados na
literatura como, adsor¢do, ligacdo covalente, deposi¢ao de filmes poliméricos e formagao
de materiais compositos [62], além do método dropcasting [63]. A modificacdo por
adosr¢ao ¢ um método bastante simples e que consiste na exposicao do eletrodo ha uma
solugdo contendo um agente modificador [64].

O método via ligacdo covalente parte do principio de que o agente modificador
pode ser ligado covalentemente ao substrato do eletrodo por meio de alteragdes de grupos
funcionais presentes na superficie do eletrodo, como alcoois, acidos carboxilicos (fendis),
anidridos e cetonas (quinonas) [65].

A modificagdo de superficies eletrédicas pelo método da deposi¢do de filmes
poliméricos, ¢ uma técnica que permite a imobilizacdo de muitas monocamadas da
espécie ativa na superficie modificada, o que acaba aumentando de forma considerada a
resposta eletroquimica. O uso desse tipo de modificador tem sido bastante empregado no
desenvolvimento de sensores pois garante a prote¢do da superficie dos eletrodos contra
impurezas [66] e pode bloquear interferentes [67].

O método de dropcasting ¢ um tipo de modificacdo por adsor¢ao, neste método
uma gota da dispersdo do modificador ¢ transferida para a superficie e a secagem pode

ocorrer de diversas maneiras, incluindo filtragdo a vacuo e evaporacao [68].
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Para a obtencdo de um eletrodo modificado com materiais compositos, o
procedimento ¢ dado pela mistura direta do modificador com o substrato, sendo este uma
matriz condutora. Compositos com caracteristicas condutoras tem sido utilizado no
desenvolvimento de sensores eletroquimicos apresentando bons resultados [69], como
por exemplo o emprego de compositos grafite-epoxi na determinagdo amperométrica de
pesticidas [70].

Materiais a base de carbono, como o carbono vitreo que sera mais bem detalhado
no proximo item, sdo bons exemplos de substratos para esse tipo de modificagdao por
formarem fases condutoras ideais na obtencdo de materiais compositos, dai serem muito

utilizados como sensores amperométricos [71].

1.5  Carbono vitreo

O carbono vitreo (GC — do inglés glass carbon), também conhecido como carbono
polimérico vitreo, ¢ assim chamado por ser um material que quando polido apresenta
brilho idéntico ao vidro. [72]. Os primeiros estudos sobre o GC datam das décadas de 60
e 70 e sua primeira aplicagdo foi na utilizagdo em cadinhos para tratamento térmico de
semicondutores e ceramicas [73, 74, 75]. Hoje, o GC ¢ comumente utilizado como
eletrodo, empresas como a Sigradur e Carburundum, entre outras dominam o processo de
obtencdo e produgao desse material, além da manufatura de pecas como chapas, cadinhos,
monolitos e tubos.

O processo de obten¢dao do GC consiste primeiro na moldagem do precursor
polimérico como o alcool furfurilico, resinas fendlicas, celulose e poliacrilonitrila em
temperaturas inferiores a 100 °C. Apos essa etapa o material é submetido a processo de
carbonizagdo seguido de grafitizagdo [76]. O GC apresenta uma estrutura de planos
empilhados idéntica a estrutura da grafita, no entanto difere desta ultima no aspecto de
ndo apresentar o empilhamento dos planos linearmente arranjados em relagdo ao eixo
cristalografico “c”, mas sim entrelagados e enovelados de modo aleatorio no espago. Essa
estrutura ¢ comumente conhecida com turbostratica. A Figura 6 traz o modelo proposto

para o GC.
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Figura 6 - Estrutura do carbono vitreo proposto por Jenkins ¢ Kawamura [75].

Propriedades como conducdo térmica e elétrica isotrdpica, resisténcia a altas
temperaturas, inércia quimica e baixa densidade sdo caracteristicas importantes que esse
material apresenta, o que faz dele ser util em varias aplicagdes [77]. Além disso, a ampla
faixa de potencial que se pode aplicar sem haver degrada¢do do solvente/eletrélito
permite esse ha esse material ser utilizado como eletrodo de trabalho [78]. O GC também
¢ usado como eletrodo suporte para obtengdo de eletrodos modificados sendo nesse caso
empregado como sensores, biosensores, capacitores € no reconhecimento molecular [79]
[80].

Devido a inércia quimica e baixa densidade esse material tem sido também
utilizado na construg¢do de valvulas cardiacas e préteses dentarias, uma vez que que ha
pouca baixa rejeicdo do corpo humano em relagdo a esse material [81]. Além disso,
estudos revelam o uso do GC como protecdo térmica de aeronaves, devido a baixa massa
especifica e resisténcia a elevadas temperaturas [77].

No entanto, mesmo apresentando caracteristicas interessantes tem-se poucas
publicagdes sobre o GC. Desde a década de 70, o nimero de publicacdes referente a
materiais de carbono vem crescendo, sendo majoritariamente ligado principalmente aos
nanotubos de carbono, e nos ultimos anos, na obtengao e isolamento de folhas de grafeno,

sendo este ultimo material detalhado com mais detalhe na préxima se¢ao.

1.6  Grafeno e derivados

O grafeno ¢ um material bidimensional (2D) constituido por uma monocamada
plana de atomos de carbono hibridizados sp?, ligados entre si formando uma estrutura
cristalina hexagonal. Esse material ¢ considerado como bloco fundamental de outras
formas grafiticas de diferentes dimensionalidades como, a grafite (3D), os nanotubos de

carbono (1D) e os fulerenos (0D) [82] como pode ser observado na Figura 7. O grafeno
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comecou a ganhar grande destaque em 2004, quando os cientistas André Geim e
Konstantin Novoselov conseguiram isolar e caracterizd-lo pela primeira vez,

proporcionando a eles o Prémio Nobel de Fisica em 2010 [83].

Figura 7 - (a) Grafeno embrulhado em forma (b) esfera (fulereno), (c) enrolado (nanotubo

de carbono de parede simples) e (d) empilhado (grafite) [82].
(a)

Mesmo com a recente descoberta do grafeno (2004), ja se tinha um certo
conhecimento de sua existéncia por volta de 1947 quando o fisico P.R. Wallace estudou
de forma tedrica esse material pela primeira vez [84]. Em 1962 um grupo de
pesquisadores conseguiram obter finas laminas de carbono ao fazerem a reducao do 6xido
de carbono por aquecimento. Entretanto acreditou-se naquela época ser impossivel
termodinamicamente isolar o grafeno em temperatura ambiente, pois achavam que a rede
2D nao fosse estavel devidos as flutuagdes térmicas, o que impossibilitava que a ordem
cristalina de longo alcance fosse impedida [85].

A grande atracdo por parte da comunidade cientifica em relagdo ao grafeno é
devido, principalmente, as excelentes propriedades que ele apresenta, como por exemplo:
boa condutividade térmica e elétrica, boa transparéncia, 6tima resisténcia mecanica, uma
ampla 4rea de superficie (teoricamente, por volta de 2630 m? g'! para grafeno de camada
unica), alta flexibilidade, boa impermeabilidade Optica e biocompatibiliadde, dentre
outras [86].

Devido a essas propriedades, o grafeno tem sido muito promissor para diversas
aplicagdes em areas como na eletroquimica (sensores e biosensores) [87, 88], na area da
eletronica na producdo de materiais como transistores, telas fouch screen e aparelhos
flexiveis [89, 90] e na area da fotonica para fabricagdo de fotodetectores e moduladores

opticos [91, 92].
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Diversos métodos sdo relatados na literatura para obtencao do grafeno, entretanto,
nenhum deles possibilita sua produ¢cdo em larga escala industrial ¢ nem com grau de
pureza adequado [93], o que tem limitado sua aplicacdo em diversas outras areas. Entre
os métodos usados na obtengdo desse material podemos destacar o método da clivagem
mecanica.

Este método, usado pelos pesquisadores André Geim e Konstantin Novoselov,
consiste na clivagem repetitiva de camadas de grafite pirolitico altamente orientado
(HOPG, do inglés Highly Oriented Pyrolytic Graphite), usando uma fita adesiva e que
depois ¢ colocada em cima de um substrato de 6xido de silicio (SiO2) para assim ser
observado o grafeno. A vantagem deste método é a obtencdo do grafeno com elevada
qualidade cristalina [94]. Além desse método, outros como a deposicao de vapor quimico
(CVD), esfoliagdao quimica em fase liquida e crescimento de grafeno epitaxial em SiC sdo
comumente relatados na literatura [95].

Para contornar essa problematica referente a produgdo do grafeno puro, tem se
usado derivados do grafeno, como o 6xido de grafeno (GO, do inglés graphene oxide) e
o oxido de grafeno reduzido (rGO, do inglés reduced graphene oxide), como alternativa
para aplicacdes variadas principalmente em sensores eletroquimicos usando o grafeno
como suporte [96].

O GO ¢é um material bidimensional obtido do grafeno pela adi¢do de grupos
funcionais de oxigénio na estrutura, alterando dessa forma o estado de hibridizacao sp2
original do grafeno para o estado de hibridizacdo sp3. A presenga desses grupos
funcionais se revela como defeitos e sdo localizados no plano basal da estrutura
modificando, dessa forma, as propriedades elétricas desse material. Além disso, a
presenca desses grupos funcionais confere ao GO hidrofilicidade, o que permite ser usado
em solugdes coloidais[ 97, 98].

Entre os diversos métodos usados para obtengdo do GO, o mais utilizado ¢ o
método de Hummers. Esse método, consiste numa mistura de flocos de grafite com
permanganato de potassio (KMnOg4) e acido sulfirico (H2SO4) durante um determinado
intervalo de tempo [99]. A presenca do acido sulfurico auxilia na esfoliacdo do grafite,
que atua como agente de intercalacdo nas suas camadas facilitando dessa forma a a¢do do
agente oxidante [100]. Em relacdo a estrutura desse material, o modelo mais aceito
atualmente ¢ o de Lerf-Klinowski, ilustrado na Figura 8, onde ¢ considerado a presenga

no plano basal das folhas de grafeno grupos hidroxila e epoxi [101].
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Figura 8 - Modelo de Lerf-Klinowski para a estrutura do grafeno [102]

No que tange as aplicagdes desse material, ele apresenta vantagens sobre o grafeno
pelo fato de ser quimicamente funcionalizado com muita facilidade. Os grupos funcionais
(epoxis) presentes na sua estrutura podem ser facilmente atacados por grupos aminas (-
NH»), possibilitando dessa forma imobilizar covalentemente pequenas moléculas
organicas, polimeros e até biomoléculas que apresentam esse grupo funcional [103]. Uma
outra aplicagdo desse material é relacionada com a area da satde, na qual o GO pode ser
usado como purificador de agua [104, 105]. Além disso, ele pode ser aplicado como
biosensor e antibactericida [106].

Na érea da energia, o GO tem sido testado e apresentado bons resultados no
armazenamento de energia e na produgdo de baterias mais eficientes [107]. E por fim, a
utilizagdo desse material como intermedidrio na obten¢do de rGO. Em processos de
produgdo de grafeno que permita defeitos na estrutura, o rGO tem sido uma alternativa
bastante vidvel.

No entanto, a maior desvantagem apresentada pelo o6xido de grafeno, ¢ a sua
resisténcia elétrica o que dificulta sua utilizagdo na modificagdo de eletrodos. Devido sua
estrutura apresentar grupos funcionais oxigenados que lhe confere uma hibridizagdo sp’,
isso faz com que ele seja um isolante. Para contornar essa situacdo ¢ feita a redugdo do
oxido de grafeno para 6xido de grafeno reduzido [108].

O o6xido de grafeno reduzido (rGO), ¢ um material obtido ap6s a redugao de grande
parte dos grupos funcionais oxigenados presentes na estrutura do GO. E uma das formas
comumente empregadas quando se deseja obter grafeno, porque permite dessa forma
recuperar caracteristicas, estrutura e desempenho do material primitivo [109]. Além de
ser bastante viavel para produgdo em larga escala e com baixo custo [110]. A figura 9,

mostra a estrutura do rGO apos redugdo do GO.
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Figura 9 - Representacao das estruturas do GO e rGO [110].

Graphene Oxide Reduced Graphene Oxide
(GO) (rGO)

{. Carboxyl -9~ Hydroxyl > Epoxy

A obtencao do rGO, pode ocorrer por trés métodos: reducao térmica, redugao
quimica e reducdo eletroquimica [111], sendo esta tltima utilizada neste trabalho. O
método eletroquimico consiste na aplicagdo de um potencial no 6xido de grafeno por meio
das técnicas voltamétricas ou amperométricas. A vantagem apresentada por este ultimo
método consiste em elevadas razdes C/O para o oxido de grafeno reduzido, sendo
interessante devido a simplicidade do método, que o torna promissor para a reducao
eficiente do 6xido de grafeno [112].

Em relagdo a aplicacdo desse material, a presenca de defeitos em sua estrutura
devido aos grupos funcionais remanescentes, faz com que ele seja muito promissor para
aplicagdo como sensor de gés, uma vez que a presenga desses defeitos seja um fator
favoravel para adsor¢do de gas [110]. Diversos outros estudos com aplicagdo do rGO sao
relatados na literatura, como por exemplo, na utiliza¢ao de substrato para modificacao de
eletrodos. Nesse aspecto o processo de transferéncia de elétrons melhora bastante e vem
sendo muito trabalhado nos ultimos anos, pois possibilita a constru¢do de sensores
eletroquimicos [113, 114, 115].

Além disso, tem sido reportado na literatura trabalhos sobre nanocompositos a
base de derivados de grafeno e azul da Prassia (AP). A combinagdo das propriedades
desses materiais tem sido uma boa alternativa na fabricacdao de biossensores de glicose e
sensores de H>O2, uma vez que os derivados do grafeno podem melhorar a transferéncia

eletronica favorecendo assim o AP a catalisar a reducao de H.O, [116, 117].
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1.7  Azul da Prussia

O azul da Prussia (PB, do inglés Prussian blue) também denominado de
hexacianoferrato (II) de ferro (III), cuja formula minima é Fe''s[Fe'(CN)¢]3.nH20 (n 14
a 16) [118] ¢ um composto inorganico que foi descoberto de forma involuntaria em 1704
pelo alemao e fabricante de tintas Heinrich Diesbach [119], quando ele trabalhava em seu
laboratério na cidade de Berlim. Devido ao seu alto valor comercial, o método de
obtencdo desse composto ficou em sigilo por durante 20 anos, sendo revelado somente
em 1724, quando foi descrito e publicado por John Woodward [120, 121].

Os primeiros estudos sobre a estrutura do AP foram propostos com base em
difracdo de raios-X (DRX), revelando uma estrutura basica constituida por ions férricos
Fe*" e Fe?*, que se intercalam em uma rede cristalina clibica de face centrada por meio de
ligantes cianetos (C=N) em ponte [122, 123]. Dessa forma, a rede cristalina ¢ formada de
tal maneira que cada ion Fe*" é coordenado octaedricamente por 4tomos de nitrogénio e
os fons Fe?" ligam-se aos 4tomos de carbono. A estrutura ainda contém sitios vazios que
sdo ocupados por moléculas de 4gua, tendo suas dimensdes da célula cubica de 10,2 A e
cavidade tipo zeolitica de 3,2 A[118, 122].

De acordo com Herren ef al, as 4guas que ocupam os sitios vazios na estrutura do
AP podem ser de dois tipos: agua coordenada, que preenche os locais vazios de nitrogénio
e a agua ndo coordenada, que ocupa os sitios intersticiais vagos da célula unitaria do AP
[124].

Ainda em relacdo aos primeiros estudos sobre a estrutura cristalina desse
material, foram propostas duas estequiometrias, uma “insoluvel” de férmula
Fe'l'4[Fe'(CN)s]s e outra soltvel, de formula KFe[Fe''(CN)s]. No entanto, essa
classificagdo ndo possui conotacdo de solubilidade, pois ambas as estruturas sdo
insoltiveis com semelhanga na constante de solubilidade (~ Kps = 10°) [125]. A Figura

10 mostra as duas estruturas “solivel” e “insolivel” para o AP.
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Figura 10 - Estruturas cristalinas do AP "insoluvel" (a) e "soluvel" (b) [126].
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Na literatura, alguns métodos de obtencao do AP sao relatados. Neste trabalho, o

método utilizado foi o eletroquimico que consiste na aplicagdo de um potencial em uma
solugdo de ferricianeto de potassio e cloreto de ferro (III) proporcionando a dissociagdo
do mesmo em ions férrico e cianeto, em meio acido. A participagdo de um elétron
proveniente do eletrodo € necessaria para a redugdo do ion férrico ao ferroso para se
coordenar ao ferricianeto e, assim, obter o AP. Porém, o mesmo elétron € capaz de reduzir
o ion ferricianeto ao ferrocianeto que se coordena ao Fe*" dissociado para formar o AP
[127]

O AP apresenta trés estados de oxidagdo, sendo diferenciados pela sua coloracao.
A presenca de dois centros metalicos de Fe (II) indica reducdo do AP em BP (branco da
Priissia) de formula KoFe'[[Fe'(CN)s] e nesse caso é incolor. J4 a presenga de apenas
centros metalicos de Fe (III), promove oxidacdo do AP em VB (verde de Berlim) de
formula Fe'[Fe™(CN)s] + K' + e, e coloragio verde. Se os centros metalicos
apresentarem valéncia mista Fe (II) e Fe (III) tem-se uma coloragao azul bastante intensa
(azul da Prissia) de formula KFe[Fe''(CN)e [128].

Ap6s os estudos desenvolvidos por Nerff, que demonstrou camadas eletroativas
eram formadas apos deposi¢do eletroquimica do AP na superficie de um eletrodo [123],
a gama de aplicagdes envolvendo esse material cresceu consideravelmente, possibilitando
o desenvolvimento de diversos dispositivos eletroquimicos como células fotovoltaicas
[129], biosensores [130] e sensores [131], sendo esta tltima, sua maior aplicacdo devido
sua capacidade eletrocatalitica na redu¢do de peroxido de hidrogénio (H20>), onde o AP
¢ comumente chamado de peroxidase artificial [132].

O trabalho de Karyakin e col. em 1994 [133], demonstrando alta seletividade para
reducdo de H>O; apds modificar um eletrodo de carbono vitreo com filme do AP, ampliou

os estudos com esse material e seus andlogos como possiveis sensores: na determinagao
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de ions persulfato [134], acido ascorbico [135], oxidacdo da hidrazina [136] pesticidas
[137], além de outras espécies.

Entretanto, uma das limitagdes quanto ao uso do AP envolve sua baixa
estabilidade e condutividade. Porém, uma rota que tem sido utilizada para contornar essa
problematica ¢ a preparagdo de nanocompositos contendo materiais de carbono, por
exemplo. E relatado na literatura que esses materiais tém sido uma alternativa viavel para

aumentar a estabilidade ¢ condugao elétrica do AP [138, 139].
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral desse trabalho consiste na determinagao de 4AF em amostras de
cocaina usando um eletrodo de carbono vitreo modificado com nanocomposito de 6xido

de grafeno reduzido e azul da Prussia para possivel aplicagao como sensor eletroquimico.

2.2 Objetivos Especificos

v Sintese eletroquimica do 6xido de grafeno reduzido;

v Sintese eletroquimica dos filmes rGO/FeOx e FeOx;

v Utilizagao dos filmes rGO/FeOx e FeOx para obtenc¢do por via eletroquimica do
nanocompdsito rtGO/FeHCF e do hexacianoferrato de ferro FeHCEF;

v Caracterizacdo dos materiais sintetizados por meio de técnicas espectroscopicas e
microscopicas como: Espectroscopia Raman, Espectroscopia na regido do Infravermelho,
Espectroscopia de raios X por dispersdo em energia e microscopia eletronica de varredura
(MEV);

v Aplicagao do nanocompodsito como sensor eletroquimico usando a técnica BIA-
AD para deteccao da 4AF em amostras de cocaina.

v Comparacao entre os eletrodos rGO/FeHCF e GC para a determinagdo de 4AF

por meio de curva analitica.



3 METODOLOGIA

3.1 Reagentes e Solucgoes
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Todas as solugdes foram preparadas em agua deionizada (R > 18 MQ cm) obtida

por meio do sistema de purificagado Milli-Q da Millipore (Bedford, MA, EUA), sob

temperatura ambiente e sem remocao do oxigénio dissolvido. Os reagentes, suas purezas

e devidas origens estdo exibidas na Tabela 4.

Tabela 3 - Reagentes utilizados neste trabalho.

Reagentes Férmula quimica Procedéncia Pureza
Oxido de grafeno CN Shanghai 90%
Sulfato de sodio anidro NaxSOg4 Biotec 99%
Sulfato de ferro II heptahidratado FeSOq4 Merck 99%
Cloreto de Potassio KClI Isofar 99%
Acido cloridrico HCI Neon 37%
Ferricianeto de Potassio K3[Fe(CN)s] Panreac 99%
4-aminofenazona Ci3H17N50 Alpha Cesar 98%
Fenacetina Ci0H13NO2 Sigma-Aldrich  97%
Levamisol CnHi2N2S Sigma-Aldrich  99%
Benzocaina CoH11NO2 Sigma-Aldrich  99%
Cafeina CsH10N4O2 Synth 99%
Acido Bérico H3BO3 Panreac 99%
Glicose CsH1206 Biotécnica 99%
Procaina Ci13H20N202 Sigma-Aldrich  97%
Cocaina C17H21NOg4 Policia Federal  98%

3.2 Instrumentacao

3.2.1 Medidas Eletroquimicas

Todas as medidas eletroquimicas deste trabalho foram obtidas utilizando um

potenciostato da marca Metrohm DropSens modelo pStat 300 e controlado pelo software

DropView 8400. A célula eletroquimica foi constituida em um sistema de trés eletrodos,

sendo carbono vitreo (GC, do inglés glassy carbon), Ag/AgCl/KClat.) € um fio de platina

usados como eletrodos de trabalho, referéncia e auxiliar, respectivamente. A técnica de
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voltametria ciclica (CV) foi utilizada para a sintese, modificacdo e teste de estabilidade
do pH dos materiais envolvidos. A técnica de amperometria foi aplicada na andlise
quantitativa da molécula da 4AF. Todos os experimentos realizados em temperatura

ambiente.

3.2.2 Espectroscopia Raman

Durante a incidéncia de radiacdo em um meio transparente, fragdes do feixe
incidido sao espalhadas em todas as diregcdes. O espectro Raman ¢ obtido ao irradiar um
laser de radiagdo monocromatica visivel na amostra. Durante a irradiacdao, o espectro
espalhado ¢ medido a um angulo de 90°. Esta técnica de caracterizagdo nao ¢ destrutiva.
[140].

Os espectros Raman foram adquiridos usando uma poténcia de incidéncia de 10%
de um laser de ions de Ar de comprimento de onda de 633 nm. O equipamento usado foi

o microscopio LabRAM HR Evolution da HORIBA (Japao).

3.2.3 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

Na espectroscopia de infravermelho no modo ATR, o feixe de radiagao passa pelo
cristal de ATR, que ¢ um meio mais denso, para a amostra, que ¢ um meio menos denso,
onde ocorre uma reflexdo. Este cristal proporciona uma analise direta e ndo destrutiva,
sem necessidade de preparo de amostra. [140].

A obtengdo de espectros de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foi
realizada no equipamento Frontier MIR/FIR da PerkinElmer (EUA) utilizando o
acessorio de refletancia total atenuada (ATR — do inglés Attenuated total reflectance) da

Pike Technologies (EUA).

3.2.4 Microscopia eletronica de varredura

A técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV), consiste na utilizagao
de um feixe de elétrons gerado de um filamento ou cristal com a finalidade de explorar
detalhadamente a superficie de uma amostra transmitindo o sinal detectado a uma tela
catodica em que a varredura esté sincronizada perfeitamente com o feixe incidente [141].
Um bom desempenho da lente objetiva e um didmetro reduzido proporciona uma boa
resolucgao.

A interagdo do feixe de elétrons com a amostra resulta na liberagao de elétrons

(secundérios, espalhados, dentre outros), raios X caracteristicos e fotons que sdo
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coletados por detectores gerando um sinal na qual ¢ formada a imagem, sendo os elétrons
secundarios os de maior interesse em virtude da melhor resolugdo ¢ da observacdo da
variagdo de relevo da superficie analisada [142].

As imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) foram obtidas a partir
de microscopio Vega 3 da Tescan (Republica Tcheca) operado em 20 kV com detector

de elétrons secundarios.

3.2.5 Espectroscopia de raio X por dispersdo em energia

A espectroscopia de raios X por dispersdo de energia (EDS) ¢ uma técnica de
microanalise que permite a amplia¢@o e visualizacdo de amostras em éareas especificas.
Ela ¢ baseada na detec¢do de raios X emitidos por amostras durante as transigdes
eletronicas decorrentes de um feixe de elétrons. A vantagem do EDS ¢ o fornecimento
rapido nas andlises qualitativas e semiquantitativas gerando em poucos segundos um
espectro de raios X variando entre zero a dezenas de quilo elétron — volts [143, 144].

Os espectros de raios X por energia dispersiva (EDS) foram adquiridos em um
equipamento modelo INCA X-ACT Oxford acoplado a um microscopio Vega 3 TESCAN

operado a 20 kV usando um detector de elétrons secundarios.

33 Preparaciao dos materiais

Na realiza¢do das medidas eletroquimicas, os filmes dos materiais em estudo
foram preparados sobre a superficie de um eletrodo de GC. Nos estudos de caracterizacao
usando as técnicas de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier,
espectroscopia Raman, microscopia eletronica de varredura e espectroscopia de raios X
por dispersdo em energia, os filmes foram preparados sobre uma superficie de 6xido de

ouro.

3.3.1 Oxido de grafeno

A produgdo do filme de GO foi realizada pelo gotejamento (drop-casting) de 10
uL da dispersdo precursora do filme de GO que continha 1,0 mg mL™! de GO e 0,05 mol
L' de Na,HPO4 (pH= 3,0). O material foi seco a temperatura ambiente por 24 h.

3.3.2 Oxido de grafeno reduzido
A obten¢do do 6xido de grafeno reduzido (rGO) transcorreu por voltametria

ciclica (10 ciclos) em uma faixa de potencial de -0,75 a -1,5V, com velocidade de 10 mV
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s! em uma dispersdo contendo 1,0 mg mL™! de GO e 0,05 mol L"'de Na>SO4 (pH = 3)
como eletrdlito de suporte, sob agitacdo magnética. Todas essas condigcdes envolvidas
para a sintese de todos os materiais tiveram como base trabalhos desenvolvidos pelo nosso

grupo de pesquisa.

3.3.3 Sintese do oxido de grafeno reduzido e oxido de ferro

A formagao do precursor rGO/FeOx se deu nas mesmas condi¢des do item 3.3.2
com acréscimo de 1,0 mmol L' de FeSO4 como precursor das espécies de ferro. Apos
esse processo, o eletrodo modificado passou por uma lavagem por imersdo em agua

destilada e posterior secagem de 10 minutos em ambiente local.

3.3.4 Sintese do oxido de grafeno reduzido e hexacianoferrato de ferro

A obtencao do filme de 6xido de grafeno reduzido e hexacianoferrato de ferro se
deu com a imersao do eletrodo modificado no precursor rGO/FeOx em solucao de 1,0
mmol L de K3[Fe(CN)s] contendo 0,1 mol L™ de KCI (ajustado com HC1 pH = 2), como
eletrélito de suporte. A técnica usada foi voltametria ciclica (6 ciclos seguidos a 100 mV
s”! num intervalo de potencial de -0,2 a +0,6 V).
3.3.5 Hexacianoferrato de oxido de ferro

A preparacdo desse material se deu de forma semelhante a0 nanocompodsito
rGO/FeHCEF. O filme precursor de FeOx foi preparado sem a presenca do rGO usando
uma solugdo contendo 0,05 mol L' de NaxSO4 e 1,0 mmol L de FeOx sob agitagdo
magnética e voltametria ciclica (10 ciclos), de -0,75 a -1,5V auma velocidade de 10 m V
s'!. Apés secagem do eletrodo modificado, ele foi submetido a 6 voltamogramas ciclicos
de -0,2 2 0,6V, a 100 mV s! em solugdo de 1,0 mmol L™ de K3[Fe(CN)s], e 0,1 mol L™!
de KCI (ajustado com HCI pH = 2) para obtengdo do filme de FeHCF. A Tabela 3

apresenta um resumo das preparagdes dos diferentes materiais citados nesta se¢do.



Tabela 4 - Resumo da preparagdo dos materiais.
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Material Eletrodo Composicio do Parametros
precursor voltamétricos
0,05mol L' HoSOs  —memeeeee
GO FTO 1,0 mg mL! GO
0,05 mol L! Na,SO4 10 ciclos
rGO GC 1,0 mg mL"' GO -0,75a-1,5V
10 mV s’
0,05 mol L' Na,SO4 10 ciclos
rGO/FeOx GC 1,0 mg mL! GO -0,75a-1,5V
1,0 mmol L' FeOx 10 mV s™!
0,1 mol L' KCl 6 ciclos
rGO/FeHCF GV/rGO/FeOx 1,0 mmol L™! -0,2a20,6 V
Ks[Fe(CN)s] 100 mV s
0,1 mol L' KCl 6 ciclos
FeHCF GC/ FeOx 1,0 mmol L! -0220,6 V
K3[Fe(CN)¢] 100 mV s°!

GO - (do inglés, graphene oxide), rGO - (do inglés, reduced graphene oxide), rGO/FeOx— 6xido de
grafeno reduzido/6xido de ferro, rGO/FeHCF — o6xido de grafeno reduzido/hexacianoferrato de ferro,

FeHCF - hexacianoferrato de ferro (azul da Prussia), GC — glass carbon
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados serdo apresentados em trés partes: a primeira referente a sintese dos
materiais (rGO, rGO/Fe, Fe). A segunda parte corresponde as caracterizagdes estruturais,
espectroscopicas, microscopica e elementar desses materiais. A terceira parte € referente
ao estudo de determinagdo de 4AF usando o eletrodo de GC modificado com um filme

de rGO/FeHCF acoplado a um sistema BIA com detec¢do amperométrica.

4.1  Sintese eletroquimica do rGO

A Figura 11 mostra 10 voltamogramas ciclicos em uma dispersdo (10mL)
contendo 1,0 mg mL! de OG em 0,05 mol L' de Na,SO4, numa velocidade de varredura
de 10 mV s™'. A concentragio de OG usada neste trabalho foi semelhante & de um trabalho
relatado na literatura [145]. A formacgdo do rGO sobre a superficie do eletrodo de trabalho
pode ser observado pelo aumento da corrente catédica em torno de -1,11 V, ocasionado
pela reducdo dos grupos funcionais presentes na estrutura do OG em potenciais negativos

[146].

Figura 11 - CVs para a eletrodeposi¢do de rGO em uma dispersao precursora de 1,0 mg
mL! de OG em eletrélito de suporte contendo 0,05 mol L de Na»SQ4, sobre a superficie

do GCE, utilizando velocidade de varredura 10 mV s™.

04 rGO

-500

-600 — T %~ L *
1,6 1,4 1,2 1,0 0.8
E/Vvs AQIAQCUKCI(sat.)

4.2 Sintese eletroquimica do rGO/Fe

Na Figura 12 sdo apresentados os voltamogramas ciclicos da eletrorreducio
simultdnea de uma solugdio precursora contendo 1,0 mg mL! do OG e 1,0 mmol L' do
+

Fe>SO4em eletrolito de suporte (0,05 mol L' de NaxSO4). Podemos notar que os ions Fe

sdo reduzidos concomitantemente com as folhas de OG. O aumento na intensidade de
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corrente a cada ciclagem estar relacionado com a deposi¢do de material condutor (Fe)

entre as folhas do OG na superficie do eletrodo de trabalho a cada varredura [147]

Figura 12 - CVs para a eletrodeposi¢ao de rGO/Fe em uma dispersao precursora de 1,0
mg mL"'de OG, 1,0 mmol L de FeSOs, em eletrélito de suporte contendo 0,05 mol L-!

de Na,SOs, sobre a superficie do GCE, utilizando velocidade de varredura 10 mV s

01 :GOIFe

-1,50 -1,I25 -1,I00 -0,75
E/V vs Ag/AgCI/KCI

(sat.)

4.3  Sintese eletroquimica do Fe

A Figura 13 mostra 10 voltamogramas ciclicos referente a sintese eletroquimica
das nanoparticulas de ferro. A sintese desse material ocorreu sem a presen¢a do material
de carbono em uma solugo precursora 1,0 mmol L' de FeSO4e 0,05 mol L' de Na;SO4
(eletrolito de suporte). O aumento da corrente a cada ciclo estar associado a dissolugdo

quimica dos ions Fe?" e Fe** originados do 6xido metalico de ferro [148].

Figura 13 - CVs para a eletrodeposicao de Fe em uma dispersao precursora de 1,0 mmol
L' de FeSOs, em eletrdlito de suporte contendo 0,05 mol L' de NaxSOu, sobre a

superficie do GCE, utilizando velocidade de varredura 10 mV s’!
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4.4  Modificacao dos materiais (rGO/Fe, Fe)

Ap6s a preparacao dos filmes controle, eles foram submetidos a modificacdo para
obtencdo dos materiais rGO/FeHCF (Fig. 14-a) e FeHCF (Fig. 14-b). Essa modificagdo
ocorreu através de 6 voltamogramas ciclicos seguidos numa janela de potencial de -0,2 a
0,6 V e velocidade de 100 mVs™!, em uma solugio contendo 1,0 mmol L' de Ks[Fe(CN)s]
e 0,1 mol L' de KCI (ajustado com HCI pH = 2).

Figura 14 - CVs mostrando a forma¢ao do rGO/FeHCF (a) e FeHCF (b) em 1,0 mmol L-
! de K3[Fe(CN)g]. Eletrolito de suporte: 0,1 mol L' de KCI (pH = 2, ajustado com HCI); 6
ciclos de-0,2a 0,6 V,a 100 mV s\
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Nos CVs das duas figuras (13a e 13b) ¢ observado a presenca de um par de picos
redox em torno de +0,20/+0,16 V. Esse primeiro par de picos € referente ao processo de
conversao do branco da Prussia (Fe(II)/Fe(Il)) em azul da Prussia (AP) (Fe(II)/Fe(III)).
Além disso, um aumento na intensidade de corrente anddica e catddica € observado a

cada novo CV demonstrando a formacao do filme de AP na superficie do eletrodo [149].

4.5  Estudo do pH sobre os eletrodos modificados rGO/FeHCF e FeHCF

Apds a formacgao dos filmes sobre a superficie do eletrodo de GCE, a avaliacao
da estabilidade eletroquimica dos filmes foi feita. Esse estudo ¢ um fator determinante
para aplicagdo em estudos analiticos. A avaliagdo ocorreu medindo-se a intensidade de
corrente durante 50 CVs sucessivos frente a 4 valores de pH (2, 4, 7 € 9), em uma solugdo
contendo 0,1 mmol L™ de KCI (corre¢des com HCl e KOH 0,1 mol L) a velocidade de
100 mV s em um intervalo de potencial de -0,2 V a +0,6 V, com os eletrodos de

rGO/FeHCF e FeHCF, como pode ser observado na Figura 15 abaixo.
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Figura 15 - Teste de estabilidade dos eletrodos modificados com rGO/FeHCF (linha azul)

e FeHCF (linha vermelha) em solugdes com diferentes pHs (2,0; 4,0; 7,0; 9,0) ajustado
com HCI e NaOH. Eletrélito de suporte, 0,1 mol L' de KCI, dados da CV (-0,22 0,6 V,

4100 mVs™).
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De acordo com a Figura 15, em meio acido (pH 2 e 4), a sensibilidade e
estabilidade foram um pouco melhores. Esse resultado ¢ de acordo com o observado em
outros hexacianoferratos, devido que em meio acido é favorecido a conversdo das

espécies de hexacianoferrato em ions de Fe'!l

que estdao fortemente solvatados liberando
pequenas quantidades de cianeto de hidrogénio [150].

Em relagdo aos (pHs 7 € 9), podemos observar um decréscimo na intensidade de
corrente. A estabilidade do filme é reduzida devido a hidrolise do [Fe(CN)6]* e
consequente formacgdo de Fe(OH); [151]. A Figura 16 mostra a variagdo da intensidade
de corrente relativa dos filmes em questdo e a Tabela 3 traz a perda dessa corrente no

pico anoddico para ambos os eletrodos modificados.

Figura 16 - Variagao da intensidade da corrente relativa no decorrer de 50 voltamogramas

ciclicos em 0,1 mmol L-1 de KCl para rGO/FeHCF e FeHCF
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Tabela 5 - Variacdo da corrente relativa do pico de oxidac¢ao durante 50 CVs.

Material Queda Ipa %
pH=2 pH=4 pH=7 pH=9

FeHCF 3,2 -11,6 ~ -48,7  -36,7

rGO/FeHCF | -13,5 -7,2 -53,77 47,5

4.6 Espectroscopia Raman
A Figura 17 mostra os espectros mostra os espectros € as bandas (D, G, D’ e 2D)
indicando a presenca de material de carbono na estrutura dos filmes GO, rGO, rGO/FeOx

e rtGO/FeHCF
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Figura 17 - Espectros Raman obtidos neste trabalho.
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A banda D no filme de GO foi observada em 1350 cm™. Apés reducio desse
material a rtGO houve um deslocamento dessa banda para 1343 cm™. A diminui¢do no
valor dessa banda ¢ decorrente de uma menor quantidade de anéis aromaticos que sao
gerados por defeitos provenientes do processo de reducdo eletroquimica [152]. J4 o
deslocamento dessa banda para o valor de 1349 cm™ para os filmes rGO/Fe e rGO/FeHCF
¢ referente a transferéncia de carga entre as nanoparticulas e o material de carbono [153].

O deslocamento da banda G observada em 1583 cm™ no filme de GO para o valor
de 1573 cm™ apés redugdo a rGO, se dar em virtude do encolhimento da espessura do
plano carbonaceo fazendo com que aumente a interacao interplanar. Isso ocorre devido a
eliminacdo de grande parte dos grupos funcionais oxigenados presentes na estrutura do
GO e consequente reestruturacdo da ligacdo sp?, entre os 4tomos de carbono apds reducio
pelo método eletroquimico [154]. O aumento dessa banda nos filmes rGO/Fe e
rGO/FeHCF ¢ relacionado com a transferéncia de cargas entre as folhas do material de
carbono e as nanoparticulas metalicas [155].

A razdo entre ID/IG permite nos dizer se uma amostra ¢ mais defeituosa que a
outra, ou seja, serve para estimar a desordem da estrutura cristalina dos materiais
carbonaceos estudados. Essa razao pode ser feita tanto pela intensidade relativa quanto
pela largura do pico, em que a primeira ¢ relacionada com a distor¢do da rede, portanto
associada a quantidade de defeitos e a segunda ¢ relacionada aos anéis de carbono e as
ligacdes sp® [152]. A Tabela 7, mostra as bandas discutidas e a razio entre as bandas ID

e IG.
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Tabela 6 - Resumo das bandas discutidas e a razdao das entre as bandas ID e IG

Material Banda D/cm! Banda G/cm™! Razio ID/IG v(C=N)/ cm’!

GO 1350 1583 2,36 -
rGO 1343 1573 2,88 -
rGO/FeOx 1349 1593 3,39 -
FeHCF - - 2157
rGO/FeHCF 1349 1593 3,25 -

Uma banda com comprimento de onda em 2157 cm™ no filme rGO/FeHCF
corresponde ao estiramento C=N [156, 157]. Essa banda caracteriza a presen¢a do PB no
eletrodo modificado. Outras bandas de intensidade menor em torno de 600 — 350 cm™ e
500- 350 cm™! correspondem aos modos vibracionais Fe—C e Fe — C - N respectivamente

[158] o que resulta em sucesso do processo na obtengdo do nanocomposito.

4.7  Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

A Figura 18, mostra os espectros obtidos dos materiais. Para o filme de GO, uma
banda bastante intensa pode ser observada na regido entre 2879 e 3675 cm™! e é atribuida
as vibracdes de estiramento do grupo OH. Nessa banda estariam superpostos grupos OH
de alcoois, fenois, acidos carboxilicos e em grande parte agua presente entre as folhas do
material carbondaceo.

A presenga de acidos carboxilicos se da pela observagdo de uma pequena banda
em 1726 cm™ devido ao estiramento do grupo C=0. Uma banda em torno de 1637 cm’!
corresponde a ligagdo C=C (dominio grafitico ndo oxidado). J4 a banda presente em torno

de 1043 cm! caracteriza vibragdes do grupo alcoxido C-O [159].
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Figura 18 - Espectros de infravermelho com transformada de Fourier obtidos neste

trabalho para os diferentes materiais estudados.
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Ainda de acordo com a Figura 18, a intensidade das bandas dos espectros FT-IR
do filme rGO ¢ mitigado em comparacao a intensidade das bandas do GO. Esse fato ¢
consequéncia da oxidacdo dos grupos funcionais que estavam presentes na estrutura do
GO, fazendo com que também fosse restaurada a rede m do material carbonéaceo.

Uma banda de intensidade bastante forte pode ser observada em 2083 cm™ nos
espectros de infravermelho e ¢é relacionada ao estiramento C=N. A presenca desse tipo
de estiramento permite afirmar a formacdo do filme de PB. Outras bandas menores
também podem ser observadas em torno de 610 e 497 cm™! relacionadas a elongagdo da
ligagdo Fe-N e as flexdes das ligagdes Fe-C=N presentes no fragmento Fe**-CN-Fe**

reforcando claramente a formacao do filme de PB [160, 161].

4.8  Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

A Figura 19 mostra as imagens de MEV dos materiais utilizados neste trabalho.
A morfologia do OG representada na Figura 19-a, apresenta folhas finas e enrugadas e
com dobras na superficie ocasionadas pelo processo de esfoliagdo por ultrassom e
interacao entre os grupos funcionais oxigenados na estrutura do material. A Figura 19-b
mostra folhas do rGO muito semelhante ao GO, mesmo com o processo de reducao
eletroquimica ainda restam grupos funcionais presentes na estrutura o que gera defeitos

no material e leva também ha um aumento na espessura das folhas [162, 163]
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A formagao do filme de PB, Figura 19-c mostra particulas de diversos tamanhos
e formas, aglomeradas na superficie do eletrodo de ouro. A Figura 19-d mostra uma
grande presenga de nanoparticulas do PB espalhadas por toda a extensdo do rGO. Tanto
a morfologia quanto o tamanho ndo sdo bem definidos, no entanto, a organizacdo das
nanoparticulas do PB sobre a superficie do rGO e a interagdo entre eles pode diminuir a
lixiviagdo do PB quando usado como sensor. As Figuras 19-e e 19-f, mostram as
nanoparticulas de PB sobre a superficie das nanofolhas de GO, onde foi utilizado o
substrato de FTO (6xido de estanho dopado com fluor) para melhor visualizacdo das

nanoparticulas de PB.

Figura 19 - Imagens de microscopia eletronica de varredura dos filmes de GO (a), rGO

(b), FeHCF (c) e rGO/FeHCF (d). Filme de rGO/FeHCF sobre eletrodo de FTO (e) e (f).
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4.9 Espectroscopia de raio X por dispersao de energia (EDS)

A Figura 20-a mostra os picos dos elementos C (0,26 keV) e O (0,53 keV)
caracterizando a presenca do material carbonaceo na estrutura, um pico bastante intenso
(1,73 keV) ¢é relacionado a presencga do silicio (substrato) usado na analise, a Figura 20-
b referente ao rGO além dos picos do elemento carbono (C) e do elemento (O) aparece
um pico bastante intenso 2,13 keV que € referente ao elemento ouro (Au) usado como
substrato na amostra analisada e também um outro pico 1,03 keV atribuido ao elemento
sodio (Na) em consequéncia do eletrolito de suporte Na>SO4 usado em todas as
preparacoes.

Além da andlise qualitativa de cada amostra ¢ interessante observar a diferenca
dos picos entre os espectros em relacdo aos elementos constituintes do material
carbondceo, uma vez que a razdo C/O ¢ maior para o espectro do rGO do que para o
espectro GO demonstrando que houve reducdo eletroquimica de grupos oxigenados
presentes na estrutura do GO. Além dos picos ja citados anteriormente a presenga de picos
de ferro (Fe) nos espectros das Figuras 20-c e 20-d comprova a presen¢a do AP junto
com o material de carbono em que também ¢ possivel observar picos do elemento (C) nos

espectros dos dois filmes

Figura 20 - Espectros de raio X por dispersdo em energia dos filmes de GO (a), rGO (b),
FeHCF (c¢) e rGO/FeHCF (d).
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5.1 Estudo eletroquimico da 4-aminofenazona no eletrodo rGO/FeHCF
5.1.1 Comportamento voltamétrico

A determinagdo voltamétrica da 4-aminofenazona foi realizada no eletrodo
modificado rGO/FeHCF, tendo em vista a boa estabilidade apresentada por este material,
e foi inicialmente executada pela técnica de CV para verificar a regido de potencial em
que o analito apresenta atividade eletroquimica. Além do eletrodo modificado
rGO/FeHCF foi usado o eletrodo de carbono vitreo GC para a mesma finalidade. A
medida foi realizada em 0,1 mol L™! de KCI1 (pH = 4, ajustado com HCI) empregando-se
uma janela de potencial de -0,2 V a 1,2 V e velocidade de varredura de 100 mV s! na
presenca e auséncia de 1,0 mmol L' de 4AF. Os voltamogramas concernentes aos testes

podem ser vistos nas Figuras 21-a e 21-b

Figura 21 - CVs obtidos com o eletrodo de GCE ndo modificado na auséncia e presenca
de 4AF (A). CVs obtidos com o eletrodo de GCE modificado com o nanocomposito
rGO/FeHCF na presenca e auséncia de 4AF (B). Eletrolito de suporte: 0,1 mol L-1 de
KCI (pH = 4, ajusta com HCI); faixa de potencial: -0,2 a 1,2 V, velocidade de varredura,
100 mVs'!
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A Figura 21-a mostra os voltamogramas ciclicos referente ao eletrodo de GC na auséncia
e presenca de 4AF. E possivel observar que essa molécula apresenta trés picos de
oxidagao (+0,44; +0,76 e +1,03 V). Para o eletrodo de GC modificado com rGO/FeHCF
mostrado na Figura 21-b os potenciais de oxidacao da 4AF foram observados em +0,30;
+0,64 ¢ +0,96 V. Em relacdo a intensidade de corrente, percebe-se um ligeiro aumento

para o nanocomposito quando comparado ao eletrodo de GC. Além disso, os potenciais



38

de oxidacdo da 4AF sdo ligeiramente menores no eletrodo de GC modificado com

rGO/FeHCF.

5.1.2 Efeito da velocidade de varredura na determinacgdo da 4AF na superficie do
eletrodo rGO/FeHCF
O estudo da variagdo da velocidade de varredura permite avaliar o controlo de
transporte de massa que envolve a interagdo entre o analito € 0 nanocompdsito. A Figura
22-a mostra os resultados referentes a esse comportamento para os seguintes valores de
velocidade de varredura avaliados (10, 25, 50, 100, 250 e 500 mVs ™) usando a técnica de
CV.

Figura 22 - Teste de velocidade de varredura do eletrodo modificado com rGO/FeHCF
frente 2 2,5 mmol L! de 4AF (a). Rela¢do Ipa vs v/ (b). Relag¢io log Ipa vs log v (c).
Relag¢iio Epa vs v (d). Eletrolito de suporte: 0,1 mol L' de KCl (ajustado com HCI, pH =
4); Velocidade de varredura de -0,2a 1,2 V.
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A Figura 22-b, mostra a corrente de pico anddica aumentando linearmente em
funcdo da raiz quadrada da velocidade de varredura. Esse tipo de comportamento,
demonstra que o processo eletroquimico que ocorre ¢ controlado por difusdo na superficie
do eletrodo e que corresponde a equagio: Ipa (HA) = 5,2209 v'2 (mV'?2 s712) + 16,5928
(R=10,9971) [164].

Uma relagdo linear também foi observada entre log Ipa e log v, correspondente a
equacio: log Ipa (log uA) = 0,3628 log v (log mVs™) + 1,1287 (R = 0,9915), Figura 22-
¢. O valor da inclinagdo de 0,36 ¢ teoricamente comparavel com o valor esperado de 0,5,
o que reforga que a eletro-oxidacao da 4AF ¢ controlada por difusdo [164]. A dependéncia
do potencial de pico anddico (Epa) em func¢do do aumento da velocidade de varredura,
como pode ser observado na Figura 22-d ¢ um critério que demonstra que o sistema ¢

irreversivel [165].

5.1.3 Determinacao da 4AF por BIA-AD utilizando o eletrodo modificado
rGO/FeHCF

A amperometria ¢ uma técnica bastante conhecida e muito aplicada
principalmente na area dos biossensores em especial na deteccdo de glicose [166]. A
vantagem desse método ¢ oferecer medidas sensiveis em maior frequéncia analitica
quando comparando com sistemas estaciondrios [45, 46].

Para a determinacdo da 4AF foi utilizada a amperometria acoplada ao sistema
BIA. O processo se iniciou com a otimizagdo das variaveis que envolve a analise em
questdo. Os parametros analisados foram: potencial aplicado, volume de injecdo e
velocidade de injecdo.

As inje¢des da solucdo padrdo contendo 4AF foram realizadas em triplicata,
sempre que um parametro era variado, os outros dois permaneciam constantes. A Figura

23, mostra os graficos referentes a esses testes.
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Figura 23 - Graficos referentes a otimizacdo das variaveis do sistema BIA para
determinagdo de 4AF: (a) potencial aplicado (0,80 V) (b) velocidade de inje¢do (164 pL
s, (c) volume de injegdo (80 pL). Eletrélito suporte: 0,1 mol L™ de KCI (ajustado com

HCI, pH = 4). [4AF] = 2,5 pmol L.
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Os potenciais avaliados durante o procedimento foram de 0,50; 0,55; 0,60; 0,65;
0,70; 0,75; 0,80; 0,85; 0,90 V. Conforme mostrados na Figura 23-a. O potencial
escolhido foi o de +0,80 V. As velocidades de inje¢do analisadas por meio de uma
micropipeta eletronica que apresenta velocidades pré-definidas foram de 33, 49, 78, 164,
213,277,370 uL s™'. A velocidade escolhida nesse caso foi de 164 uL s™! como mostrado
na Figura 23-b. No entanto, nota-se que hd uma queda na intensidade de corrente apos
essa velocidade, o que pode ser atribuido varios fatores ligados ao teste.

Definidos o melhor potencial e velocidade de injeg¢@o foi necessario estabelecer o
melhor volume de inje¢do e os valores analisados foram de 20, 40, 60, 80, 100 uL, sendo
que o volume de inje¢do escolhido foi de 80 uL. A escolha dessas variaveis foi em
decorréncia de todas elas apresentarem maior intensidade de pico. A Tabela 7 mostra um

resumo dos pardmetros obtidos para realizagdo dos testes usando a técnica BIA-AD.
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Tabela 7 - Variaveis otimizadas para analise de 4AF por BIA-AD. Teste de repetibilidade
realizado por 6 inje¢des de baixa (5 pmol L) e 6 inje¢des de alta concentragdo (10 umol

L) em 0,1 mol L' de KCI (ajustado com HCI, pH=4).

Variavel Resultado obtido
Potencial aplicado (E) / V +0,80
Velocidade de injecdo / uL s™ 164
Volume de injegdo / pL 80

A determinagdo da 4AF pela técnica amperométrica em amostras de COCap foi
executada por meio de injegdes em triplicatas de concentragdes conhecidas de padrdo da
4AF. Antes, foi feita uma analise dos principais interferentes geralmente encontrados em
drogas de abuso como a COC para avaliar o potencial de interferéncia. Os interferentes
usados foram; lidocaina, benzocaina, cafeina, levamisol, dcido borico, glicose, fenacetina
e cocaina. Os resultados demonstraram que ndao houve variagdo significativa na
intensidade de corrente da 4AF frente aos interferentes, além disso ndo foi observado
resposta (3x) dos oito interferentes usualmente encontrados em COCap. O amperograma

referente ao teste pode ser observado na Figura 24 abaixo.

Figura 24 - Amperograma referente as inje¢des de interferentes comumente encontrados
em amostras de cocaina apreendida juntamente com a solugdo padrdao de [4AF] = 2.5
umol L. Eletrolito de suporte 0,1 mol L' de KCI (ajustado com HCI, pH= 4); Potencial
aplicado: 0,80 V; Velocidade de injegdo: 164 uL s™' e Volume de injegio: 80 pL.

1] WA

tempo / min
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Apos andlise dos interferentes foram feitas novamente injecdes de padrao
conhecidas da 4AF. As curvas de calibragao obtidas foram baseadas em concentragdes
crescente ¢ decrescente do analito em estudo. Durante a constru¢ao das curvas foram
injetadas a amostra de COCap. O teste de repetibilidade foi feito em triplicatas alternadas
com aplicacdes de 6 inje¢des de baixa (0,5 umol L) e 6 inje¢des de alta concentragio
(10 umol L1). O amperograma correspondente as inje¢des da 4AF juntamente com a
amostra COCap ¢ mostrado na Figura 25-a. O teste de repetibilidade e as curvas de

calibragdo crescente e decrescente nas Figuras 25-b e 25-c¢ respectivamente.

Figura 25 - Amperograma referente as inje¢oes de 4AF padrdo e com amostras de COCap
(a). Teste de repetibilidade realizado por 6 inje¢des de baixa (0,5 umol L) e 6 injecdes
de alta concentragio (10 umol L) de 4AF (b). Curvas de calibracio das injecdes
crescentes e decrescentes do padrio (c). Eletrdlito de suporte: 0,1 mol L' de KCI
(ajustado com HCI, pH = 4); Potencial aplicado: 0,80 V; Velocidade de inje¢ao 164 uL s
I Volume de injecdo: 80 L. Concentragdes usadas para obtencdo da curva analitica:

0,25; 0,50; 0,75, 1; 2,5; 5,0; 7,5; 10 umol L

(a) (b)
i T
OOE"‘ e
\ 0,5 pA
T 1
0,5 pA
_]_ ci’o e ‘
""ll__ }- lﬂ, W || "ll“ 1 WA /\/‘\M—r\/bhwt’\k\\/
0 5 10 15 20 25 0 1 2 3
tempo / min tempo / min
.84 (. { ) *
1,5 | (uA) = 0,1578[4AF] (umol L") + 0,0566 -
R = 0,997 (Decrescente) o
1,2
<€ 0,9 -
=
- 0,6
0,3- /
0,0 (c)

0 2 4 6 8 10
[4AF] / umol L

E importante ressaltar que a amostra de COCap utilizada nio foi periciada

inicialmente. Para a realizacdo do teste foi adicionado 10 umol de 4AF na amostra de
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COCap. A Figura 25- a mostra que a inje¢ao da amostra apreendida ndo acarretou
mudanga significativa de sinal com e sem concentragdo conhecida de 4AF, sugerindo
assim que a amostra de COCap ndo estava contaminada pelo analito. As equagdes de reta
das curvas de calibragdo crescente e decrescente foram de I (WA) =0,1681 [4AF] (umol
L) +0,0269 com correlacdo linear de R = 0,999 e I (uA) = 0,1578 [4AF] (umol L") +
0,0566 e correlacao linear de R = 0,997, respectivamente para as injegcoes de 0,25 a 10
pumol L.

O teste de repetibilidade foi estabelecido pela medida do desvio padrdo de todas
as injegoes. Para anélise dos parametros analiticos como limite de detec¢ao (LD) e limite
de quantificacdo (LQ), bem como também a sensibilidade das medidas que corresponde
ao coeficiente angular da reta, foram obtidas da partir de equacdes que sdo baseadas no
desvio padrdao do branco (DPb) e no coeficiente angular (a). A Equagao 1, possibilita

estimar o LOD:

3,3 x DPb
LOD = T Equagio 1
Onde DPb ¢ o desvio padrao absoluto do branco, € 0 a € o coeficiente angular da
curva analitica (ou sensibilidade). De modo genérico, o LOQ pode ser calculado usando
as mesmas variaveis acima, como pode ser observado na Equagdo 2 [166]. A Tabela 8,

mostra os parametros analiticos obtidos.

10 x DPb
LOD = T Equacgio 2

Tabela 8 - - Parametros analiticos obtidos da curva da deteccdo por BIA-AD de 4AF no
eletrodo modificado com rGO/FeHCF.

Parametros Resultados
Crescente Decrescente
Faixa linear / pmol L! 0,25-10 0,25-10
Sensibilidade / pA L umol™! 0,168 0,157
LOD / pmol L™! 0,02 0,02
LOQ / umol L 0,08 0,09
Repetibilidade / % (DPR) <6

Para efeito de comparacdo referente a curva de calibragdo foi feito esse mesmo

teste usando somente o eletrodo de GC. A resposta obtida foi uma melhor sensibilidade
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frente ao nanocompdsito, demonstrando, dessa forma, que o eletrodo de GC nao
modificado ¢ também uma excelente alternativa na determinacdo da 4AF. Entretanto
testes adicionais devem ser feitos em relagdo ao eletrodo modificado rGO/FeHCF para
uma melhor verificagdo dos parametros analiticos, uma vez que este apresentou maior
sinal de ruido em relacdo ao eletrodo de GC em virtude do mecanismo de agitagao
aplicado durante a realizagdo do teste, o que pode ter interferido na obtencao dos dados
LOD e LOQ. As Figuras 26-a mostra o amperograma com as injecdes de 4AF utilizando
o eletrodo de GC, enquanto a Figura 26-b mostra as curvas de calibracao crescente e
decrescente desse analito. J& a Tabela 9, mostra os dados analiticos obtidos para o
eletrodo de GC. A Tabela 10 traz uma comparagdo da quantificacdo da 4AF por outros

métodos analiticos relatados na literatura.

Figura 26 — Amperograma referente as injecdes de 4AF padrdo usando eletrodo de GC
(a). Curvas de calibragdo das injegdes crescentes e decrescentes do padrio (b). Eletrolito
suporte: 0,1 mol L' de KCI (ajustado com HCI, pH= 4); Potencial aplicado: 0,8 V;
Velocidade de injegdo 164 uL s'; Volume de injegdo: 80 uL. Concentragdes usadas para

obtencdo da curva analitica: 0,50; 1; 2; 7,5; 10 umol L™!
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Tabela 9 — Parametros analiticos obtidos da curva da detec¢do por BIA-AD de 4AF no
eletrodo de GC.

Parametros Resultados
Crescente Decrescente
Faixa linear / pmol L! 0,50-10 0,25-10
Sensibilidade / pA L pumol™! 0,233 0,210
LD / umol L! 0,13 0,14

LQ /umol L™ 0,43 0,47




45

Tabela 10 — Comparacao da quantificacdo de 4AF por meio de outros métodos analiticos.

Método ou Faixa linear/ LD/ LQ/ Referencias
detector mol L pmol L' pmol L!
CE-ED* 5x107-1x107 0.12" 167
Eletroforese” 4.32x10 3,46x107 35" 168
Eletroquimica/ATPS-Fe3;04-GC © 0,5x10 -1x10* ¢ 0,10 169

1x10%-1,6x107

HPLC/ED! 2x107% -2,16x1072 0.30" 170

LC-MS/MS¢ 3,5x10°% -3,5x10 0.035" 0,013 29

HPLC/UV-vis 1,1x10* -6,5x10* - 171
BIA-AD 2,0x107 1,0x107 0,02 0,08 Este trabalho

3 CE-ED - eletroforese capilar com detec¢io eletroquimica, bcep - cromatografia em camada
delgada, € Eletroquimica /ATPS-Fe30s-GC — eletrodo de carbono vitreo modificado com
nanoparticulas de Fe204, modificadas com 3 — aminopropiltrietoxissilano (ATPS-Fe304). dHPLC/ED
— cromatografia liquida de alto desempenho com detec¢io eletroquimica (eletrodo de carbono vitreo
disperso com particulas de o — alumina). ¢ LC-MS/MS — cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de massa. f

231,29 g/mol.

— valores convertidos em concentragdo (mol L-1) usando peso molecular de

As caracterizagdes espectroscopicas e morfologicas demonstraram bons
resultados na obtenc¢do do eletrodo modificado rGO/FeHCF. Porém para a determinagao
da 4AF em uma amostra de cocaina, os resultados ndo foram satisfatorios, principalmente
apoOs a comparagdo por meio de uma curva analitica do rGO/FeHCF frente ao GCE, em

que este ultimo apresentou uma maior sensibilidade para o analito estudado.
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6 CONCLUSOES

A preparagdo/obtencdo do nanocompésito rGO/FeHCF unicamente por via
eletroquimica sobre o eletrodo de GC foi bem-sucedida. Caracterizagdes espectroscopicas
(Raman e FTIR) e de imagens de microscopia eletronica de varredura (SEM) revelaram
particulas de BP bem distribuidas sobre e entre as folhas de rGO. A constituicdo elementar
do filme produzido também foi confirmada por EDX.

O desempenho do eletrodo de GC sem e com modificagio com o filme de
rGO/FeHCF foi avaliado para a detec¢ao de 4AF usando a técnica de voltametria ciclica.
Em ambos os eletrodos, foi possivel observar a presenga de trés picos de oxidagcdo com
correntes ligeiramente superiores para o eletrodo de GC modificado. O desempenho do
eletrodo modificado também foi avaliado na determinacdo de 4AF em amostras de
cocaina apreendidas usando a técnica BIA-AD. A determinagdo seletiva de 4AF foi
possivel na presenca de alguns adulterantes que geralmente sdo encontrados em
associagcdo com a cocaina. No entanto, em estudos de comparacdo com o eletrodo de GC
nao modificado por BI-AD, uma sensibilidade ligeiramente superior foi obtida para o
eletrodo de GC ndo modificado. Estes resultados mostraram que a modificacdo de

eletrodos nem sempre ¢ vantajosa.
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