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RESUMO

Os benzodiazepinicos (BZD) destacam-se entre as substancias psicoativas mais associadas a
crimes, sendo frequentemente classificados como Drogas Facilitadoras de Crime (DFCs). O
midazolam (MID), em particular, possui elevada solubilidade em solucdes aquosas devido a
presenca do anel imidazolico em sua estrutura quimica, que aumenta sua basicidade e favorece
a formacao de sais soluveis em agua. Nesse contexto, a determinacao do MID em bebidas tem
se mostrado uma alternativa de grande importancia em investigagdes criminais. Este trabalho
descreve um método simples, eficaz e de baixo custo para a determinagdo seletiva de MID em
bebidas alcoolicas. A voltametria de pulso diferencial, utilizando folhas de grafite tratadas com
plasma de CO: (GPT) em tampao acetato (pH 4), foi empregada como técnica eletroquimica,
sendo o eletrodo de trabalho e o eletrolito suporte utilizados, respectivamente. Os seguintes
pardmetros de pulso diferencial foram otimizados: amplitude de modulagdo de 80 mV,
incremento de potencial de -5 mV e tempo de modulagdo de 20 ms. Diferentes faixas lineares
de resposta para dois picos obtidos de reducao do MID foram encontradas: (pico 1: 1,0-10,0
pmol L™ e r = 0,993 (faixa 1); 10,0-50,0 pumol L' e r = 0,986 (faixa 2); pico 2: 2,5-15,0 umol
L' er=0,998 (faixa 1); 15,0-50,0 umol L' e r = 0,959 (faixa 2)). Os limites de detec¢do
obtidos para os dois picos, 1 e 2, foram de 0,204 ¢ 0,094 mol L.

Palavras-chaves: Midazolam; Eletrodos de grafite; Detec¢do eletroquimica; Plasma de CO;

Voltametria de pulso diferencial



ABSTRACT

Benzodiazepines (BZD) stand out among the psychoactive substances most associated
with crimes and are often classified as Crime Facilitating Drugs (CFDs). Midazolam (MID), in
particular, has high solubility in aqueous solutions due to the presence of an imidazole ring in
its chemical structure, which increases its basicity and favors the formation of water-soluble
salts. In this context, the determination of MID in beverages has proven to be an important
alternative in criminal investigations. This work describes a simple, effective, and low-cost
method for the selective determination of MID in alcoholic beverages. Differential pulse
voltammetry, using graphite sheets treated with CO: plasma (GPT) in acetate buffer (pH 4), was
employed as the electrochemical technique, with the working electrode and supporting
electrolyte used, respectively. The following differential pulse parameters were optimized:
modulation amplitude of 80 mV, potential increment of -5 mV, and modulation time of 20 ms.
Different linear response ranges for two MID peaks were found: (peak 1: 1.0-10.0 pmol L™!
and r=0.993 (range 1); 10.0-50.0 pmol L! and r = 0.986 (range 2); peak 2: 2.5-15.0 pmol L™
and r = 0.998 (range 1); 15.0-50.0 pmol L™ and r = 0.959 (range 2)). The detection limits
obtained for the two peaks, 1 and 2, were 0.204 and 0.094 mol L', respectively.

Keywords: Midazolam; Graphite electrodes; Electrochemical detection; CO: plasma;

Differential pulse voltammetry.



1.Introducao

1.1 Benzodiazepinicos como drogas facilitadoras de crime

A violéncia sexual e os crimes de furto e roubo sdo praticas criminosas recorrentes,
sendo que o uso de substancias psicoativas pode facilitar sua execugdo. Diversos termos t€ém
sido empregados para designar essas substancias, tais como “date rape drugs” (drogas
facilitadoras de abuso) e, mais recentemente, “drogas facilitadoras de crimes” (DFC) (UNODC,
2011; MAUBLANC et al., 2015). No Brasil, embora ndo exista uma classificagao oficial dessas
drogas, o crime em si € popularmente conhecido como “golpe da boa-noite Cinderela”.
(BARRETO DA SILVA, 2016). Dentre essas substancias, os benzodiazepinicos (BZD) se

destacam como agentes frequentemente associados a esses crimes.

Os benzodiazepinicos foram descobertos na década de 1950 pelo pesquisador Leo H.

Sternbach, nos Estados Unidos. (STERNBACH 1971; BERNIK, 1999).

A estrutura quimica geral dos benzodiazepinicos ¢ composta por um anel benzeno (A)
fusionado a um anel diazepinico de sete membros (B) e um substituinte 5-arila (C), conforme

representado na Figura 1.

Figura 1. Estrutura quimica geral dos benzodiazepinicos

Fonte: SARMENTO, U. 2022.

Essas substancias psicoativas sdo amplamente utilizadas como agentes sedativos de
efeito imediato, induzindo diferentes niveis de sedacdo e podendo levar a diminui¢do do nivel

de consciéncia ou até mesmo a inconsciéncia. Devido aos seus efeitos sedativos e ansioliticos,



os BZD sao frequentemente utilizados para entorpecer vitimas em crimes de violéncia sexual e

roubo, facilitando a a¢do criminosa dos agressores.

Os benzodiazepinicos (BZD) atuam nos receptores do acido gama-aminobutirico
(GABA), que sdo responsaveis pela mediagdo dos neurotransmissores inibitorios do sistema
nervoso central. Essas substincias se ligam a um local especifico do sitio de ligagdo do acido
GABA, modulando sua ac¢do de forma alostérica. Dessa maneira, os BZD nao ativam
diretamente os receptores GABA, mas potencializam os efeitos inibitorios do GABA,
resultando em diversos efeitos fisiologicos, como sedacdo, hipnose, redu¢do da ansiedade,
relaxamento muscular, amnésia anterograda e atividade anticonvulsivante (Brunton et al., 2012,

COGO et al., 2006).

Devido a esses efeitos, os benzodiazepinicos podem tornar os individuos mais
vulneraveis a agressdes, pois reduzem sua capacidade de reagdo e resisténcia. Um estudo
conduzido em sete centros de tratamento de violéncia sexual em Ontério, Canadd, investigou
relatos de agressdo sexual entre homens e mulheres. Entre as 977 vitimas que suspeitavam ter
sido submetidas a agressao sexual facilitada por drogas, constatou-se que em 74,2% dos casos
havia pelo menos um farmaco ativo no sistema nervoso central da vitima, evidenciando a

associacdo dessas substancias com crimes sexuais. (DU MONT et al., 2010).

1.2 Midazolam

O MID, estrutura representada na Figura 2 ¢ um farmaco pertencente a classe dos
benzodiazepinicos e apresenta caracteristicas quimicas e farmacoldgicas distintas em relagao
aos compostos cldssicos dessa classe. Sua estrutura molecular inclui um anel imidazdlico
fusionado ao nucleo benzodiazepinico, o que confere propriedades especificas de solubilidade,

metabolismo e tempo de agao.



Figura 2. Estrutura quimica do MID.

Cl =N

Fonte: ROCHA, 2019.

Uma das principais particularidades do MID em comparacdo com outros
benzodiazepinicos, € sua elevada solubilidade em meio aquoso. A presenca do anel imidazolico
na estrutura da molécula aumenta sua basicidade, permitindo a formacao de sais soliveis em
agua. Essa caracteristica possibilita a formulagdo de solucdes injetdveis estdveis e bem
toleradas, com pH controlado, (Walser et al., 1978a), o que torna o MID um dos poucos
benzodiazepinicos adequados para administragdo intravenosa e intramuscular sem a

necessidade de solventes organicos

Além disso, o MID apresenta metabolismo acelerado, sendo rapidamente absorvido pelo
trato gastroinstestinal, atingindo sua concentragdo maxima apds 30 minutos (SILVA et al.,
2017). O grupo metil presente no anel imidazdlico sofre oxidagdo enzimatica, originando
metabolitos hidroxilados, que sdo posteriormente conjugados e excretados. Essa rapida
biotransformacao confere ao MID um tempo de acao reduzido, fazendo com que haja sedagao
rapida e reversivel, como inducdo anestésica, sedagdo em unidades de terapia intensiva e

controle de crises convulsivas (Gerecke, 1983).
1.3 Métodos de detec¢ao do midazolam

A detecgdo e quantificacdo do MID sdo de extrema relevancia em contextos clinicos,
forenses e farmacoldgicos, o que tem estimulado a aplicacio de diversas abordagens
metodoldgicas para sua deteccao. Entre as técnicas empregadas, destacam-se a cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) (KARLONAS et al., 2013), a
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) (DI CORCIA et al., 2013; PIERGIOVANNI



et al., 2018). e os métodos eletroquimicos, em particular aqueles baseados em técnicas como a

voltametria de pulso diferencial (DPV) (SHAHRAKI et al., 2018).

Por sua vez, os métodos eletroquimicos, € em particular a voltametria de pulso
diferencial, constituem uma alternativa atraente devido a sua rapidez, baixo custo operacional
e possibilidade de miniaturizagao dos sistemas de analise. Esses métodos baseiam-se no registro
de curvas de intensidade de corrente versus potencial, refletindo os processos redox na interface
eletrodo solugdo, o que possibilita a identificacdo e quantificagdo do MID com boa
sensibilidade e seletividade (SAMIEC et al., 2016), (SHAN et al., 2015). O avanco tecnologico
na area de eletronica tem permitido o desenvolvimento de equipamentos de alto desempenho
que, combinados com tais técnicas eletroquimicas, contribuem para a obtengao de resultados

robustos e confiaveis

1.4 Métodos eletroquimicos

Os eletrodos sd@o componentes fundamentais em sistemas eletroquimicos, responsaveis
por viabilizar reacdes de oxidagdo e reducdo ao estabelecer uma interface entre um condutor
elétrico e uma solucao eletrolitica. Eles podem ser compostos por diferentes materiais, como
metais, semicondutores e carbono, sendo amplamente utilizados em sensores eletroquimicos,

baterias e processos industriais (MCCREERY, 2008).

Na eletroquimica, os eletrodos podem ser classificados em trés categorias principais:
eletrodo de trabalho, eletrodo de referéncia e eletrodo auxiliar conhecido também como contra
eletrodo. O eletrodo de trabalho ¢ onde ocorrem as reagdes eletroquimicas de interesse,
enquanto o eletrodo de referéncia mantém um potencial constante para comparagao, e o eletrodo

auxiliar fecha o circuito elétrico, permitindo a passagem de corrente sem interferir na medigao

Devido as suas caracteristicas intrinsecas, os materiais a base de carbono tém sido
amplamente empregados nessa aplica¢do, destacando-se pela elevada condutividade elétrica,
ampla area superficial, larga janela de potencial e baixas correntes de fundo (MCCREERY,
2008; MCCREERY; MCDERMOTT, 2012). Entre esses materiais, as folhas de grafite
apresentam-se como opg¢do particularmente vantajosa, pois, além das propriedades
supracitadas, oferecem baixo custo, flexibilidade e facilidade de manuseio. Essas propriedades
tornam os eletrodos de grafite uma escolha popular para aplicagdes analiticas, incluindo
sensores descartaveis e dispositivos miniaturizados para deteccdo de compostos de interesse.

(Silva, 2021).



1.5 Folhas de grafite

Grafite ¢ uma estrutura de carbono disposto em camadas em que os dtomos de carbono
estdo conectados a outros trés dtomos de carbono, apresentando hibridizacdo sp?. A forma que
estao dispostos os dtomos possibilita a formagao de folhas de grafite pirolisado (PGS, Pyrolytic

Graphite Sheets), como demonstrado na Figura 3.

Figura 3. Representacdo da rede hexagonal de carbonos que formam a estrutura do grafite.

Atomos de carbono LigagOes covalentes

Forgas de Van der waals

Fonte: Adaptado de (ADETAYO; RUNSEWE, 2019)

As folhas de grafite pirolisado sdo materiais artificiais compostos por camadas de
grafeno empilhadas de forma paralela e altamente ordenada, o que lhes confere boa
condutividade elétrica e estabilidade. Sdo produzidas a partir da pirdlise de hidrocarbonetos
como metano ou propano em altas temperaturas, processo no qual ocorre a desidrogenagdo e
polimerizacdo de radicais livres, resultando na formagdo de filmes finos e puros de grafite.

(GRISDALE; PFISTER; VAN ROOSBROECK, 1951)

A estrutura da formacgado do grafite conta com duas divisdes estruturais, o plano basal e
a borda. O plano basal apresenta uma superficie paralela aos planos de grafeno onde existem
atomos de carbonos conjugados alinhados de forma bidimensional, agregando baixa densidade

de defeitos como também regularidade atdmica. (BANKS et al., 2005; VELICKY et al., 2019).

Essas folhas tém sido amplamente estudadas em aplicagdes eletroquimicas,

especialmente como eletrodos de trabalho em sensores e dispositivos de armazenamento de



energia. Diferentes tratamentos térmicos, quimicos, eletroquimicos ou até simples esfoliagao

podem aumentar a area superficial do material, melhorando seu desempenho eletrocatalitico.

Comercialmente, esta disponivel em diversas espessuras e resisténcias, sendo que
materiais mais finos e de maior condutividade tém se mostrado mais eficientes para aplicagdes
em sensores eletroquimicos. Silva e colaboradores realizaram uma analise comparativa de
diferentes folhas de grafite pirolisado e identificaram que o material mais adequado para
aplicagdo em sensores eletroquimicos foi a folha comercializada pela Panasonic, com espessura
de 0,07 mm, resisténcia elétrica de 2,5 Q) e condutividade elétrica de 55,6 S-cm™ (SILVA et al.,
2018). Dessa forma, as folhas de grafite se destacam como um material promissor pela
versatilidade, boa condutividade e potencial de modificagdo para diferentes finalidades em

eletroquimica e analise quimica.

1.6 Folhas de grafite tratadas com plasma de CO:

Uma abordagem interessante para melhorar a performance eletroquimica desses
eletrodos ¢ o tratamento com plasma de CO:. Estudos demonstraram que a exposi¢ao do grafite
a um plasma frio de CO- resulta em um aumento significativo da area ativa e da densidade de
defeitos estruturais, conforme verificado por espectroscopia Raman. (PEREIRA, 2019). O
tratamento com plasma de CO: introduz modificagdes na superficie, quebrando ligagdes C=C

e removendo espécies volateis, o que melhora a reatividade do eletrodo.

A melhora na resposta eletroquimica também pode ser observada na reducdo da
resisténcia a transferéncia de carga e no aumento da corrente de pico em voltametrias ciclicas.
Comparado com eletrodos ndo tratados, os eletrodos tratados com plasma de CO- apresentam
menores valores de resisténcia e uma resposta eletroquimica mais rapida, o que os torna muito

promissores para sensores eletroquimicos.

Portanto, o tratamento com plasma de CO:, representa uma alternativa eficaz e
relativamente simples para melhorar a performance dos eletrodos de grafite, tornando-os mais
adequados para diversas aplicagdes analiticas e sensoriamento eletroquimico, sendo muito 1til

para a andlise do MID (PEREIRA, 2019).



2. Objetivo

Desenvolver um sensor eletroquimico para a detec¢do de MID em amostras de bebidas através

do uso de eletrodos de folhas de grafite tratadas com plasma frio de CO».

3.Metodologia

3.1 Reagentes

Reagente Origem
Etanol (95% v/v) Exodo cientifica (Sdo Paulo, Brazil)
Acido Acético (99.5% m/v) Vetec (Rio de Janeiro, Brazil)
Acido Bérico (99% m/m) AppliChem Panreac (Barcelona, Spain)
Acido fosforico (85% m/v) Vetec (Rio de Janeiro, Brazil)
Midazolam XXX

3.2 Instrumentacgao

Para as medidas voltamétricas foi wutilizado um potenciostato/galvanostato
PGSTAT108N (Metrohm Autolab BV, Utrecht, The Netherlands) controlado por um
computador através do software Nova. Como eletrodo de trabalho, foi utilizado o eletrodo de
grafite tratada com plasma de CO», com 4area geométrica de 0,23 cm? adquirido pela empresa
Panasonic (Mansfield, TX, USA). Foi utilizado um eletrodo miniaturizado de referéncia de
Ag/AgCl/KClsat), preparado no proprio laboratério, como previamente descrito por

Ramalingam et al. (2016) e o eletrodo de auxiliar ¢ um fio de platina.

3.3 Preparacio dos padroes

A solucao do analito de interesse foi preparada utilizando 2 mL de etanol, colocada em
um microtubo plastico de 2 mL bb. Em seguida, pesou-se aproximadamente 0,006515 g de
MID, (padrao analitico) que foi transferido para o etanol. Apos a adi¢dao do analito, a mistura
foi homogeneizada manualmente e submetida a ultrassonicacdo por alguns minutos. A
aplicacdo do ultrassom tem como finalidade assegurar a dissolugdo completa do MID,
promover uma melhor dispersdo das particulas e remover bolhas de ar, fatores que contribuem
para a obtencdo de uma solu¢do homogénea e estavel para os ensaios eletroquimicos

subsequentes.



3.4 Célula eletroquimica

Para a montagem do sistema eletroquimico, folhas de grafite foram cuidadosamente
cortadas em formato quadrado, com dimensdes aproximadas de 1 cm, de modo a se ajustarem
ao anel de borracha situado na parte inferior da célula. Em seguida, posicionou-se uma placa
metalica sob o grafite, e a base da célula foi acoplada e fixada com parafusos, garantindo a

integridade e estabilidade do conjunto durante as medicdes.

Utilizou-se uma célula com volume total de 10 mL para as analises voltamétricas. O
eletrodo de trabalho foi instalado na parte inferior da célula, enquanto o eletrodo de referéncia,
constituido por Ag|AgCIl|KCl(sat.), e o contra-eletrodo no qual foi utilizado um fio de platina

foram posicionados na parte superior como mostra a Figura 4. O potenciostato, operado pelo

software Nova, controlou as medicdes eletroquimicas.

Figura 4. Montagem da célula eletroquimica; 1: contra eletrodo; 2: eletrodo de referéncia e 3: eletrodo de

trabalho.

Fonte: Autora.

3.5 Estudo de pH

Para a determinacao do pH ideal para a deteccao eletroquimica, foi preparada uma
solucao tampao Britton-Robinson (BR), utilizando-se soluc¢des de acido fosforico, acido acético
e 4cido borico, nas concentragdes de 0,04 mol L ! cada. Seguidamente foram realizadas

varreduras por voltametria ciclica em 1 mmol L' de MID, utilizando o tampao BR preparado



anteriormente. O pH foi ajustado de forma incremental, variando de 2 a 10 com intervalos de 2
unidades. Essa abordagem permitiu avaliar o efeito do pH sobre a resposta eletroquimica do
MID, contribuindo para a identificagdo das condi¢des 6timas que maximizam a definicdo e

intensidade do pico redox.

3.6 Estudo de eletrolito de suporte

Inicialmente, realizou-se a obtencdo das curvas de branco de dois eletrolitos, tampao
Britton-Robinson a 0,12 M e tampao acetato, a fim de identificar e eliminar possiveis
interferéncias de fundo. Posteriormente, preparou-se uma solugio contendo 1 mmol L ' de MID
em tampdo Britton-Robinson (BR) e outra com 1 mmol L ! de MID em tampdo acetato. Em

cada sistema, a voltametria ciclica foi realizada sob as mesmas condigdes experimentais.

3.7 Medidas eletroquimicas

Para avaliar o comportamento eletroquimico da molécula e do eletrodo, realizou-se a
técnica de voltametria ciclica numa solugdo contendo 5 mL de tampao acetato pH 4 ¢ 1 mmol
L "' de MID e posteriormente realizou-se a voltametria de pulso diferencial utilizando folhas de
grafite tratadas com plasma de CO; para a construcdo da curva analitica variando os valores de

MID de 1 a 50 uM.

A curva analitica permitiu observar o comportamento da corrente e do potencial quando
se aumenta a concentragdo do analito, como também apresentou parametros como
sensibilidade, limite de detec¢do (LD) e limite de quantificagdo (LQ). O LD indica a menor
concentracao que pode ser distinguida com um certo nivel de confianca. (SKOOG et al., 2006)

como se observa a equacao 1.

desvio do coeficiente linear ~
LD = 3x ! Equacao 1

desvio do coeficiente angular

O LQ indica a menor concentragdo que pode ser determinada com confianga de exatidao
e precisdo aceitaveis, onde cujos valores foram definidos pela IUPAC e os desvios definidos
pelo desvio do coeficiente linear das curvas de calibragdo (MOCAK et al., 1997) como se

observa na equagao 2.

desvio do coefiente linear

LQ = 10x

Equacao 2

desvio do coeficiente angular
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3.8 Otimizacdo de parametros

Foram realizadas otimizag¢des dos parametros da técnica de voltametria de pulso
diferencial (DPV) utilizando tampao acetato ajustado a pH 4 e uma solugdo de MID a 25 uM.
Inicialmente, foram estipulados os valores para a amplitude (variando de 10 a 100 mV), o
incremento de potencial (entre -1 ¢ -8 mV) e o tempo de modulacao (de 10 a 60 ms), os quais
foram sistematicamente avaliados para identificar as condigdes que proporcionassem o melhor
desempenho analitico. Apo6s as medidas serem realizadas, foram construidas curvas analiticas

a fim de observar o intervalo linear de resposta.

4. Resultados e discussoes

4.1 Estudo de pH

O estudo de pH foi realizado para se observar a melhor atividade para o analito nas
folhas de grafite com tratamento. O voltamograma ciclico, possibilita a observacdo do
comportamento do MID em meio a valores de pH variados entre 2 ¢ 10 com intervalos de 2

unidades como mostra a Figura 5.

Figura 5. Voltametria ciclica do tampdo BR 0,12 mol L'! com 1 mmol L -! de MID variando o pH de 2
a 10 com intervalos de 2 unidades com velocidade de varredura 50 mV.s™!' e potencial 0,0 V de inicio.

40
20-
S

l'o~ —4
\ 6
w] I :

8
60 10

145 10 05 00 05 10 15
E IV vs. Ag|AgCI|KCI g,

Fonte: Autora
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Em pH 4, a curva de voltametria apresenta caracteristicas que demonstram a viabilidade
do meio acido para a identificacdo do processo redox do MID. Observa-se que o pico
eletroquimico ocorre em um potencial relativamente mais positivo, o que ¢ compativel com a
participacao de prdtons na reagdo de reducdo. Esse fato sugere que, mesmo sob condig¢des
fortemente acidas, o MID se comporta de maneira a evidenciar a transferéncia de elétrons
acoplada a captacdo de prétons. Além disso, o pico exibido possui boa defini¢do, facilitando a
identificacdo e a eventual quantificacdo do analito. Outro aspecto importante ¢ a baixa
interferéncia do sinal de fundo, o que confirma a eficiéncia do suporte eletrolitico em
proporcionar um sinal limpo e bem delimitado. Dessa forma considerou-se o pH 4 a melhor

opgao para utilizacao no trabalho.

4.2 Estudo de eletrolito

Para um melhor desempenho do MID na solugdo, fez-se a varredura utilizando a
voltametria ciclica com tampdo BR e tampdo acetato, ambos com Immol L' de MID, para

avaliar o melhor eletrolito para garantir a mobilidade dos ions como mostra a Figura 6.

Figura 6. Voltamograma ciclico do MID Immol L™ com tampdo BR 0,12 mol L em pH 4 ¢

tampao acetato em pH 4

— Acetato
- = -Branco BR
- = - Branco Acetato

145 10 05 00 05 10 15
E/V vs. Ag|AgCI[KCl .,

Fonte: Autor
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Ao analisar o grafico obtido a partir das voltametrias ciclica realizadas em pH 4 com
Immol L' de MID, observa-se que as curvas correspondentes ao tampao acetato exibem picos
com definicao de corrente superiores aos verificados no tampao Britton-Robinson 0,12 mol L-
!, Especificamente, no sistema acetato, os picos do analito sio mais bem resolvidos em relagdo

ao sinal de fundo, evidenciando uma menor interferéncia eletroquimica indesejada.

Portanto, considerando o melhor desempenho demonstrado pelo tampao acetato na
resolucao dos picos eletroquimicos e na obtencao de um sinal com melhor resolucao, optou-se

por utiliza-lo como eletrélito de suporte para a deteccao do MID neste trabalho.

4.3 Otimizacao dos parametros

Alguns pardmetros como amplitude, tempo de modula¢do e incremento de potencial
foram otimizados na técnica de voltametria de pulso diferencial (DPV) para obter-se um melhor

desempenho analitico do MID frente as folhas de grafite tratadas com COx.

4.3.1 Otimizacio da amplitude de modulacio

Para avaliar a influéncia da amplitude de modulagdo frente ao sinal analitico do MID,
variou-se a amplitude entre 10 e 100 mV com intervalo de 10 unidades, como mostra na Figura

7.

Figura 7. (A)Voltamograma de DPV com tampao acetato em pH 4 com 25 pmol L' variando a amplitude de 10 a

100 mV. (B) Relagao entre corrente de pico e amplitude de modulacao

0- ) 0 @ ° @ a3 *
A - B ® '
2 (4) . -2 B) @ ® @
—_ —_—20 @
i -4 —30 E -4
— e 4) =l &
- 50 -
64 P -6 @
70 i
pico 1
8] —® sl . °
— @ picol @ 3 o
=100 Amplitude @ pico 2
-10 3—ry r r T g g T 10
1.2 11 10 -09 08 0.7 -0.6 0 20 40 60 80 100
E/Vvs. Ag|AgCI|KCI, Amplitude (mV)

Fonte: Autora

Como evidenciado na Figura 7, o aumento progressivo da amplitude de modulacao
resulta em uma elevagdo na corrente de pico do MID. Observa-se que, especificamente, a
amplitude de 80 mV (conforme ilustrado na Figura 7 (b)) apresenta um comportamento linear

na resposta eletroquimica, o qual se deteriora com o incremento além desse valor. Diante disso,
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optou-se por utilizar 80 mV nas andlises, pois essa condi¢do propicia uma faixa maior para a

deteccao do analito.

4.3.2 Otimizaciao do incremento de potencial

A medida do incremento de potencial foi analisada variando-a de -1 a -8 mV como

mostra na Figura 8.

Figura 8. (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para 25 pmol L' com tampdo acetato em pH 4

variando o incremento de potencial. (B) Relagdo entre as correntes de pico 1 e 2 e incremento de potencial.

0
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12 11 1,0 -09 -08 -0,7 -0,6 9 8 7 6 5 4 -3 -2 A1

E IV vs. Ag|AgCI|KCl sy,

Fonte: Autora.

Incremento de potencial (mV)

Conforme ilustrado na Figura 7, verificou-se uma correlagdo inversa entre o incremento

de potencial e a magnitude da corrente de redugdo do MID; o incremento resultou em um

aumento em modulo na intensidade do sinal. Contudo, essa melhora na sensibilidade veio

acompanhada de um alargamento dos picos, o que prejudicou a capacidade de resolugao dos

voltamogramas e, consequentemente, a seletividade do método. Diante desses fatores o valor

de -5 mV foi determinado como o incremento de potencial mais adequado para as analises

subsequentes.

4.3.3 Otimizac¢do do tempo de modulacio

Por fim, avaliou-se a influéncia do tempo de modula¢do na analise de detec¢ao do MID,

variando os valores de tempo de modulagdo de 10 a 60 com intervalos de 10 unidades como

mostra na Figura 9.



Figura 9. (A) Voltamogramas de DPV obtidos para 25 pmol L™! com tamp@o acetato em pH 4. (B) Relagdo entre

corrente dos picos 1 e 2 em fungdo do tempo de modulacdo.
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Fonte: Autora.

Na andlise apresentada na Figura 9, observa-se que o prolongamento do tempo de
modulag¢ao resulta em reducdo da intensidade do pico de corrente, enquanto tempos mais curtos
promovem aumento do ruido de fundo e alargamento dos picos. A utilizagdo de valores elevados
de tempo de modulagdo em DPV ¢ indicada para minimizar a contribuicdo da corrente
capacitiva. Com base nesses critérios, adotou-se 20 ms como parametro ideal para as analises
subsequentes (BARD; FAULKNER, 1980; WANG, 2006). Portanto, os pardmetros foram
otimizados em 80 mV para amplitude, -5 mV para incremento de potencial e 20 ms para tempo

de modulag¢ao como mostra na tabela 1.

Tabela 1: Intervalos estudados e valores otimizados para a determinagdo de MID usando DPV.

Parametros Faixa estudada Valor otimizado
Amplitude / mV 10 -100 80
Step / mV -1a-8 -5
Tempo de modulagdo / ms 10 a 60 20

Fonte: Autora
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4.4 Voltametria de pulso diferencial do MID

A curva analitica da voltametria de pulso diferencial, permitiu a percep¢do da interagao
do MID com as folhas de grafite com tratamento de plasma de CO2, observando-se um aumento
de corrente em modulo proporcional ao aumento da concentragdo do MID como mostra na

Figura 10.

Figura 10. Curva analitica de DPV com variacdo da concentragdo de MID 1 a 50 uM em tampao acetato pH 4.

I (nA)

44 12 40 08 -06
E IV vs. Ag|AgCI|KCI g,

Fonte: Autora

Analisando o grafico, € possivel identificar dois picos de redugdo irreversiveis
(rotulados como pico 1 e pico 2), em torno de - 0,64V e - 0,9 vs. Ag|AgCl|KClsat)) envolvendo

2 protons e 2 elétrons como representa a Figura 11.



Figura 11. Reacao das duas reducdes da molécula de MID.

Fonte: Adaptado de JAIN; YADAV, 2012.
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Além disso, percebe-se que a medida que a concentragdo de MID aumenta (2,5 até 50

umol L), a intensidade de corrente em moddulo também se torna mais pronunciada como

mostra a Figura 12. Isso indica que o sinal eletroquimico estd diretamente relacionado a

quantidade de analito presente na solugao.



17

Figura 12. Grafico do mddulo da corrente em pA em funcao da concentracdo de MID.
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Fonte: Autora

Esse comportamento de aumento da corrente com o aumento da concentragdo sugere
que, com o incremento da concentragdo do analito, a reacdo redox se torna mais eficiente,
promovendo uma maior geracao de corrente. Tal fendmeno ¢ tipico em sistemas eletroquimicos,
nos quais a transferéncia de elétrons ¢ favorecida com o aumento da concentragdo do analito,
resultando em um incremento proporcional da corrente.

O comportamento observado no Pico 2 segue uma tendéncia similar a do Pico 1, com o
modulo da corrente apresentando um aumento a medida que a concentracdo de MID cresce.
Isso indica que o Pico 2 estd associado a uma segunda etapa do processo redox como descrito
na literatura por JAIN; YADAYV, 2012 ou até mesmo a uma intera¢do adicional do MID com o

sistema eletroquimico.

As curvas de ambos os picos (Pico 1 e Pico 2) revelam um aumento no modulo da
corrente com o incremento da concentragcdo de MID, o que indica que, em concentragdes mais
elevadas, a reacdo redox € mais eficiente, resultando em uma maior geracao de corrente. No
entanto, a medida que a concentracao do analito se eleva, a reagao atinge um ponto de saturagao,
no qual o aumento adicional da concentragdo ndo provoca um aumento proporcional na

corrente, sugerindo uma limitagdo no processo redox ou na transferéncia de elétrons.

Portanto, alguns pardmetros analiticos para o MID foram obtidos usando as folhas de

grafite tratadas com CO2 como mostra na tabela 2.



Tabela 2. Parametros analiticos obtidos para MID usando folha de Gpt com plasma de CO; pela técnica DPV.
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Parametros analiticos Pico 1 Pico 2

Faixa linear / pumol L™ 1,0 -10,0/10,0-50,0 2,5-15,0/ 15,0-50,0
R? 0,993/0,986 0,998/0,959
Intercepto / pA 0,218/-2,856 0,294/-0,143
Sensibilidade / pmol "' L nA -0,441/-0,148 -0,202/-0,010

LOD / pmol L™! 0,204/5,29 0,094/ -

LOQ/ umol L™! 0,673/17,56 0,313/ -

Fonte: Autora

Para o Pico 1, o LOD foi determinado como 0,204 umol L™, o que indica que o
método utilizado possui boa sensibilidade, sendo capaz de detectar concentragoes de MID
a partir dessa concentragdo. Esse valor reflete a alta eficacia do método na detecg¢ao de
MID em concentragdes baixas, tornando-o adequado para aplicagdes que exigem alta
sensibilidade. O LOQ para o Pico 1 foi determinado como 0,673 umol L™, o que significa
que o método pode quantificar o MID de maneira precisa e confidvel a partir dessa
concentragdo. Esse valor sugere que o método ¢ eficaz na quantificagdo de MID em

concentragdes relativamente baixas, mantendo um alto nivel de precisdo na andlise.

Para o Pico 2, o LOD foi significativamente mais baixo, sendo 0,094 pmol L', o
que indica uma excelente sensibilidade do método, capaz de detectar concentragdes de
MID em niveis ainda mais baixos do que o Pico 1. Esse valor evidencia a capacidade do
método para detectar o analito com alta precisdo mesmo em concentragcdes muito
reduzidas. O LOQ para o Pico 2 foi determinado como 0,313 pumol L™, o que mostra que
o método também ¢ altamente eficiente na quantificagdo de MID, mesmo em
concentracdes baixas. Esse valor sugere que o método € capaz de fornecer resultados
precisos e confidveis, permitindo a quantificacdo do analito com exatiddo em

concentragdes mais baixas do que aquelas necessarias para o Pico 1.
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4.4 Perspectivas para testes em bebidas alcodlicas contaminadas

O método de voltametria de pulso diferencial (DPV) aqui desenvolvido foi inicialmente
otimizado em soluco tamp3o contendo apenas 1mmol L' de MID, tendo-se obtido limites de
detec¢do (LD) e quantificagdo (LQ) na faixa nanomolar, o que evidencia sua elevada
sensibilidade intrinseca. Ao estender essa mesma metodologia para matrizes complexas, como
bebidas alcodlicas contaminadas, espera-se que o pico redox caracteristico do MID permanega
detectdvel mesmo em concentragdes proximas ao LD obtido em tampao puro. Contudo, a
presenca de etanol, aglicares e corantes pode provocar supressao ou deslocamento do sinal de
pico; (BARD, FAULKNER, 1980; WANG, 2006) por esse motivo, recomenda-se adotar o
protocolo de adi¢do padrao diretamente na amostra de bebida, bem como construir curvas
analiticas em diferentes dilui¢cdes de matriz, de modo a compensar efeitos de matriz e garantir
a linearidade da resposta.

Em ensaios preliminares de recuperagdo, visando avaliar exatidao e precisdo em meio
real, seria razoavel admitir faixas de recuperagdo entre 80 % e 120 % e desvio-padrao relativo
(RSD) inferior a 5 %, valores que atestam a robustez do método mesmo na presenga de
interferentes tipicos de bebidas. Além disso, o eletrodo de grafite ativado por plasma de CO-
devera manter estabilidade e baixo ruido de fundo durante multiplas anélises, desde que sejam
preservados os parametros de amplitude, incremento de potencial e tempo de modulacao

previamente otimizados em soluc¢do tampao acetato em pH 4.

Por fim, em bebidas de tonalidade intensa (vinhos tintos, destilados envelhecidos), pode
ser necessario complementar o preparo de amostra com adi¢do padrdo em fase so6lida para
reduzir o ruido de fundo e evitar picos interferentes proximos ao de MID. Assim, mantendo-se
a confiabilidade dos parametros otimizados em solu¢do tampao e empregando estratégias de
calibracdo em matriz, o DPV apresenta-se como uma abordagem sensivel, rapida e adaptavel
para detec¢do de MID em bebidas alcoolicas, com aplicacdo promissora em contextos forenses

e de vigilancia sanitaria (ROCHA, 2019).
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5. Conclusao

O presente trabalho demonstrou a viabilidade e eficiéncia da utilizagdo de folhas de
grafite tratadas com plasma de CO- como eletrodos de trabalho na deteccdo eletroquimica do

midazolam.

A metodologia baseada na voltametria de pulso diferencial apresentou excelente
desempenho analitico, com pardmetros otimizados de amplitude de 80 mV, incremento de
potencial de —5 mV e tempo de modulagdo de 20 ms. Nessas condi¢des, foram obtidos limites

de detecgao e quantificagdo na faixa micromolar, com alta linearidade.

O estudo de pH e do eletrdlito de suporte mostrou que o tampao acetato em pH 4
proporcionou melhor defini¢do dos picos eletroquimicos e maior estabilidade de resposta,
sendo o meio ideal para a analise do MID. A presenc¢a de dois picos redox distintos refor¢a a
ocorréncia de etapas sucessivas de reducdo, compativeis com o comportamento eletroquimico
descrito na literatura. Portanto, os resultados obtidos confirmam que o eletrodo de grafite

tratado com plasma de CO: ¢ eficiente para detec¢ao de MID.
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