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RESUMO

A atropina, um alcaloide extraido da planta Atropa belladonna, é amplamente
reconhecida por suas propriedades farmacologicas, sendo utilizada no tratamento de diversas
condigdes médicas, porém a atropina também ¢ frequentemente empregada como droga de
abuso, especialmente em situacdes de violéncia sexual. Este trabalho apresenta o
desenvolvimento de um sensor eletroquimico para a deteccdo de atropina em amostras de
bebidas, utilizando folhas de grafite como eletrodo de trabalho. As folhas de grafite foram
submetidas a tratamentos com plasma frio de CO: e O para avaliar o efeito sobre a sensibilidade
e a eficiéncia do sensor. O uso de tratamento com plasma demonstrou ser eficaz para aumentar
a sensibilidade, sendo a folha tratada com CO: a que apresentou melhor desempenho em
sensibilidade e menor limite de deteccao (LOD = 3,0 umol L") em relagdo as tratadas com O:
e ndo tratadas, 3,1 e 4,1 umol L', respectivamente. Foi avaliado o impacto do pH na atividade
da atropina, sendo determinado que o pH 11 proporcionou o melhor desempenho eletroquimico.
A técnica de voltametria de pulso diferencial (DPV) foi escolhida por sua alta sensibilidade e
capacidade de detecgdo em concentragdes baixas de atropina. Testes de precisdo intra e inter-
eletrodos demonstraram boa reprodutibilidade, com desvios padrao relativos de 8,91% e 3,8%,
respectivamente. Os testes indicaram que o sensor otimizado apresentou limites de detecgao e
quantificagdo adequados para a identificacdo de atropina em concentracdes abaixo do nivel
toxico, com recuperagdes superiores a 97% em amostras de cachaca. Estudos de interferéncia
mostraram que compostos como acido ascorbico, glicose e benzodiazepinicos nao
comprometeram a seletividade do método. Conclui-se que o sensor desenvolvido representa
uma alternativa pratica, de baixo custo e portatil, com possivel aplicagdo em campo para

analises rapidas e confiaveis.

Palavras-chave: atropina, drogas de abuso, sensor eletroquimico, tratamento com

plasma frio, anélise forense, boa noite cinderela.



ABSTRACT

Atropine, an alkaloid extracted from the Atropa belladonna plant, is widely recognized
for its pharmacological properties and is used in the treatment of several medical conditions.
However, atropine is also frequently used as a drug of abuse, especially in situations of sexual
violence. This work presents the development of an electrochemical sensor for the detection of
atropine in beverage samples, using graphite sheets as the working electrode. The graphite
sheets were subjected to cold plasma treatments of CO2 and O: to evaluate the effect on the
sensitivity and efficiency of the sensor. The use of plasma treatment proved to be effective in
increasing sensitivity, with the sheet treated with CO: showing the best performance in
sensitivity and the lowest limit of detection (LOD = 3.0 umol L™) in relation to those treated
with O: and untreated, 3.1 and 4.1 umol L, respectively. The impact of pH on atropine activity
was evaluated, and it was determined that pH 11 provided the best electrochemical
performance. The differential pulse voltammetry (DPV) technique was chosen due to its high
sensitivity and detection capacity at low atropine concentrations. Intra- and inter-electrode
precision tests demonstrated good reproducibility, with relative standard deviations of 8.91%
and 3.8%, respectively. The tests indicated that the optimized sensor presented detection and
quantification limits suitable for the identification of atropine at concentrations below the toxic
level, with recoveries above 97% in cachaga samples. Interference studies showed that
compounds such as ascorbic acid, glucose and benzodiazepines did not compromise the
selectivity of the method. It is concluded that the developed sensor represents a practical, low-

cost and portable alternative, with possible field application for rapid and reliable analyses.

Keywords: atropine, abuse drugs, electrochemical sensor, cold plasma treatment, forensic

analysis, date-rape drug
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1 INTRODUCAO
1.1 Utilizacdo da atropina como farmaco e droga de abuso

A atropina (férmula molecular: Ci7H23NOs) ¢ um alcaloide extraido da familia de
plantas Solanaceae, especialmente da Atropa belladonna (beladona), representada na figura 1,
uma das espécies mais comuns para a extragdo dessa substancia (Zeng et al., 2021). Trata-se de
um composto anticolinérgico que atua como antagonista competitivo e reversivel dos receptores
muscarinicos (McLendon e Preuss, 2023). A atropina ¢ amplamente utilizada em tratamentos
para paradas cardiacas, como medicamento em procedimentos anestésicos, para intoxicagdes
por organofosforados e no tratamento de bradicardia, sendo administrada por vias intravenosa,
intramuscular, oftdlmica e oral (Basha e Sathiswara, 2017). No entanto, fora da dosagem
terapéutica otimizada (0,5-2 mg a cada 20 minutos para adultos), a atropina pode ser toxica,
acarretando efeitos colaterais antimuscarinicos, tais como dilatacdo das pupilas, pele quente e
seca, taquicardia, tremor, ataxia, delirio e, em casos graves, podendo levar a morte por paralisia

respiratoria (Zhang et al., 2014; Cikla et al., 2011).

Figura 1 — Planta beladona (Afropa belladonna) que contém atropina e sua estrutura quimica.

H,c—N OH

A
Fonte: Cikla et al., 2011; Matias et al., 2023.

O mecanismo de ag¢do da atropina ocorre pela inibigdo competitiva dos receptores de
acetilcolina, resultando na inibi¢do parassimpatica desses receptores no musculo liso. Esse
efeito permite que a estimulagdo simpatica preexistente predomine, aumentando o débito
cardiaco e ocasionando outros efeitos nocivos associados (Mclendon; Preuss, 2023). A dose
fatal ¢ de aproximadamente 100 mg para adultos e 0,2 mg/kg para criangas, o que torna sua
toxicidade um fator de risco relevante (Jodo et al., 2021; Kwakye et al., 2018).

Por esse seu efeito, a atropina também ¢ utilizada como droga de abuso em casos de

violéncia sexual, sendo administrada, de forma voluntaria ou involuntaria, em substancias
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intoxicantes (Skov et al., 2022). Estima-se que 75% dos estupros envolvam o uso de drogas
e/ou alcool, sendo os depressores do sistema nervoso central, como o acido y-hidroxibutirico
(GHB) e o flunitrazepam (Rohypnol), os mais comuns, além de antidepressivos, relaxantes
musculares, opioides e benzodiazepinicos (Busardo et al., 2019). Essas drogas de abuso sao
frequentemente empregadas em crimes de violéncia sexual devido a curta meia-vida e a
dificuldade de detec¢do em investigagdes toxicoldgicas (Mognetti ef al., 2022).

Um caso notorio do uso de atropina em crime ocorreu em 1994, quando o Dr. Paul
Agutter envenenou sua esposa, Alexandra Agutter, com atropina. Como bidlogo da
Universidade Napier, no Reino Unido, ele tinha acesso ao sulfato de atropina, o qual obteve de
um frasco aberto. Para administra-la, envenenou garrafas de 4gua tonica, uma bebida que sua
esposa apreciava. Apds o consumo de metade da bebida, Alexandra Agutter apresentou
alucinagdes e perdeu a consciéncia. Apesar dos esfor¢os de Agutter para ndo ser descoberto,
ele foi preso e condenado por tentativa de assassinato, tendo cumprido pena e posteriormente
atuado como palestrante em filosofia e ética na Universidade de Manchester (Ramdani et al.,

2013; Emsley, 2008).

1.2 Métodos analiticos utilizados na determinacio de atropina

Os métodos mais comuns para a determinacdo de atropina incluem a cromatografia
liquida e a espectrometria de massas. No entanto, esses métodos apresentam limitagdes como
alto custo, varias etapas analiticas e impossibilidade de realizacdo de andlises no local (Jodo et
al.,2021). Sensores eletroquimicos surgem como alternativa vantajosa, oferecendo baixo custo,
portabilidade para aplicagdes em campo, miniaturizacdo e necessidade de baixo volume de
amostra (Ramdani et al., 2013).

A tecnologia de impressao 3D tem ganhado espago na area de Eletroquimica e Quimica
Analitica. Desenvolvida em 1986 por Charles Hull, a impressdo 3D se popularizou
recentemente, sendo utilizada pela industria de construgdo e pela industria médica, onde permite
a producdo de implantes a partir de imagens de tomografia computadorizada (Ngo et al., 2018).
Desde seu primeiro uso a impressdo tridimensional continuou a expandir as suas aplicagoes.
Inicialmente reservada as industrias automovel e aeroespacial, a sua utilizagdo interessa agora
a um publico mais vasto, diminuindo os custos de impressao (Claudic ef al., 2023).

Logo, a tecnologia de impressdo 3D tornou-se cada vez mais popular em diferentes areas
da ciéncia e da engenharia devido a suas vantagens Unicas, como prototipagem rapida, liberdade

de design, baixa demanda energética, producdo em larga escala e impressoras 3D acessiveis,
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especialmente pela modelagem por deposi¢do fundida (FDM). A eletroquimica e a quimica
analitica estdo entre as areas que foram beneficiados pela impressdo 3D com aplicagdes em

sensores eletroquimicos (Rocha et al., 2021).

1.3 Folhas de grafite

Materiais de carbono, como grafeno, grafite e nanotubos de carbono, sio amplamente
utilizados em sensores eletroquimicos (Pereira et al., 2019). Eletrodos de carbono tem uma
grande aplicagdo na producao de metais, armazenamento de anergia em baterias e para suportes
de catalisadores. O que faz o carbono ser tdo versatil em matérias de eletrodos ¢ pelo seu
polimorfismo estrutural, estabilidade quimica e fortes ligagdes carbono-carbono (Mccreery,
2008).

Grafite é uma estrutura de carbono em camadas onde cada 4tomo exibe hibridizagio sp?
e esta conectado a outros trés atomos no plano de camada. Essa disposi¢ao atdomica resulta na
formacdo de folhas de grafeno (Silva, 2021). O grafite consiste em particulas policristalinas ou
granulos, independentemente de ser sintética ou natural, e essa estrutura cristalina pode ser
chamada de camadas paralelas de anéis hexagonais (Silva, 2021). As vantagens do uso de
eletrodos de folha de grafite e que justifica seu grande uso perante aos outros ¢ o seu baixo
custo, sua alta condutividade, tamanho reduzido e alta sensibilidade (Pereira ef al., 2019).

Eletrodos de folha de grafite ja foi relatada para a aplicagao de detecgao de peroxido de
hidrogénio, de cddmio e chumbo, zinco, acido ascérbico, dopamina e acido urico (Liu et al.,
2015; Liu et al., 2016; Oliveira, Munoz e Angnes, 2010; Cai ef al., 2013). Porém, limitagdes
referentes a materiais de carbono sem tratamento vem sendo citados, como uma
reprodutibilidade limitada dependendo do lote das folhas, a dificuldade de obter uma descri¢dao
abrangente dos materiais da maioria dos fabricantes e a tendéncia em formar complexos
estaveis com moléculas orgénicas (Scida et al., 2011; Silva et al., 2018).

O grafite apresenta em sua estrutura formagao de planos de camada ou folhas de grafeno
que apresenta duas divisdes estruturais o plano basal e a borda (Silva, 2021). A borda,
perpendicular ao plano, apresenta uma linha grafica defeituosa de 4&tomos de carbono com
radicais livres imobilizados, ligagdes pendentes e grupos funcionais, enquanto o plano basal,
superficie paralela aos planos de grafeno, ha atomos de carbono conjugado alinhados
bidimensionalmente, caracterizado por sua regularidade atdmica e baixa densidade de defeitos

(Kannan et al., 2016).
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No entanto, o grafeno pode conter uma resisténcia elétrica que pode ser causado por
dobras, rugas, defeitos pontuais, rasgos e rachaduras que promovem um mau desempenho do
eletrodo (Patil et al., 2016). Além disso, nas interfaces grafeno-metal ha um aumento da
resisténcia de contato, obstruindo a transmissdo de transportador entre eletrodo-eletroélito,

impedindo que dispositivos de grafeno tenham um desempenho eficiente (Yue et al., 2014).

1.4 Tratamento com plasma frio

Na natureza, a matéria pode ser encontrada nos estados so6lido, liquido, gasoso e plasma.
O plasma ¢ gerado quando um gas neutro recebe energia suficiente para formar portadores de
carga. Esse processo ocorre quando elétrons com uma energia suficiente colidem com os
atomos e moléculas neutras no gés de alimentacao, produzindo elétrons e ions. Existem varias
maneiras de fornecer energia necessaria a um gas neutro para a geragdo de plasma, como:
energia térmica, compressdo adiabatica do gas e aplicagdo de campo elétrico (Conrads;
Schmidt, 2000).

O plasma frio ¢ um plasma que ndo atinge o equilibrio termodinamico, mantendo-se em
temperaturas mais baixas, em torno de 110°C (Zhuang et al., 2024; Pereira, 2023). Geralmente,
sua producao € realizada em um sistema de deposi¢ao de vapor quimico aprimorado por plasma
de micro-ondas, composto por um reator de quartzo, um gerador de micro-ondas, uma bomba

de vacuo, uma fonte de gas e um medidor de pressdo, conforme ilustrado na Figura 2 (Carvalho
etal.,2015).

Figura 2 — Representacdo esquematica do sistema de deposi¢do de vapor quimico aprimorado por plasma de

micro-ondas.

Microwave
Substrate « source
Quartz Needle ?
tube valves ﬂ
Vacuum pump Gas source

Fonte: Carvalho ef al., 2015.
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Na literatura esse sistema para a geracao de plasma pode ser encontrado em gases como
COa, Oy, Ar e N (Pereira et al., 2019; Pereira et al., 2021; Patil et al., 2016; Nourbakhsh et al.,
2010; Yue et al., 2014; Ramdani et al., 2015). O tratamento das folhas de grafite com plasma
introduz diferentes grupos funcionais na superficie, modificando a estrutura quimica da
superficie levando a uma melhor adsor¢ao das moléculas no analito, além de reduzir a
resisténcia de contato ¢ aumentar a taxa de reacdo de transferéncia de elétrons entre eletrodo-
eletrolito, criando defeitos de borda controlados e ligagdes pendentes (Kannan et al., 2016).
Pereira e coautores mostraram eletrodos tratados com plasma de O, e CO» apresentam maior
sensibilidade a deteccdo de dopamina, com maior superficie de area e menor resisténcia a
transferéncia de carga (Pereira et al., 2019).

Dentro da area de quimica forense, as folhas de grafite também demonstraram grande
potencial de aplicagdo no desenvolvimento de sensores eletroquimicos. A 3,4-
metilenodioximetanfetamina (MDMA) é uma droga de abuso, conhecida como ecstasy, e esta
entre as drogas mais consumidas no mundo. A presenga de MDMA e de novas substancias
psicoativas tem sido amplamente denunciada em amostras forenses apreendidas (Pereira ef al.,
2023). Pereira e coautores mostraram que as folhas de grafite tratadas com plasma de oxigénio
permitiram quantificar metanfetaminas em amostras de interesse forense. O estudo de
interferéncia com outras drogas normalmente encontradas em comprimidos de ecstasy
apreendidos mostrou alta seletividade, o que possibilitou a deteccdo de MDMA na saliva
humana (coletada em festas e festivais de musica eletronica) e em amostras apreendidas. Os
autores deste trabalho concluiram que as folhas de grafite tratadas com plasma podem ser
usadas como um dispositivo de triagem simples, rapido, de baixo custo e portatil para aplicagdao
em amostras forenses do mundo real (Pereira et al., 2023).

O presente trabalho visa a crescente preocupacdo pela seguranca e saude publica,
especialmente no que diz respeito ao uso indevido de substdncias quimicas em bebidas. A
atropina, um alcaloide com propriedades farmacoldgicas significativas, tem sido associada a
casos de intoxicagdo e abuso, o que torna sua deteccdo em matrizes complexas, como bebidas,
uma questao de relevancia social e cientifica.

A pesquisa também visa contribuir para o avango das técnicas de andlise eletroquimica,
promovendo a comparacao entre diferentes tipos de eletrodos e suas performances na deteccdo
de atropina. A avaliacdo da precisdo e estabilidade do método proposto ¢ fundamental para
garantir a confiabilidade dos resultados, o que pode ter implicacdes diretas na prevencdo de

intoxicagdes e na promogao da satide publica.
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Dessa forma, este trabalho ndo apenas busca preencher a lacuna referente a falta de
sensores eletroquimicos de baixo custo, alta sensibilidade e portabilidade para a deteccao de
atropina em bebidas, mas também se propde a oferecer uma ferramenta pratica para essa

finalidade, contribuindo para a seguranca e bem-estar da populagao.
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2 OBJETIVO GERAL

O objetivo principal deste trabalho ¢ avaliar o desenvolvimento de um sensor
eletroquimico para a detec¢ao de atropina em amostras de bebidas através de eletrodos de folhas

de grafite antes e apds o tratamento com plasma frio de COz e Oo.

2.1 Objetivos especificos

e Avaliar a precisdo e estabilidade do método em determinar a atropina em bebidas.

e Comparar o desempenho eletroquimico dos eletrodos antes e apds o tratamento com plasma

frio de COz e Oo.
e Avaliar como possiveis substancias interferem na resposta analitica da atropina.

e Avaliar o melhor desempenho da atropina em folha de grafite em relacdo a técnica, pH e

parametros de otimizacao.

e Investigar o fendmeno de transporte de massa no processo de oxidagdo da atropina.



19

3 METODOLOGIA

3.1 Reagentes e solucdes

Todos os reagentes utilizados nos experimentos foram de pureza analitica (PA) e todas
as solucoes foram preparadas em agua deionizada (R > 18 MQ cm) obtida de um sistema de
purificacdo Q (Millipore—DirectQ, Bedford, MA, USA). Hidroxido de sddio (98%) e acido
borico (99%) foram adquiridos da AppliChem Panreac (Barcelona, Espanha), j4 o 4cido
fosforico (85%) e acido acético (99%) da Synth (Diadema, Brasil). A folha de grafite foram
obtidos da Panasonic (Texas, EUA), ja o CO2 (99,99%) e O2 (99,99%) da White Martins Co
(Brasil). A glicose foi obtida da Henrifarma (Sao Paulo, Brasil) e o 4cido ascérbico (99%) da
Vetec (Rio de Janeiro, Brazil). E, por fim, o sulfato de atropina foi adquirido da Sigma Aldrich
(EUA).

Para o teste de interferentes, foram utilizados compostos benzodiazepinicos, como
bromazepam, midazolam e diazepam (Pharma mostra, Campinas, Brasil). As solugdes dos
benzodiazepinicos foram preparadas em etanol. J4 as solugdes de glicose e acido ascorbico
foram preparados por dissolu¢io em eletrélito de suporte BR 0,12 mol L! (pH 11).

Uma solucio tamp3o Britton-Robinson (BR) 0,12 mol L foi usada como eletrélito de
suporte para a determinacdo da atropina e os pHs das solu¢des tampdes BR foi ajustado com
solucdo de hidroxido de sodio. O tampao Britton-Robinson (BR) foi preparado pela mistura de
acido borico, acido acético e fosforico. As amostras de bebidas usadas (cachaca), foram
adquiridas em supermercados locais (Uberlandia, MG, Brasil) e diluidas em eletrolito de

suporte.

3.2 Preparacao dos eletrodos

As folhas de grafite foram cortadas em formato quadrado e posicionadas em um anel de
borracha (O-ring) para evitar o vazamento da solucdo na parte inferior da célula eletroquimica,
a qual foi confeccionada por impressao 3D. Em seguida, as folhas de grafite foram fixadas a

parte inferior da célula com parafusos (Figura 3).
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Figura 3 - Representagdo esquematica da célula eletroquimica.
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Legenda: (A) folha de grafite; (B) posicionamento de um pedago de folha de grafite no O-ring da célula impressa
em 3D; (C) visdo interna da célula impressa em 3D; (D) vista superior da célula impressa em 3D com a folha de
grafite como eletrodo de trabalho na parte inferior da célula. (1) Base em placa metalica para contato elétrico do
eletrodo de trabalho; (2) parafusos impressos em 3D; (3) eletrodo auxiliar (fio de platina); (4) eletrodo de
referéncia miniaturizado (Ag/AgCl). Fonte: Silva et al., 2018.

3.3 Medidas eletroquimicas

As andlises eletroquimicas foram realizadas com o potenciostato AUTS51505,
controlado pelo software NOVA 2.1.7, utilizando um sistema de trés eletrodos. O eletrodo de
referéncia foi Ag|AgClKClsat) em todas medidas eletroquimicas realizados; um fio de platina
foi usado como eletrodo auxiliar; e as folhas de grafite foram usadas como eletrodo de trabalho.

Inicialmente, realizou-se uma voltametria ciclica para avaliar o comportamento
eletroquimico da molécula e do eletrodo, com adigdo de 100 pmol L' de atropina em
incrementos de concentragdo, variando de 100 a 700 umol L™'. Em seguida, realizou-se a
voltametria diferencial de pulso (DPV) em folhas de grafite sem tratamento e com tratamento
de plasma de CO: e O, utilizando concentra¢des de 1 a 40 umol L' de atropina e um tampao
BR 0,12 mol L' com pH 10. Esse tipo de voltametria mede a diferenga entre a corrente antes e
apos a aplicagdo do pulso, sendo amplamente empregada por sua sensibilidade (Kurbanoglu et
al.,2017). O objetivo dessas medi¢des foi comparar as atividades eletroquimicas dos diferentes
eletrodos, a fim de determinar o melhor desempenho.

A partir da DPV, determinou-se o limite de deteccao (LOD) e o limite de quantificacio
(LOQ) para cada tipo de eletrodo. O LOD corresponde a menor concentragao detectavel com
certa confianca, e o LOQ, a menor concentracdo quantificavel com precisao (Mocak et al.,
1997). Os valores de LOD e LOQ foram calculados de acordo com defini¢des da IUPAC e o

desvio do branco foi obtido a partir do desvio do coeficiente linear das curvas de calibragao.

(1)

desvio do coeficiente linear

desvio do coeficiente linear

LOD =3 x

coeficiente angular

LOQ = 10 x

2)

coeficiente angular
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Posteriormente, avaliou-se o efeito do pH no comportamento eletroquimico da atropina,
utilizando tampao BR 0,12 mol L™ e 20 umol L™ de atropina com pH variando de 8,0 a 13,0,

em DPV, para investigar o pH ideal para maxima atividade da atropina.
3.4 Comparacao de técnicas

Para obter maior sensibilidade no desempenho eletroquimico, compararam-se as
técnicas de voltametria de pulso: DPV e voltametria de onda quadrada (SWV), usando
concentragdes de 10 e 20 umol L' de atropina. A SWV ¢ caracterizada pela diferenca entre a
corrente no final dos pulsos e mais rapida do que outros métodos devido aos seus pulsos mais
curtos e sua frequéncia mais rapida (Kurbanoglu ez al., 2017). Aumentos na frequéncia reduzem
a constante de tempo ¢ aumentam a corrente faradaica, melhorando a sensibilidade (Deroco et

al., 2020).
3.5 Otimizag¢ao dos parametros

Visando otimizar o desempenho analitico, ajustaram-se os pardmetros de tempo de
modulagdo (10 ms — 90 ms), amplitude (10 mV — 100 mV) e incremento de potencial (1 mV —
100 mV), utilizando 10 umol L' de atropina em tampdo BR 0,12 mol L' com pH 11. Apés a
otimizagdo, foi construida uma curva analitica para a faixa de concentracdo de 5 a 40 pmol L,

a fim de investigar o intervalo linear de resposta do método.

3.6 Precisao intra-eletrodos e inter-eletrodos

A avaliagdo da precisdo inter e intra-eletrodos foi realizada com trés eletrodos distintos
e 10 repeticdes de medidas em um mesmo eletrodo, respectivamente, ambos em DPV, com
concentragdo de 20 pmol L' de atropina em tampao BR 0,12 mol L' com pH 11. O desvio

padrao relativo foi calculado pela seguinte formula:

desvio padriao

Desvio padrao relativo = x 100 (3)

Desvio padrdo = desvio das correntes

X = média das correntes adquiridas
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3.7 Testes em amostras de bebidas

Foram analisadas amostras de cachaca fortificadas com 1,38 mmol L' de atropina,
concentracdo equivalente a dose fatal média em 250 ml de bebida e diluidas 200 vezes em
tampao BR com pH 11 (Matias et al., 2023). A determinagao de atropina na amostra fortificada
foi realizada pelo método de adig¢do de padrao em duplicata, com acréscimos sucessivos de 10,

15,20 e 25 pmol L' de solugdes padrao na célula eletroquimica.

3.8 Interferentes

Foi conduzido um estudo de interferéncias para substancias como acido ascorbico (AA),
glicose (GLI), diazepam (DZP), bromazepam (BRZ) e midazolam (MDZ). A propor¢do
utilizada foi de 1:1 (20 pmol L™ de atropina e 20 umol L' de cada agente interferente). AA e
GLI foram dissolvidos em tampao BR 0,12 mol L' com pH 11, enquanto DZP, BRZ e MDZ

foram solubilizados em etanol.
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4 RESULTADOS

4.1 Voltametria ciclica da atropina

A voltametria ciclica obtida evidenciou a interagao da atropina com as folhas de grafite,
observando-se um aumento significativo na corrente de pico a medida que se adicionava
atropina, como ilustrado na Figura 4.

Figura 4 — Grafico corrente-potencial da voltametria ciclica com adigdo de atropina dos 100 aos 700 umol L-!

em BR 0,12 mol L' (pH 10) em folha de grafite sem tratamento. Tempo de modulag@o: 80 ms, amplitude: 80
mV e incremento de potencial: 8 mV.
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Nas diferentes concentracdes de atropina, observou-se um processo de oxidacdo
irreversivel entre +0,8 e +1,4 V, caracterizando um comportamento dependente da
concentragio de atropina. A medida que a atropina foi adicionada, o sinal de resposta aumentou,
confirmando que o sinal registrado corresponde a presenga de atropina, e que as folhas de grafite
sdo sensiveis e adequadas para essa detec¢ao.

O potencial de oxidagdo da atropina foi identificado em até 1,4 V, resultado que esta
diretamente relacionado a janela de potencial do eletrodo utilizado. Materiais que possuem
janelas de potencial mais amplas permitem a exploracdo de um maior nimero de moléculas,
aumentando a versatilidade e a aplicacdo do sensor, essa propriedade depende das

caracteristicas intrinsecas do material do eletrodo (Muhammad et al., 2015).



24

4.2 Comparacio de folhas de grafite

Utilizando a técnica de voltametria diferencial de pulso (DPV), foi avaliado o
desempenho dos trés tipos de folha de grafite: sem tratamento e com tratamento de CO: e Oa.

Os resultados s3o apresentados nas Figuras 5, 6 ¢ 7.

Figura 5 - Folha de grafite sem tratamento em DPV com concentragdes de 1 a 40 pmol L™ de atropina e um
tampdo BR 0,12 mol L' com pH 10. Tempo de modulag@o: 80 ms, amplitude: 80 mV e incremento de potencial:
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Figura 6 — Folha de grafite tratada com CO, em DPV com concentra¢des de 1 a 40 umol L' de atropina e um
tampdo BR 0,12 mol L' com pH 10. Tempo de modulag@o: 80 ms, amplitude: 80 mV e incremento de potencial:
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Figura 7 — Folha de grafite tratada com O, em DPV com concentracdes de 1 a 40 pmol L™ de atropina e um
tampdo BR 0,12 mol L™! com pH 10. Tempo de modulacdo: 80 ms, amplitude: 80 mV e incremento de potencial:

g mV.
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Nas Figuras 5A, 6A e 7A, observa-se que a folha de grafite tratada com CO: apresentou
o maior pico de corrente, 2,2 uA, enquanto as folhas tratadas com O: ¢ as ndo tratadas
apresentaram picos de 1,6 pA e 1,35 pA, respectivamente. Esses dados indicam que a folha de
grafite tratada com CO: proporciona uma resposta eletroquimica superior na deteccdo de
atropina em comparacdo com os demais tratamentos.

Com as curvas apresentadas nas figuras 5B, 6B e 7B foi possivel conseguir o coeficiente

angular, o coeficiente linear junto com seu desvio e o r?, conforme Tabela 1.

Tabela 1 — Parametros analiticos encontrados na curva da folha ndo tratada, folha tratada com plasma de CO, e

Folhas coeficiente linear (,uA(je o coeﬁci?@;enilg}%bjlar (uA 2
CO; ‘ 0,065 + 0,054 0,0536 + 0,0022 0,9876
0: ‘ -0,0056 + 0,0430 0,0414 £0,0018 0,9868
Nao tratada ‘ 0,06154 £+ 0,047 0,0340 £ 0,0016 0,9823

Em todos os 1 apresenta um valor proximo de 1, significando que as curvas obtidas
apresentam baixa quantidade de variancia dos dados com os do modelo linear, expressando
confiabilidade.

Com base no coeficiente angular, coeficiente linear e desvio, foi calculado o LOD e o

LOQ utilizando as equacdes (1), (2) e representados na Tabela 2.
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Tabela 2 — LOD e LOQ calculados de cada folha.

Folhas LOD (umol L) LOQ (umol L)
CO: 3,0 10,0
0; | 3,1 10,3

Ndo tratada 4,1 13,7

A folha ndo tratada foi a que apresentou menor coeficiente angular, enquanto ao
contrario da folha tratada com plasma de CO> que apresentou os o maior coeficiente angular,
apresentando maior sensibilidade que os demais. Dessa forma, a folha de CO» ¢ a mais sensivel,
uma vez que conseguiu detectar e determinar as menores concentragdes de atropina. Assim, a

folha escolhida e que foi usada para os procedimentos seguintes foi a folha tratada com plasma

de CO:s.

4.3 Teste de pH

Para uma melhor atividade da atropina nas folhas de CO, foi feito o teste de qual pH a

atropina melhor se adapta, sendo retratados os resultados na figura 8.

Figura 8 — Grafico da atividade de pHs em atropina com folha tratada com plasma de CO, em DPV e a relagéo
entre corrente de pico, o pH e o potencial. Tempo de modulagdo: 80 ms, amplitude: 80 mV e incremento de

potencial: § mV.
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Na Figura 8B, observa-se que, a medida que o pH aumenta, o potencial diminui,
enquanto a corrente aumenta entre os pHs 8 e 11, atingindo o pico, para entdo decrescer nos
pHs 12 e 13. Em uma relagao linear entre o potencial e o pH entre os pHs 8 e 12 foi alcangado
o valor do coeficiente angular de 55 mV pH!, proximo ao valor tedrico de 59 mV pH,

indicando que os mesmos numeros de elétrons e de prdotons estdo envolvidos na etapa de
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oxidacao (Topal, 2012). Assim, o pH escolhido e que foi usado nas etapas seguintes foi o pH
11, a medida que apresenta o melhor desempenho para a atropina, ao que aponta a maior

corrente € um menor potencial.

4.4 Comparacio de técnicas

Visando uma melhor sensibilidade para a atropina, foi testado qual técnica apresentaria
o melhor desempenho, a DPV ou a SWV. Portanto, utilizando as mesmas concentracdes de 10

e 20 umol L™! de atropina nas duas técnicas, foi possivel comparar elas através da figura 9 e 10.

Figura 9 — Grafico obtido da técnica SWV com concentragdes de 10 e 20 umol L™! de atropina em folhas de
grafite tratadas com plasma de CO; e BR 0,12 mol L! (pH = 11). Tempo de modulagio: 80 ms, amplitude: 80
mV e incremento de potencial: 8 mV.
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Figura 10 — Grafico obtido da técnica DPV com concentragdes de 10 e 20 pmol L™! de atropina em folhas de
grafite tratadas com plasma de CO, e BR 0,12 mol L' (pH = 11). Tempo de modulagio: 80 ms, amplitude: 80
mV e incremento de potencial: 8 mV.
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Em ambas as técnicas o sinal aumenta com a presenca da atropina e continua a crescer
com a adi¢do dela. Porém, ha uma diferenca perceptivel entre as duas, enquanto em DPV a
medida que a concentragio de 10 pmol L! atingiu aproximadamente 1 pA e a de 20 pmol L!
atingiu aproximadamente 2 pA, em SWV, a concentragdo de 20 pmol L™ ndo alcangou 0,5 pA.
Esses dados indicam que a DPV apresenta uma melhor resposta analitica a atropina, sendo a

técnica escolhida e usada para as proximas etapas.

4.5 Otimizacao dos parametros

A fim de alcangar o melhor desempenho analitico para a atropina, foram otimizados os
parametros tempo de modulagdo, amplitude e incremento de potencial em DPV. Os valores
selecionados para a otimizagdo foram baseados na resposta para a detec¢do de atropina, como

a intensidade da corrente e sensibilidade apresentados nas figuras 11, 12 e 13.
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Figura 11 — Amplitude em DPV com concentragdo de 10 umol L' de atropina em folhas de grafite tratadas com
plasma de CO, e BR 0,12 mol L' (pH = 11) em uma faixa de 10 a 100 mV.
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Figura 12 — Incremento de potencial em DPV com concentragdo de 10 umol L' de atropina em folhas de grafite
tratadas com plasma de CO, ¢ BR 0,12 mol L*! (pH =11) em uma faixa de 1 a 10 mV.

10

HH

—H
+HH

Step / mV

10



30

Figura 13 — Tempo de modulagdo em DPV com concentra¢do de 10 umol L' de atropina em folhas de grafite
tratadas com plasma de CO; e BR 0,12 mol L' (pH = 11) em uma faixa de 10 a 90 ms.
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Perante as Figuras 11, 12 e 13 foram selecionados os valores de cada parametro que
mostraram apresentaram uma maior intensidade de corrente e sensibilidade, ilustrados na tabela

3.

Tabela 3 — Parametros escolhidos para a otimizac¢do da atropina.

Parametros Valores
Amplitude 60 mV
Incremento de potencial 2mV

Tempo de modulagdo 30 ms

4.6 Curva analitica

Ap0s a otimizagdo e com os parametros ajustados, construiu-se uma curva analitica para

a atropina, obtendo-se um comportamento linear na faixa de concentrag¢do de 5 a 40 umol L.
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Figura 14 — Curva de calibragdo da ATP (atropina) na faixa de concentragdo entre 5 ¢ 40 pmol L' em BR 0,12
mol L' (pH = 11). Tempo de modulagio: 30 ms, amplitude: 60 mV e incremento de potencial: 2 mV.
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Tabela 4 — Parametros analiticos encontrados na curva analitica e LOD e LOQ ap0s a otimizagdo da folha

tratada com plasma de COa,.

Folhas CO;

Coeficiente linear (uA) 1,196 x 10 + 5,365 x 107
Coeficiente angular 1,104 x 10-® 3,425 x 10°1°
(uA L umol”)
r 0,995
LOD (umol L) 1,46
LOQ (umol L) 4,86

A curva analitica foi construida para a observagdo da faixa de trabalho da atropina,
apresentando um r? de 0,995, expressando confiabilidade. Assim, tem-se que as concentragdes
a serem trabalhadas com a atropina estejam entre esta faixa linear para um resultado desejado
€ preciso.

Além disso, com os parametros analiticos da curva, foi calculado novos valores de LOD
e LOQ para a folha de grafite tratada com plasma de CO2 apds a otimizagdo utilizando as
equacdes (1) e (2), todos estabelecidos na tabela 4. Os valores calculados encontrados foram
menores do que os valores calculados antes da otimizagao, significando que apds a otimizagao
dos parametros a folha de grafite tratada com plasma de CO; apresentou ainda mais

sensibilidade a resposta da atropina.
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4.7 Precisao intra-eletrodos e inter-eletrodos

Para testar a precisao dos eletrodos, foram realizados testes intra-eletrodo (10 repeti¢des
no mesmo eletrodo) e inter-eletrodo (3 eletrodos diferentes), ambos com 20 pmol L' de

atropina e tampao BR 0,12 mol L' em pH 11, encontrando os resultados das Figuras 15 e 16.

Figura 15 — Precisdo inter-eletrodos usando 3 folhas de grafite tratadas com plasma frio de CO, com 20 pmol L-
! de atropina em BR 0,12 mol L' (pH = 11). Tempo de modulagdo: 30 ms, amplitude: 60 mV ¢ incremento de
potencial: 2 mV.
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Figura 16 — Precisdo intra-eletrodos através de 10 repetigdes de um eletrodo de folha de grafite tratada com
plasma frio de CO> com 20 pmol L' de atropina em BR 0,12 mol L' (pH = 11). Tempo de modulagdo: 30 ms,
amplitude: 60 mV e incremento de potencial: 2 mV.
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Tabela 5 — Desvio padrio relativo da precisdo inter-eletrodo e da preciso intra-eletrodo.

Precisao Desvio padrao relativo
Intra-eletrodo ‘ 4,9%
Inter-eletrodo ‘ 3,8%

Através das Figuras 15 e 16 foi possivel calcular o desvio padrao relativo pela equacao
(3), representados na Tabela 4. Esses resultados demostram que a resposta eletroquimica para
os processos de oxidacdo no eletrodo sdo repetiveis e reprodutiveis, apresentando precisao,

estabilidade, portanto conferindo uma boa confiabilidade para a identificacdo de atropina.

4.8 Testes em amostras de bebidas

Foi empregado teste de adicdo e recuperagdo para a avaliagdo da precisao do método
em determinar a atropina em bebidas, uma vez que hd uma grande relacdo entre alcool e drogas
de abuso. Seu consumo pode facilitar formas de abuso fisico, ao que a acdo desinibidora do
alcool pode diminuir as capacidades perceptivas e de reacdo de defesa da vitima (Mognetti et
al., 2022).

A adi¢do de padrao em cachaga em duplicata (n=2) diluida em 200 vezes fortificadas
com 1,38 mmol L' de atropina, sendo essa concentragio a dose fatal em 250 ml de bebida
(Matias et al., 2023). As Figura 17 e 18 apresentam curvas de adicao de padrao para anélises

da bebida fortificada.
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Figura 17 — Primeira duplicata da amostra de cachaca diluida em 200 vezes na adi¢do de padrdo de atropina em
DPV com eletrodo de folha de grafite tratada com plasma frio de CO, em BR 0,12 mol L! (pH = 11). Tempo de
modulagdo: 30 ms, amplitude: 60 mV e incremento de potencial: 2 mV.
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Figura 18 — Segunda duplicata da amostra de cachaga diluida em 200 vezes na adigdo de padrdo de atropina em
DPV com eletrodo de folha de grafite tratada com plasma frio de CO> em BR 0,12 mol L*! (pH = 11). Tempo de

modulagio: 30 ms, amplitude: 60 mV e incremento de potencial: 2 mV.
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Tabela 6 — Valores obtidos das duplicatas de cachaga na adig¢do de padrao.

Coeficiente angular (uA) Coeficiente linear (uA L ¥
umol™)
Primeira 2,229 x 107 +2,068x 10®  3,272x 10®*+ 1,778 x 10°  0,9912

Segunda 1,765x 107 £ 1,261 x 10% 2,631 x 10°+ 1,784 x 10 0,9864

Duplicata




35

Através das Figuras 17 e 18 foi obtido o coeficiente angular, o coeficiente linear e o 12,
representados na Tabela 5. O r? encontrados apresentam valores proximos a 1, expressando
confiabilidade dos valores encontrados. Com a razdo do o coeficiente linear e o coeficiente
angular vezes a quantidade de diluicdo foi possivel calcular a porcentagem de recuperagao
comparado a concentracao de fortificagcdo da atropina. A primeira apresentou uma recuperagao

de 98,5% e a segunda de 97,1%, portanto, foram adquiridos valores de recuperacao satisfatorios

entre 80 e 120%) chegando a quase 100% de recuperacao.
( ) cheg q perag

4.9 Interferentes

Finalmente, foram avaliadas as interferéncias de acido ascorbico (AA), glicose (GLI),
bromazepam (BRZ), diazepam (DIA) e midazolam (MID) na detec¢do de atropina, com seus

respectivos percentuais de recuperacao calculados.

Figura 19 — Efeitos da presenca dos interferentes AA, GLI, BRZ, DIA e MID em atropina (ATP) usando BR
0,12 mol L' (pH = 11) no eletrodo de folha de grafite tratado em plasma frio de CO,. Tempo de modulago: 30

ms, amplitude: 60 mV e incremento de potencial: 2 mV.
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Na Figura 19A, observam-se sinais para benzodiazepinicos e as faixas de potencial de
cada um, além da atropina, que apresenta oxida¢do em uma faixa de potencial diferente dos
benzodiazepinicos, ndo interferindo na resposta da atropina. Ja na Figura 19B, observa-se a
porcentagem de recuperagdo ap6s a adi¢do do interferente para a avaliagdo da interferéncia de
cada substancia. AA e GLI mostraram que ndo sdo interferentes na presencga na atropina. Ja
para os benzodiazepinicos, como o BRZ e MID, também ndo foi verificado nenhuma
interferéncia. Por sua vez, o DIA apresentou certa interferéncia na resposta, com um desvio

superior a 10%. Contudo, considerando a Figura 19A, é observado que os benzodiazepinicos



36

ndo apresentam resposta eletroquimica na faixa trabalhada, possibilitando entdo a determinacgao

simultanea desta classe de compostos na presenga de atropina.
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5 DISCUSSAO

A Atropa belladonna é uma planta herbacea relevante para a ciéncia farmacéutica por
produzir alcaloides tropanicos com propriedades anticolinérgicas, como hiosciamina,
anisodamida e escopolamina, que sao utilizados no tratamento de arritmias, envenenamento por
organofosforados, choque infeccioso e espasmos vasculares (Zeng et al., 2021). Entretanto,
devido aos seus efeitos psicoativos, esses alcaloides sdo frequentemente utilizados em praticas
criminosas, como abuso sexual, gerando graves efeitos colaterais que podem levar a morte em
decorréncia da alta toxicidade da atropina (Jodo et al., 2021).

O tratamento de folhas de grafite com plasma frio demonstrou melhorias significativas
no desempenho do sensor, proporcionando maior sensibilidade, reprodutibilidade e eficiéncia
na transferéncia de elétrons, em comparacdo com folhas de grafite sem tratamento, que
apresentam maior resisténcia de contato (Kannan et al., 2016).

Conforme ilustrado nas Figuras 5, 6 e 7, a andlise das folhas de grafite tratadas com
plasma de CO: e O: e das folhas sem tratamento evidéncia diferencas significativas no
desempenho desses materiais na deteccdo de atropina. Observa-se que o eletrodo de grafite
tratado com plasma de CO: apresenta maior sensibilidade para a atropina, sendo o mais
adequado como sensor para essa aplicacdo. Os valores de LOD (limite de detec¢dao) e LOQ
(limite de quantificagdo) da folha tratada com CO: (Tabela 2) mostram que o LOD obtido ¢ 138
vezes menor do que a concentracao fatal de atropina, estabelecida em 1,38 mmol L' em 250
ml de bebida. Esses resultados confirmam a adequagdo do sensor com tratamento de plasma de
CO: para a detecgdo segura e precisa de atropina em amostras de bebidas.

O pH do eletrolito de suporte exerce um impacto significativo na resposta eletroquimica
em varias determinacdes analiticas, devido a sua relagdo direta com o perfil corrente versus
potencial (Topal, 2012). Na Figura 8B, verifica-se uma dependéncia do pH entre 8 e 12,
enquanto a partir do pH 13 o comportamento torna-se independente do pH. O pH 11 foi
escolhido como o eletrdlito de suporte ideal para a analise de atropina, pois ¢ o ponto no qual a
corrente de pico atinge o0 maximo e o potencial se apresenta mais baixo.

A cachaca, uma bebida alcoodlica tradicional brasileira, ¢ produzida por meio da
fermentagdo e destilagio da cana-de-agticar e apresenta semelhanga com o rum. E a segunda
bebida mais consumida no Brasil e a terceira no mundo (Ratkovich et al., 2023). Seus principais
componentes sao agua e alcool, mas também possui, em menores concentracdes, agucar, cobre
e acidos volateis que influenciam seu sabor e aroma (Mathews et al., 2023). A avaliacao de

amostras de cachaca com adi¢do padrao de atropina, conforme os dados da Tabela 5, revela
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recuperagdes proximas de 100%, indicando que o método desenvolvido apresenta elevada
precisdo, confiabilidade e auséncia de interferéncia da matriz para a determinacao de atropina
em cachaca.

Para os testes de interferentes, selecionaram-se as substancias acido ascorbico (AA),
glicose (GLI), diazepam (DZP), midazolam (MDZ) e bromazepam (BRZ) com o objetivo de
verificar a interferéncia desses compostos na detec¢do de atropina em eletrodos de grafite
tratados com plasma de CO.. O 4cido ascorbico, ou vitamina C, ¢ uma substancia presente no
organismo humano e na dieta alimentar, sendo comum em alimentos ¢ bebidas (Ensafi et al.,
2010). A glicose, igualmente abundante no organismo e em alimentos, desempenha um papel
essencial na geracdo de energia e ¢ amplamente utilizada pela industria alimenticia para realgar
texturas e sabores de alimentos e bebidas (Gutiérrez et al, 2022). Benzodiazepinicos sdao
medicamentos encontrados na forma de comprimidos e capsulas, podem induzir confusao,
sonoléncia e tontura, além disso, também usados como droga de abuso (Busardo et al., 2019).
Benzodiazepinicos podem ter uma rapida absorcao e solubilidade em solugdes aquosas, assim,
quando consumido com alcool tem-se um efeito sinérgico, potencializando seus efeitos
sedativos (Rocha et al., 2019). Para este estudo, selecionaram-se diazepam, midazolam e
bromazepam como representativos dos benzodiazepinicos para os testes de interferéncia,
juntamente com acido ascorbico e glicose.

Os resultados dos testes de interferéncia, ilustrados na figura 19A, indicam que os picos
de corrente dos benzodiazepinicos ndo interferem na resposta da atropina. No entanto, na figura
19B, observou-se que as recuperagdes de benzodiazepinicos ndo atingiram a faixa ideal de 90
a 110%, possivelmente devido as condi¢des experimentais, como pH e concentragdes
utilizadas. Os picos dos benzodiazepinicos sdo influenciados pelo pH, com melhor desempenho
em pH 7. Aumentos de pH reduzem a interacdo de hidrogénio entre os mondmeros e as
moléculas-alvo, o que diminui o desempenho em condi¢des mais alcalinas (Panahi et al., 2018).
Além disso, o pH bésico dificulta a obtencao de picos de redugdo satisfatorios, pois o potencial
desloca-se para valores mais negativos (Panahi ef al., 2018).

Outra possivel causa das variagdes ¢ a concentracao dos benzodiazepinicos. Em baixas
concentragdes, 0 sensor apresenta alta sensibilidade, enquanto em concentra¢des elevadas
ocorre saturacdo, reduzindo a sensibilidade (Panahi et al., 2018). Dessa forma, o pH e a
concentracdo dos benzodiazepinicos podem ter influenciado as respostas observadas,
resultando em valores abaixo do esperado para os testes de interferéncia na detec¢@o de atropina

em folhas de grafite tratadas com plasma frio de CO..
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um sensor eletroquimico
para a detec¢ao de atropina em amostras de bebidas, utilizando eletrodos de folhas de grafite
tratados com plasma frio de CO: e O: e sem tratamento. A aplicacao de tratamentos com plasma
nas folhas de grafite mostrou-se eficaz para melhorar a resposta eletroquimica do sensor, com
o tratamento com CO: destacando-se por proporcionar maior sensibilidade e melhor
desempenho analitico, especialmente na técnica de voltametria diferencial de pulso (DPV).
Esse resultado confirma que o tratamento com plasma pode ser uma estratégia promissora para
aumentar a reatividade de eletrodos de carbono, favorecendo a interacdo com o analito.

A avaliagdo de interferentes demonstrou que a resposta do sensor a atropina nao foi
significativamente afetada pela presenga de outras substancias comumente encontradas em
bebidas ou utilizadas em casos de abuso de drogas, reforcando a seletividade do método
desenvolvido.

Além disso, a pesquisa ressaltou a importancia da deteccao de atropina em contextos de
seguranga publica e saude, especialmente considerando seu potencial uso indevido em crimes
de violéncia sexual e intoxicagdes. A capacidade de identificar rapidamente a presenca de
atropina em bebidas pode contribuir para a prevengdo de incidentes relacionados ao abuso de
substancias, promovendo a protecdo das vitimas e a responsabilizagdao dos agressores.

Portanto, o sensor eletroquimico desenvolvido tem potencial para ser utilizado na
analise de atropina em bebidas, oferecendo uma ferramenta importante para investigacdes
toxicoldgicas e forenses. A continuidade da pesquisa nessa area ¢ essencial para o
desenvolvimento de métodos cada vez mais eficazes e acessiveis, que possam ser utilizados em

diferentes contextos, garantindo a seguranga e a saide da populacao.
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