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RESUMO

A utilizacdo de sensores eletroquimicos estd presente nas mais diversas
abordagens em andlises de substincias quimicas qual, tem apresentado cada vez mais
eficiéncia, sendo considerado um dos dispositivos mais promissores em analises, logo
os sensores eletroquimicos apresentam Otimos resultados na determinagdo e
quantificacdo de diversas substancias contribuindo assim nas investigagdes
criminais, estudos farmocineticos e toxicologia forense, sendo capaz de favorecer
analises at¢é mesmo em amostras mais complexas. O presente trabalho possui como
objetivo investigar a viabilidade da utilizagdo de sensores eletroquimicos comercias
de carbono, para determinacao de flunitrazepam em amostras de bebidas, tendo em
vista que ¢ um dos medicamentos mais associado a facilitacdo de casos de abusos
sexuais e crimes contra as pessoas. Sendo assim, utilizou-se nesta pesquisa estudos
bibliograficos e aplicacdes das técnicas de voltametria de ciclica (VC) e de onda
quadrada (VOQ). Por meio da metodologia desenvolvida, foi possivel a investigagao
do comportamento eletroquimico desse bendiazepinico, evidenciando para
flunitrazepam processos de oxirredugdo, apresentando trés picos, sendo um pico
anddico, conduzido pelo processo de adsorcdo, e dois picos catddicos, sendo um
controlado por um processo misto (difusdo e adsor¢do), outro controlado apenas por
processo de difusdo, sendo este utilizado para estudos de aprimoramento de
pardmetros instrumentais por intermédio da técnica de VOQ, para posterior
constru¢do da curva de calibracdo. Apos isso, comprovou-se a aplicabilidade do
metodo desenvolvido utilizando um eletrodo impresso comercial de caborno na
determinacdo de flunitrazepam analisanodo duas bebidas distintas como a cachaca

de jambu e dgua mineral.

Palavras- chaves: Sensores eletroquimicos, eletrodo impresso de carbono, flunitrazepam,
forense, drogas de abuso.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o uso indevido de psicotropicos, como flunitrazepam (FLU), que ¢
pertencente a classe dos benzodiazepinicos(BDZ), tem gerado uma grande preocupacao para
ciéncia medicinal e forense, pois o uso de forma ilicita dessas substancias apresenta um desafio
gigantesco para saude publica, politica e social. Posto que as mesmas atuam no cortex pré-
frontal provocando uma desordem de pensamentos, alucinagdes, e atuam também como
depressoras do sistema nervoso central, como no caso da administragdo indevida e mal
intencionada de FLU em bebidas para facilitacdo de crime, pois 0 mesmo atua como um
depressor do sistema nervoso central, inibindo o funcionamento adequado dos
neurotransmissores, provocando amnésia parcial, efeitos sedativos e relaxantes. Estes efeitos
por sua vez facilitam o cometimento de furtos, abusos sexuais e assassinato (PEPIN, 2010;
KORSMEYER,2009; TRZEPACZ,2023; SOUSA ET AL.,2020).

Atualmente existem diversas técnicas capazes de realizar a detecgdo dessas substancias e
elas desempenham um papel fundamental no fornecimento de dados e evidéncias criminais,
podendo identificar e quantificar drogas presentes em diferentes amostras, como bebidas,
cabelo e urina. As técnicas eletroanaliticas vem se destacando cada vez mais em analises
biomédicas, farmacologicas e toxicologicas. Elas sdo capazes de fornecer metodologias
capazes de fornecer indicadores qualitativos e quantitativos através do estudo das propriedades
envolvidas nas reagdes eletroquimicas do analito (SILVA, 2017;BALBINO, M. A. et al.2012
;CROUCHER,2000; FATIBELLO FILHO,2022).

A voltametria ¢ uma das técnicas eletroanaliticas de grande prestigio, pois a utilizagdo
dela em um estudo eletroquimico de alguma substancia é capaz de fornecer dados qualitativos
e quantitativos.

As técnicas voltamétricas estdo subdivididas em Voltametria de Varredura Linear (LSV),
Voltametria de Pulso Diferencial (DPV), Voltametria de Onda Quadrada (VOQ), Voltametria
Ciclica (VC). Dentre as presentes técnicas destaca-se a (VOQ), pois permite a obtengao de um
Limite de Detcgdo (LD) e Limite de Quantificagdo (LQ) por se tratar de uma técnica com alta
sensibilidade fator esse que ¢ determinante para validacdo de métodos analiticos (OLIVEIRA,
2022).

Frente aos métodos convencionais utilizados, os sensores eletroquimicos comerciais t€ém
atraido um interesse significativo ao longo dos anos, logo a utilizacdo dos mesmos esta

inerentemente atrelada as vantagens apresentadas, como. Resisténcia, baixo impacto ambiental,
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6timo custo beneficio, facil utilizacdo e portabilidade, visto que os mesmos podem ser
fabricados por diversas matérias primas e modificados a fim de obter uma melhor sensibilidade
em relacao a alguns métodos (GARCIA, 2017; METTERS, KADARA ¢ BANKS, 2011; LI et
al., 2012).

Mediante aos assuntos expostos acima, o foco dessa pesquisa, visa o estudo e viabilidade
da utilizacdo de sensores eletroquimicos comerciais de carbono para determinagdo e

quantificac¢do de flunitrazepam em amostras de bebidas.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

O presente trabalho possui como finalidade contribuir no contexto forense através da
determinac¢do eletroquimica do flunitrazepam em amostras de bebidas utilizando um sensor
eletroquimico comercial de carbono.

2.2 Objetivos especificos

e Realizar levantamento bibliografico sobre uso indevido de drogas psicotropicas com
énfase no FLU;
e Realizar estudo sobre métodos analiticos no contexto forense;

e Investigar quais fendmenos (adsorcao e/ou difusao) estdo envolvidos na interacdo do
eletrodo impresso de carbono e FLU ;

e Otimizar condigdes experimentais, como potencial aplicado, tempo de andlise e
concentracdo de reagentes, a fim de obter uma melhor sensibilidade e seletividade na
deteccdo de analito;

e Construir curva de calibragdo baseada na otimizagao de parametros.

e Realizar de tratamentos de dados levantados na etapa de aplicagdo dos métodos
voltamétricos;

e Demonstrar a potencialidade do método desenvolvido por meio de anélises em amostras de

bebidas dopadas com FLU;
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Flunitrazepam

Popularmente conhecido como Rohypnol, o Flunitrazepam (FLU) faz parte da classe
dos BDZ que por sua vez atuam como moduladores alostéricos positivos de receptor de acido
y-aminobutirico tipo GABA, ele ¢ um aminoacido simples atuando como um neurotransmissor
sendo o inibitério mais comum do Sistema Nervoso Central. O GABAA corresponde a um
canal idnico regulado por um ligante seletivo de cloreto, sendo o principal neurotransmissor
inibitorio encontrado em concentracdo mais elevada no sistema limbico e cortex cerebral, a
ativacdo do receptor GABAA pelo GABA resulta em influxo do ion cloreto, causando
hiperpolarizagdo do neurdnio e diminui¢ao da neurotransmissao (REIS, R. F. D. S. et al. 2023).

A classifica¢do do termo Bendiazepinico (BDZ), refere-se a sua composi¢do estrutural,
sendo composto por um anel benzeno, fundido a um anel diazepinico com 7 atomos, este BDZ,
também possui um substituinte, sendo o 5-arilico e um anel 1,4 diazepina. Podendo assim serem
classificados em 3 grupos; 1,4 diazepinicos, onde se encontram presentes o FLU, diazepam,
medazepam, nitrazepam, no segundo grupo dos triazolobendozainepinicos se encontram o
alprazolam e o estazolam) e o terceiro grupo sendo do 1,5 benzodiazepinicos constando o
clobazam e o clordiazepéxido (PEREIRA, 2005; GOODMAN & GILMMAN, 2010).

Demonstra-se na Figura 1 a estrutura quimica do flunitrazepam.

Figura 1 — Estrutura quimica do flunitrazepam
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Fonte: Autor, 2023.

Ainda, sobre o FLU, ele atua proporcionando efeito calmante, atuando também como
um agente sedativo, anticonvulsivante, anestésico sendo capaz de reduzir a atividade motora

(GOLAN,2009;TOGNI,2018). Sendo considerado um medicamento relativamente seguro e
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eficaz, conforme mostram estudos farmacocinéticos (OGA,2008; FIORELLI & ASSINI,2017).
Sendo encontrados facilmente em drogarias, entretanto cabe ressaltar que sua comercializagao
necessita de prescricdo médica em diversos paises (KIM J, et al.,2013; TSELIOU, F. et
al.,2019). Este farmaco encontra-se presente na lista de medicamentos prescritos que possuem
potencial de abuso. Os BDZ quando administrados sob prescricdo médica desempenham papel
importante no tratamento de algumas patologias atuando como ansioliticos, calmantes e
anticonvulsionantes ( KURTZ, S.P. et al.,2011; REIS, R..F. DA S. et al.2023;).

O FLU ¢ legalmente prescrito em mais de 50 paises do mundo em diferentes regides.
No entanto, ¢ importante ressaltar que em alguns paises seu uso ndo ¢ aprovado sua
comercializagdo sem receita medica, como notavelmente nos Estados Unidos, todavia pode ser
prontamente encontrado ilegalmente. Essa substancia ¢ comercializada sob diversos nomes, tais
como Rohypnol®, Roipnol®, Fluninoc®, Silece®, Hipnosedon®, Nervocuril®, entre outros,
e € conhecida popularmente como “roofies”, “a pilula do esquecimento”, “La Rocha” e “Valium
mexicano”. Sendo assim, infelizmente utilizado como uma droga recreativa em clubes e festas,
estando associado aos mais diversos casos de “agressao sexual facilitada por drogas”. Tornando
esse farmaco infelizmente conhecido como “droga de estupro”, por ser um dos habitualmente
utilizados em delitos (Manchikanti, 2007; BAIRROS, AVD,2014;; MOTTA-OCHOA, R. et
al.,2017; PAPADOPOULOS, F. et al,2020).

No Brasil a administracdo de BDZ em bebidas alcoodlicas geralmente ¢ conhecido por
golpe do “Boa noite Cinderela”. Sendo desconhecida a relagdo do termo com a pratica ilicita,
ha hipoteses de que o termo correlacione com a historia infantil “cinderela” onde a personagem
principal participa de um grande baile, sendo um dos cenarios favoritos para aplicagdo deste
tipo de golpe. E considerado de uso ilicito ao ser administrado de forma indevida quando
intencionalmente ¢ atrelado a bebidas alcooélicas.

Estudos ressaltam o perigo de tal combinagdo, pois a mesma potencializa o efeito
sinérgico enfatizando sonoléncia, depressdo, comprometimento da coordenagdo motora,
amnésia parcial, atuando também no sistema hepatico reduzindo a atividade enzimadtica e
contribuindo para um efeito psicotropico prolongado do farmaco no organismo, sendo assim,
tal mistura possui na maioria das vezes a finalidade de inviabilizar as a¢des das vitimas ou
favorecer a perda de memoria permitindo assim atos criminosos sem que haja resisténcia da
vitima. Porém, no Brasil ainda ndo ha leis especificas para essa classificacio de crimes
(BOHNERT et al., 2010; A. TAKITANE et al., 2017; SOUSA et al.,2020; ANDRADE, et al,
2023).
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De acordo com Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), orgao
responsavel pelo registro, controle e monitoramento de substancias licitas e ilicitas a portaria
344 de 12 de maio de 1998, determina que algumas substancias de uso medicinal necessitam
de prescrigdo médica por estarem presentes na lista de substancias de interesse forense. Posto
que, no Brasil é considerado ilegal a comercializacdo destes fArmacos sem receituario médico,
podendo ser enquadrado a lei de drogas, levando a aplicagdo de penas impostas pela legislagao

brasileira. (BRASIL,2023; SANTANA, et al 2018 )

3.2 Drogas facilitadoras de crimes (DFCs)

O termo drogas facilitadoras de crimes (DFCs) ¢ utilizado para definir a administragao
maliciosa de substancias quimicas psicoativas, como por exemplo o FLU que por sua vez sio
capazes de intervir no funcionamento do cérebro e atividade motora. Essas drogas atuam
principalmente no sistema nervoso central, provocando alteracdes na consciéncia,
disposi¢ao/atividade motora e pensamentos (NEUROCIENCIAS: CONSUMO E DEPENDENCIA
DE SUBSTANCIAS PSICOATIVAS: RESUMO 2004; ROCHA, R. G. D.2019).

As DFCs sao divididas em trés grupos; as drogas depressoras, que sao responsaveis por
atuar ou contribuir para diminui¢ao da atividade global do sistema nervoso central, reduzindo
ansiedade, atividade motora, e concentragdo (BDZ, opidceos e barbitaricos). Em segundo o
grupo das drogas estimulantes que incluem, cocaina, anfetamina que atuam na altera¢dao dos
sistemas neurais, acarretando um exagerado estado de alerta, deturpacdo dos processos
psiquicos e insOnia. Ja o terceiro grupo inclui as drogas perturbadoras (maconha, ecstasy,
dietilamida do acido lisérgico-LSD). Receberam o nome de alucinogenos, pois elas atuam na
alteracdo do funcionamento cerebral provocando alucinacdes e delirios que ¢ designado pela
desorganizagao de pensamentos, confusao mental, ciclo de sono fragmentado, tais sintomas sao
acarretados pelo comprometimento das fungdes corticais superiores do cérebro em decorréncia
de doencas ou substincias psicoativas (KORSMEYER,2009; TRZEPACZ,2023). Um dos
estudos pioneiros realizado por Elsohly e Salamone revelou que somente no ano de 1999,
foram identificadas mais de 20 substancias, dentre elas estdo presentes cocaina, maconha,
anfetaminas, gama-hidroxibutirato (GHB) e BDZ (HALL & MOORE, 2008). No ano de 2006
em uma revisdo da literatura francesa, iniciou-se o detalhamento que contribuiu para o
conhecimento atual de caracteristicas sobre submissdo de produtos quimicos, concluindo que
os benzodiazepinicos e etanol foram as substancias mais utilizadas (HALL & MOORE, 2008).

Na sociedade contemporanea mundial o crescente uso e abuso de DFCs como BDZ, e

GHB ¢ um problema que se alastra cada vez mais, apresentando um grande desafio para satde
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publica, politica e estabilidade social. Posto que a utilizagao de DFCs se d4 na maioria das vezes
em decorréncia ao planejamento de atos ilicitos, como abuso sexual, apropriacdo de bens
alheios, furto, extorsdo de dinheiro, e crimes contra a pessoa ( PEPIN, 2010; DINIS-OLIVEIRA
E MAGALHAES, 2013;TAKITANE et al., 2017; ROCHA, R. G. D.2019). Segundo o artigo
217-A §1° do Codigo Penal Brasileiro, quando a vitima se encontra incapacitada de consentir
0 ato, ou ndo consegue expressar resisténcia, tal agdo ¢ categorizada como estrupo de vulneravel
(JUSBRASIL,1940).

Apesar de ser um crime mundialmente conhecido, pouco se divulga a respeito de quais
substancias sdo comumente utilizadas para aplicacao dele. De acordo com as guias de agressdes
sexuais facilitadas por drogas, da sociedade de Toxicologistas Forenses (SOFT, 2009),
totalizam-se mais de 100 substancias DFCs, no qual destacam-se no cenario nacional os BDZ
como, FLU, clonazepam, alprazolam (TAKITANE et al, 2017; DOS REIS 2018).

Entretanto a comprovacdo real de um crime acometido como esse € extremamente
complexa, devido a diversos fatores, sendo um deles a metabolizagdo e eliminagdo mais rapida
do organismo, como no caso do GHB, sendo necessdrio ampliar o desenvolvimento e
aprimoramento de métodos analiticos precisos e sensiveis, para detec¢do e quantificagdo das
mesmas (PACHECO, 2017). Outro fator extremamente relevante ¢ a relutancia das vitimas
em denunciar esse tipo de crime, principalmente em casos de violagdo sexual devidos a tabus
presentes na sociedade e o fato de serem na maioria das vezes incapazes de se recordar
nitidamente do ocorrido, o que por sua vez leva a ndo denuincia ou registro de crime atempada,
dificultando assim a pericia criminal, devido as caracteristicas quimicas dessas drogas
(TSELIOU, F. et al.,2019). Como apresentado na séries da Netflix “Alba”, onde ilustra um
cenario de administragdo de DFCs, para facilitar abuso sexual contra mulher ¢ em “Um canibal
americano” onde as vitimas foram dopadas e acometidas a crimes sexuais e assassinato, a
mesma ¢ baseada em fatos reais ocorridos entre os anos de 1978 e 1991 por Jeffrey Lionel

Dahmer (ROSARIO, L. A,2022).
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3.2.1 Toxicologia forense

Atualmente as analises quimicas desempenham um papel fundamental na detec¢do do
uso de drogas de abuso, destarte que ela ¢ aplicada em diversas areas da sociedade, como
trabalho, esporte, tratamento de dependéncias e andlises forenses. A toxicologia forense ¢ um
ramo da ciéncia que estd envolvida de maneira interdisciplinar, estando intrinsicamente ligada
aos métodos analiticos desempenhando papel fundamental em casos criminais e judiciais,
como, acidentes ou mortes suspeitas, pois ela auxilia na investigagdo, identificacdo e
quantificacdo de substancias consideradas nocivas, detalhando assim também causas e efeitos
de sua exposicdo aos seres humanos. Por conseguinte, essa ciéncia na atualidade atua em
pericias sendo cada vez mais indispensavel a satde publica, contribuindo para a deteccao e
falsificagdo de medicamentos facilitando assim a investigagdo de acidentes e crimes
envolvendo substancias quimicas ( DE SOUSA, 2011; JESUS SILVA, 2021; DE LIMA
PAIXAO et al,2023).

3.2.2 Métodos analiticos no contexto forense

Os métodos analiticos no contexto forenses exercem um papel fundamental na
materializacdo de evidéncias criminais, as andlises possuem como objetivo identificar
quantificar, drogas presentes em amostras bioldgicas, como cabelo, urina e bebidas. Possuindo
como preceito a utilizagdo de um método analitico adequado, como parametros de validagdo
previamente definidos como, precisdo ¢ estabilidade, seletividade, limite de deteccdo e
quantificacdo do método, calibragdo, a fim da realizacdo de uma investigacao eficiente, que
resulta em um diagnéstico fidedigno (SILVA,2017; WILLE, S. M. R. et al, 2018).

A Tabela 1 mostra as técnicas que podem ser empregadas a um esquema analitico com
fins de investigacdo forense para detec¢do de drogas ou produtos quimicos. Estas estdo sub-
classificadas por grupos. No qual o grupo A, fornecem informacdes a respeito do maior nivel
de seletividade através de analise estrutural, sendo utilizadas as presentes técnicas.
Infravermelho, Espectrometria de Massa, Ressondncia Magnética Nuclear, ¢ de Raman e
Difracao de Raio-x. Ja no grupo B, um alto nivel de seletividade analisando caracteristicas
fisico-quimicas, utilizando das seguintes técnicas; Eletroforese Capilar, Cromatografia Gasosa,
Espectrometria de Mobilidade de fons, Cromatografia Liquida, Testes Microcristalinos,
Marcadores Farmacoldgicos, Cromatografia de Camada Delgada. As técnicas de Categoria ¢

como: Testes Colorimétricos, Imunoensaios, Ponto de Fusdo e Espectroscopia de Ultravioleta
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Visivel apresenta um nivel inferior de seletividade, entretanto contribui com o fornecimento de

informagoes gerais (SWGDRUG,2019).

Tabela 1 - Técnicas analiticas, agrupadas de acordo com seu nivel potencial de seletividade.

Grupo A Grupo B Grupo C
Infravermelho Eletroforese Capilar Testes Colorimétricos
Espectrometria de Massa  Cromatografia Gasosa Espectroscopia de Fluorescéncia
Ressonancia Magnética Espectrometria de Mobilidade de fons Imunoensaios
Nuclear Testes Microcristalinos Ponto de Fusdo
Espectrometria de Raman Marcadores Farmacoldgicos Espectroscopia de Ultravioleta Visivel
Difragdo de Raio-X Cromatografia de Camada Delgada

Fonte: SWGDRUG, 2019.

3.3 Métodos eletroanaliticos

Apesar dos fendmenos elétricos estaticos serem observados desde antigamente, o real
inicio das andlises eletroquimicas ocorreu somente em meados do século XIX, com o
anatomista bolonhés Luigi Galvani. Desta forma a eletroanalise pode ser considerada a juncao
entre a eletroquimica e Quimica Analitica (FATIBELLO FILHO., et al,2022).

As técnicas eletroanaliticas vem sendo utilizadas regularmente para analises de uma
ampla gama de substincias, biomédicas, farmacoldgicas e industriais. Tais técnicas sdo
baseadas na compreensdo de métodos quantitativos através de estudos eletroquimicos, como
reacOes de oxirreducdo oriundas das interagdes entre o analito e ET, proporcionando assim
uma riqueza de dados a respeito do analito de interesse ( CROUCHER,2000; BALBINO, M.
A.etal.2012; FATIBELLO FILHO,2022; CARVALHO,2023).

Na Figura 2 ¢é exposto um diagrama dos métodos eletroanaliticos comumente mais
conhecidos. Estes métodos se encontram divididos em métodos ndo interfaciais, baseados na
condutometria e titulagdes condutométricas e os métodos interfaciais que apresentam diversos
subgrupos ¢ podem ser classificados como dindmicos e estaticos, com base na corrente presente
no sistema. Nos métodos interfaciais estaticos estdo presentes as técnicas de potencidmetria e
titulagdo potencidmetrica, e o grupo dindmico apresentam as técnicas de potencial controlado
como, eletrogravimetria, voltametria, titulagdes amperométricas e coulometria

(CROUCHER,2000; USLU,2011; FATIBELLO FILHO,2022).
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Figura 2: Diagrama de métodos eletroanaliticos.
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Fonte: FATIBELLO-FILHO, 2022.

Dentre as diversas vantagens da utilizacdo dos métodos eletroanaliticos destacam-se a
investiga¢do do comportamento eletroquimico de um analito sem que haja a necessidade de um
pré-tratamento de amostras, logo a cor e presenca de material em suspensdo nao alteram na
determinacdo do analito. Além disso, permite determinagdes rapidas que podem ser realizadas
simultaneamente, oferece boa sensibilidade, baixo custo relativamente baixo, podem ser
miniaturizados e portateis, contribuindo assim para aplicagdo directamente no local de
necessidade (FATIBELLO FILHO,2022). Entre as técnicas apresentadas anteriormente se
sobressaem as técnicas de Voltametria Ciclica (VC) ¢ Voltametria de Onda Quadrada (VOQ),
Voltametria de Pulso Normal (VPN) e Voltametria de Pulso Diferencial (VPD), devido sua
vasta aplicabilidade em estudos de andlise de investiga¢do do analito, com melhores limites de
quantificacdo e detecgdo, atuando em uma vasta gama de aplicagdo como, no controle e
qualidade de alimentos, andlises de medicagdes na inddstria farmacéutica, dentre outras
(PACHECO et al, 2013; DEROCO, et al 2014; SILVA,2019; GONCALVES, et al.,2020;
PUSHPANJALI, et al.,2022).
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3.3.1 Meétodos voltamétricos

A voltametria ¢ um método eletroquimico que fornece informagdes qualitativa e/ou
quantitativas de uma determinada espécie quimica, envolvendo a aplicacdo de um potencial
elétrico varidvel em fung¢do do tempo a uma amostra (varredura) e medi¢do da corrente
resultante, fornecendo curvas denominadas voltamogramas, nestes voltamogramas ¢ possivel
observar a presenga ou auséncia de picos advindos da resposta de corrente elétrica em relagdo
(corrente-potencial) derivadas da eletrdlise do analito numa célula eletroquimica (ARIELO et
al.,2021).

A aplica¢do de um potencial no eletrodo de trabalho (ET) pode contribuir para o processo
de reagdes redox que ocorre na interface do eletrodo e a solucdo eletrolitica presente na
superficie, de forma que essa transferéncia de elétrons resulte na corrente medida, designada de
corrente faradaica, gerando também uma corrente residual constituida por duas fontes, sendo
uma oriunda da oxidagdo ou redugdo de tragos de impurezas e/ou impurezas do sal empregado
como eletrélito de suporte. A segunda ¢ definida como corrente capacitiva que € resultante do
fluxo de ions que carrega a dupla camada elétrica na superficie do ET, sendo classificada como
corrente ndo faradaica, pois a carga ¢ conduzida na interface eletrodo/solu¢do, ndo gerando
assim quaisquer processos de oxidagdo ou redugdo, ocorrendo em fungdo somente da atragao

eletrostatica entre 0 ET e os ions no eletrolito (SKOOG ET AL., 2006).

3.4 Voltametria Ciclica (VC)

A técnica de VC ¢ capaz de fornecer informagdes qualitativas e quantitativas de um
determinado analito em uma célula eletroquimica, contribuindo assim para compreensao de um
sistema (DIAS,2020). Essa técnica ¢ baseada em uma varredura de potencial realizado
linearmente com o tempo, que em um primeiro momento segue em uma dire¢do (direta) e em
seguida retorna na dire¢@o (inversa), a0 mesmo tempo que a corrente do sistema ¢ monitorada
(ARAUIJO, 2022).

Sistemas eletroquimicos podem ser determinados como sendo reversiveis ou irreversiveis,
e essas classificagdes estdo diretamente correlacionadas s propriedades quimicas da substancia
a ser analisada, onde, quando ha uma transferéncia eletronica reversivel, mostra um processo
no sentido de oxidacdo (perda de elétrons) ¢ no sentido de redugdo (ganho de elétrons)
apresentando um par de pico, sendo um pico anddico e outro catddico, com formas bem

definidas e simétricas. (GREEEF et al, 1985).
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Na Figura 3 encontra-se um voltamograma ciclico de uma analise de [Fe(CN)s] m

solugdo tampao fosfato de 0,1 mol L-1.

Figura 3: Voltamograma Ciclico (VC) do [Fe(CN)e]>"*
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Fonte: FOGUEL, 2009.

Diferentemente dos processos reversiveis, nos irreversiveis o processo de transferéncia de
elétrons entre a solucao e o ET ocorre de forma lenta, sendo favorecido em apenas um sentido
(redugdo ou oxidagao), havendo assim uma diferenca na velocidade de transporte de massa. Em
vista disto os sistemas apresentam apenas um pico, ndo mostrando uma resposta inversa,
quando ocorre a inversdo de varredura, possuindo assim picos assimétricos € ndo muito bem
definidos (BRETT, 1993; ARISTOV; HABEKOST, 2015; ELGRISHI et al., 2018).

A Figura 4, apresenta um voltamograma ciclico de sistema que possui processo A)

irreversivel € B) um quase reversivel.

Figura 4: Voltamograma Ciclico de um sistema contendo A) processos irreversiveis e B) quase

reversiveis.
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Fonte: Adaptacdao de BRETT, 1993.



3.4.1 Voltametria de Onda Quadrada

A técnica de polarografia de onda quadrada moderna ocorreu gragas ao advento
dos elementos eletroquimicos digitais, permitindo assim um gerenciamento mais
eficaz dos parametros instrumentais e/ou técnicas (FATIBELLO FILHO, 2022).
Sendo utilizada para fins analiticos destaca-se por possuir uma grande amplitude e
possibilitar uma vasta explanagdo de mecanismos de reag¢do sendo considerada uma
das técnicas mais versateis, por conseguinte possui uma alta sensibilidade analitica,
apresentando um melhor LD em relacio a VC , podendo apresentar um
voltamograma em menos de 10 microssegundos com alta sensibilidade (SKOOG,
2015; OTAROLA et al., 2016; ROBLES et al., 2017).

Para que ocorra uma reversibilidade na técnica de VOQ € necessario que o pulso
seja suficientemente elevado para que haja a oxidacao do produto, que por sua vez
se forme no sentido direto e ocorra no sentido inverso, gerando assim uma corrente
catodica (I,c) e no sentido inverso gerando uma corrente anddica (Ipa), 0
voltamograma fornecido ¢ resultado da diferenga entre essas correntes sendo
proporcional a concentragdo do analito, como exposto na Figura 5 (SKOOG,

HOLER, CROUCH, WEST, 2013).

Figura 5: Reacdo reversivel ao sinal de excitacdo em resposta a fungéo de corrente.
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Fonte: SKOOG, WEST, HOLLER, 2015.
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3.4.2 Sensores Analiticos

Os sensores quimicos sdo dispositivos capazes de coletar dados, a fim de fornecer
informagdes como, a concentragdo de uma determinada espécie em uma amostra, com a
manipulacdo minima do sistema estudado. Desta forma, os dados obtidos podem ser analisados
e relacionados a outros pardmetros no meio em que estdo inseridos, estes dispositivos se
destacam cada vez mais por possuirem caracteristicas peculiares que os distinguem de métodos
instrumentais de grande porte (GARCIA,2017).

Os sensores analiticos sdo dispositivos que por sua vez devem funcionar de maneira
reversivel e continua, permitindo que a analise seja realizada diretamente na matriz, sem que
haja a necessidade prévia de preparo de amostra, podendo ser categorizados com base no tipo
de resposta que ¢ medida, como por exemplo; eletroquimicos, colorimétricos, opticos, elétricos
e magnéticos, cada categoria de sensor fornece respostas especificas, em relagdo as suas
respectivas aplicagdes, proporcionando por sua vez andlises rapidas, sensiveis e precisas
(GARCIA,2017). Logo os sensores eletroquimicos convertem a interagdo eletroquimica em
sinal (resposta), permitindo assim o fornecimento de dados para o analista (LOWINSOHN,
2006; GARCIA,2017). A Figura 6 apresenta alguns dos sensores quimicos portateis existentes,

em distintas aplicagdes.

Figura 6:Tipos distintos de sensores quimicos portateis existente
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Fonte: Autor, 2023.
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3.4.3 Sensores eletroquimicos portateis

Um sensor eletroquimico é um dispositivo que possui a capacidade de transformar
interagdes quimica ocorridas entre o ET em respostas eletroanaliticas decorrente de um
processo de oxidacao ou reducdo. A utilizacdo desses eletrodos como sensores eletroquimicos
tem se mostrado cada vez mais atrativa, pois eles podem ser fabricados com diferentes
materiais como por exemplo: platina, ouro, cobre, niquel e at¢ mesmo em grafite em po
(HULANICKI, GLAB ¢ INGMAN, 1991; GARCIA,2017).

Sensores eletroquimicos, vem sendo utilizados em diversas areas por serem uma
alternativa simples e de facil uso (METTERS, KADARA e BANKS, 2011; LI et al., 2012).
Diante ao exposto o dispositivo destaca-se por ser resistente, uma vez que todos os eletrodos
(eletrodo de trabalho (ET), eletrodo auxiliar (EA) ¢ eletrodo de referéncia (ER) podem ser
fabricados diretamente sobre o substrato como de um material ceramico por exemplo, ou até
mesmo papel e plastico. Além disso permite ainda etapas de modificacdo da superficie do
mesmo, a fim de aumentar o nivel de seletividade e torna-lo ainda mais sensivel
(GARCIA,2017; RENEDO, ALONSO-LOMILLO E MARTINEZ, 2007; LI ET AL., 2012).
Tais modificagdes podem ser realizadas através da utilizag@o de diversos nanomateriais como,
nanoparticulas de ouro (KHAIRY ET AL., 2010; CINTI ET AL., 2016), grafeno (JAISWAL
ET AL., 2017; J ET AL., 2017), e nanotubos de carbono (HERNANDEZ-IBANEZ ET AL.,
2016; OCHIAI ET AL., 2017).

Atualmente, esses sensores sdo comercializados por diversas empresas como a DropSens,
a Gamry, a PalmSens, a BVT, a Micrux, entre outras. Sao comercializadas diferentes formatos
¢ tamanhos e com diferentes tipos de ET modificados ¢ ndo modificados (GARCIA,2017).

Compreende-se como ET, o eletrodo em que ocorre a reducao ou oxidagdo do analito, onde
ele se encontra em contato com a solugdo eletrolitica, no qual potencial e corrente estdo
variando linearmente com o tempo (SKOOG, HOLER, CROUCH, WEST, 2013). J4 o eletrodo
de referéncia (ER) permanece com um potencial constante, independente das espécies presente
no sistema, sendo comumente utilizado o eletrodo de prata/cloreto de prata com potencial de
0,199V (SKOOG, HOLER, CROUCH, WEST, 2013).

Normalmente ¢ feita a utiliza¢ao de fio de platina ou material derivado de mercurio como
eletrodo auxiliar (EA) e ele desempenha a fung¢do de minimizagdo de possiveis erros que
ocorrem na célula eletroquimica, quando aplicado um certo potencial no eletrodo de trabalho

(SKOOG, WEST, HOLLER, 2015).
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3.4.4 Eletrodos quimicos impressos (SPEs)

Os Eletrodos Quimicos Impressos, (SPEs), do inglés “Eletrodos impressos em tela”,
sdo dispositivos comerciais utilizados para realizacdo de andlises eletroquimicas. Logo, eles
tém sido aplicados para a determinagdo de diversos analitos em diferentes areas como clinica
forense, ambiental e farmacéutica. Diante ao exposto, evidencia-se o 6timo custo beneficio de
sua utilizacdo em analises eletroquimicas, por serem dispositivos descartaveis, leves e portateis,
que podem ser fabricados em larga escala ao longo de diferentes substratos como mostrado na
figura 7, sendo planejados de acordo com a necessidade de aplicacdo (BERNALTE ET AL.,
2012; BERNALTE ET AL., 2013; ALMEIDA ET AL., 2014; HAYAT E MARTY, 2014;
TORMIN ET AL., 2014;TALEAT ET AL., 2014; TORMIN ET AL., 2014; CUMBA ET AL.,
2015; COUTO ET AL., 2016).

Figura 7: Ilustragdo da estrutura de um sensor eletroquimico comercial de carbono com 3 eletrodos:

referéncia (ER), contra eletrodo (CE) ¢ eletrodo de trabalho (ET).

Contra eletrodo.

Eletrodo ==,
de trabalho. - . Eletrodo

de referencia.

Conexéo
do C.E

Conexao
Lo u. ) do E.R

Conexao do W.E .
Fonte: Adaptado da (DROPSENS, 2023).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes e solucoes

Este estudo adota uma abordagem quantitativa de pesquisa para determinagao de FLU
em bebidas, logo, estimasse que todos os reagentes utilizados estejam empregados em grau
analitico. As solugdes foram preparadas utilizando agua destilada, em um sistema de destilador
de dgua do tipo pilsen (modelo: Q341-25) e o Flunitrazepam em pilulas da marca ROHYDORM
2MG.

Para o preparo de solucdo estoque de concentragdo 24,0 mg/L. de FLU, macerou-se ¢
pesou-se aproximadamente 12mg de FLU e posterior a isso realizou-se a diluicdo em agua
ultrapura. Para a preparagio do eletrdlito suporte (KCI 4 mol L' solubilizou-se cerca 7,4550 g
de KCL em agua purificada. A balanga a qual realizou-se a pesagem dos reagentes possui
precisdo de 0,0001g. Subsequente a isso as solu¢des padrdo foram preparadas diluindo-se
aliquotas advinda da solugao estoque em solucao de eletrélito suporte empregado tampao KCL

4mol/L™!, pH igual a 7.

4.2 Instrumentacio- medicoes voltametricas

Neste estudo utilizou-se para realizar as medi¢des voltamétricas o equipamento da
empresa Autolab Metrohm DropSens, um Potenciostato/Galvanostato portatil uStat 400. A fim
de investigar os dados fornecidos na analise, ele foi acoplado e conectado a um computador
Celeron D Intel, para fins de obtencao e registro dos dados. O software usado para tratamento

dos dados foi o DropView. A Figura 8 mostra instrumentagao utilizada.

Figura 8: Instrumentagdo analitica usada no presente trabalho.

Nota: (A) Potenciostato, (B) Computador para analises, (C) Caixinha acopladora
do sensor eletroquimico e dos eletrodos do equipamento, (D) Equipamento completo.
Fonte: Autor, 2023.
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4.3 Sensor comercial de carbono

O sensor eletroquimico comercial que foi utilizado € o modelo 110 da DropSens, nele
contém eletrodos impressos em uma plataforma cerdmica. O ET (4 mm de didmetro) e EA sdo
constituidos de carbono e o ER ¢ constituido de prata. As dimensdes do sensor sdo: 33 mm de
comprimento, 10 mm de largura e 0,5 mm de espessura. A Figura 9 ilustra a estrutura do sensor
comercial de carbono impresso em placa ceramica.

Figura 9— Estrutura do sensor eletroquimico comercial de carbono.

= Metrohm

Fonte: : Adaptado da (DROPSENS, 2023).
4.4 Procedimento de limpeza do sensor comercial de carbono

O processo de limpeza do sensor comercial de carbono para eliminar eliminagdo de
possiveis impurezas que estejam adsorvidas na sua superficie, constitui-se na utilizacdo de
cotonete (algodao), antes e depois da sua utilizacdo. Apds esse procedimento de limpeza foi
realizada uma varredura via VC com o intuito de analisar o perfil voltamétrico do KCI no

SEnSsor.
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4.5 Aplicacao dos métodos voltamétricos

Para a estudo inicial, optou-se pela técnica de VC, onde foi adicionada 50 puL da solugao
padrao do FLU 24 mg/L, e feita a varredura na faixa de potencial de + 0.8 a-1.0 V.
Posteriormente a isso utilizou-se a mesma metodologia para aplicacao de voltametria de

onda quadrada.

Figura 10 — Ilustragdo da metodologia utilizada para obtengao
de voltamogramas.
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Fonte: Autor, 2023

4.6 Otimizac¢ao das condicdes experimentais

A Partir dos voltamogramas obtidos através da técnica de VC, realizou-se o tratamento
de dados adequado e avaliou-se a resposta eletroquimica do FLU no sensor comercial de
carbono, com o intuito de avaliar a faixa de concentragdo que forneca resposta para o analito.
Como dito anteriormente, utilizou-se solugdes padrao com concentragdes de 4,8 a 24 mg/L.

Posteriormente, ainda utilizando a técnica de VC, realizou-se o estudo de variacdo de
velocidade de varredura (v), em solu¢dao padrdo de FLU 19,2 mg/L, a fim de avaliar se
transporte de massa € governado por um processo adsortivo ou difusional. Utilizou-se a técnica
de VOQ para otimizacdo dos seguintes parametros: frequéncia (Hertz ), amplitude (Volts), e

Estep (Incremento de Potencial Volts).

4.7 Construcao da curva analitica

Com intuito de determinar a faixa linear, LD e LQ, do método, apds otimizagdao dos
parametros construiu-se uma curva de calibragao através da técnica de VOQ, utilizando solugdo
padrao de FLU na faixa de concentracao de 4 mg/L a 14 mg/L, com frequéncia de 20 Hz,
amplitude igual a 0,035 V, ¢ Estepiguala 0,5 V.
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4.8 Aplicacio em amostras de bebidas

A determinacao de FLU em amostras de bebidas foi realizada utilizando o método
voltamétrico desenvolvido. As amostras foram inicialmente dopadas com uma solugdo padrao
de FLU 14,4 mg/L. na propor¢ao de 1:1(FLU:bebida). Utilizou-se amostra de cachaga de
jambu bebida tipica a regido norte do Brasil, especificamente do estado do Para e com teor
alcodlico de cerca de 38% bem como amostra de 4gua mineral, comumente encontrada em
mercados, restaurantes, lanchonetes e ou quaisquer outros pontos comerciais. ApOs agitacao
manual, as amostras foram analisadas na técnica de VOQ, utilizando os pardmetros

otimizados para a constru¢do da curva de calibragdo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Desenvolvimento do método

Para o desenvolvimento da metodologia de deteccdo do FLU sem tratamento prévio de
amostra, 0s  experimentos iniciais consistiram na investigacdo do comportamento
eletroquimico do analito de interesse, no que se refere aos processos de oxirreducdo, sendo
analisado em diferentes concentragoes; 4,8mg/L; 9,6 mg/L; 14,4 mg/L; 19,2 mg/L; 24,0 mg/L.
Através da técnica de VC, os voltamogramas foram registrados na faixa de potencial +0.8 a -
1.0 v em eletrolito de suporte KC1 4 mol L+ (pH 7,0), onde por sua vez o eletrolito favoreceu
uma Otima estabilidade para linha de base, contribuindo para correntes de pico mais intensas
para o analito estudado.

A Figura 11 apresenta um voltamograma ciclico para o FLU com concentragao igual a 24
mg/L, nas condigdes experimentais ja descritas anteriormente, o qual evidencia o

comportamento eletroquimico apresentando picos de oxidacdo e reducdo do FLU no sensor

eletroquimico.
Figura 11: Voltamograma ciclico de KCl e Flunitrazepam.
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Nota-se na Figura 12, através do estudo eletroquimico do FLU em uma concentragao de
19,2 mg/L, sob as condi¢des experimentais; faixa de potencial de varredura: +0,8 Ve -1,0 V,
Estep; 0.002 V, Srat; 0.05 V, n/scans;3. Diante de tais condi¢gdes experimentais o sensor
eletroquimico comercial revela através dos voltamogramas ciclicos, sinais eletroquimicos de
picos anddicos (Ipa) e catodicos (Ipc). Sendo os mesmos estaveis e bem definidos, apresentando
um pico de oxidagdo (Ipa) e dois de reducao (Ipc), para as trés corridas (scans). Observa-se uma
diferenca de intensidade entre os scans, como por exemplo uma maior intensidade do scan na
cor rosa em relagdo a cor azul, logo a medida que aumenta o numero de scans mais intensos
serdo os picos fornecendo assim indicios de um processo adsortivo.

Figura 12: VC do Flunitrazepam em concentragdo de 19,2 mg/L com um pico de
oxidagdo (O1) e dois de redugdo (R e Ry).

Corrente (uA)

T
-1,0 -0,8 06 -04 -02 0.0 0,2 0,4 0,6 0,8
Potencial (V)
Fonte: Autor, 2023.

De acordo com estudos anteriores, ao qual se refere ao mecanismo redox do FLU, o pico
de oxidacdo (O) corresponde possivelmente a uma oxidacdo da hidroxilamina no anélogo
nitroso, entretanto faz se necessario estudos mais abrangentes que possam definir o0 mecanismo
de oxidacao envolvido no mesmo. J4 o pico de reducdo R1, € proveniente da redugdo do grupo
nitro a hidroxilamina que foi oxidada no pico (O). Posteriormente a isso o pico de redugdo (R2)

condiz com a reducdo do grupo 7-nitro a hidroxilamina, (LU, M. ET AL,2012;
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HONEYCHURCH, KC ET AL.,2015; SOHOULL E. ET AL.,2020; PAPADOPOULOS, F. ET
AL.,2020).

5.2 Estudo de Velocidade de Varredura

Para uma melhor compreensdo dos processos eletroquimicas provenientes da
oxirreducdo do Flunitrazepam, avaliou-se o efeito de variagdo da velocidade de varredura
utilizando a técnica de voltametria ciclica (VC), variando a velocidade de varredura de 10 a
100mV/s-1, sob as condi¢des experimentais apresentadas anteriormente, tornando-se possivel
observar que a medida em que a velocidade aumenta obtém-se picos mais intensos,
fortalecendo ainda mais a hipdtese de um processo controlado majoritariamente por adsorgao.

Os voltamogramas obtidos podem ser observados na figura 13.

Figura 13: Voltamograma ciclico obtidos para o estudo do efeito da
variagdo de velocidade de varredura no processo de oxirreducdo de FLU.

40 -
20 4
< 04
=]
é-zo— [é
o | |
@]

— 10mV/s

-40 + 25 mVis
b 50 mV/s
60 - 75 mVis

100 mV/s

T
-10 08 06 04 02 00 0,2 04 06 0,8

Potencial (V)
Fonte: Autor, 2023.
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5.3 Investigacio do transporte de massa

Com intuito de comprovar qual fenomeno eletroquimico se encontra realmente presente
no transporte de massa do FLU no sensor utilizado, no qual houve indicios de um carater
adsortivo, realizou-se o tratamento de dados apresentados na figura anterior. Para isso contruiu-
se para cada pico (O, R; e Ry) gréficos de logaritmo da corrente (log 1) versus logaritimo da
velocidade (log v) (log 1 versus log v ) e graficos de corrente (i) versuss velocidadade (v) (i
versuss V). Nos garficos de log de 1 versuss log de v avalia-se o valor do coeficiente angular
(slope), sendo que valores proximos a 0,5 indicam que a etapa determinante do transporte de
massa ¢ governada por difusdo e valores proximos a 1,0 indicam um transporte de massa
governado por adsor¢do. Ja o segundo grafico (i versuss v) avalia-se o valor do coeficiente de
correlagdo linear (R?), sendo que quanto mais proximo a 1,0 o valor de R? indica um transporte
de massa governado por adsor¢ao.

Na Figura 14 A, verifica-se que para o pico da oxidacdo (O) do FLU, o valor de coeficiente
angular foi igual a 1,088 ¢ na figura 12B , o R?foi igual a 0,9954. Deste modo analisando os
dois graficos simultaneamente, verifica-se que o processo de oxidacdo do FLU ¢ governado
majoritariamente por adsor¢do. Em suma vale ressaltar que a respeito do valor superior a 1,0
foram realizados estudos na literatura, entretanto, ndo foi encontrado uma justificativa
plausivel, o que se indica um possivel erro de leitura de pico ou um processo possivelmente
desconhecido (SILVA, L.PJI et al.,2015).

Figura 14: A) Grafico de logaritmo (log i versus log v) e B) Grafico de corrente (i) versus velocidade (i versus

V) para o pico anodico.
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Ap6s realizar-se 0 mesmo estudo para o pico de redugdo (R, foi plausivel a analise de dados,

onde o valor do coeficiente angular foi igual a 0,599 e um R foi igual a 0,9243. Segundo Silva

e colaboradores (SILVA, LP:JI etal.,2015) tais respostas caracterizam um processo controlado

por ambos fenomenos (adsorc¢ao e difusao).

e B) grafico de corrente (i) versus velocidade (v) (i versus v) para o pico R;.

LOG (uA)

Figura 15: A) Gréafico de logaritmo da corrente (log 1) versus logaritmo da velocidade (log 1 versus log v)
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Por fim, para o pico Rz, o valor do coeficiente angular foi igual a 0,47 e do R? foi igual a

0,6107, valores esses esperados para processos controlados majoritariamente por difusao.

e B) grafico de corrente (i) versus velocidade (v) (i versus v) para o pico R.

Figura 16: A) Grafico de logaritmo da corrente (log i) versus logaritmo da velocidade (log i versus log v)
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Deste modo, conclui-se que o FLU apresenta processos distintos em cada fase de seu

processo eletroquimico de oxirredugdo, posto que ele apresentou cardcter adsortivo no pico de

(O), carater simultaneo de difusdo e adsor¢do para o pico de reducdo e por fim, um processo

controlado majoritariamente por difusdo para o pico R,, tal qual o mesmo foi escolhido para
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realizar estudos posteriores para aprimoramento da metodologia, no sentido a determinacao
eletroquimica do FLU em amostras forenses com grande confiabilidade, uma vez que no
potencial que se encontra o pico R* ndo tem carater adsortivo, assim, corroborando para
uso deste processo de redugdo para o desenvolvimento da metodologia. Vale ressaltar que
devido o analito apresentar um sistema controlado por adsor¢do ¢ difusdo, isso inviabilizou a

aplicacdo de estudo de repetibilidade no sensor eletroquimico comercial.

5.4 Otimizacao de parametros eletroquimicos

Visando obter uma melhor resposta eletroquimica em termos da relagdo sinal-ruido,
assim como uma melhor sensibilidade do método, utilizou-se a técnica de VOQ onde as
respostas analiticas favoraveis dependem de algumas condigdes, como a otimizacdo de
parametros instrumentais, sendo eles: Amplitude (Volts), Frequéncia (Hertz - Hz) e Estep
(Incremento de Potencial - Volts). Objetivando uma avaliagdo do comportamento eletroquimico
do FLU no processo correspondente ao pico R2, realizou-se estudos univariados para a
otimizagdo dos parametros.

5.5 Otimizacio frequéncia

A frequéncia € considerada um dos parametros mais importantes em VOQ, em relagdo
a obtenc¢do de sinal-ruido, logo a mesma atua contribuindo para determinacao de pico, posto
que esta diretamente associada a sensibilidade do método, sendo assim um parametro
extremamente relevante em analises que apresentam um comportamento redox (BRETT e
BRETT, 1996; BARD e FAULKNER, 2001).

Para o presente estudo avaliou-se a frequéncia entre 10 Hz e 50 Hz, com a finalidade
de observar qual das frequencia apresetaria resposta eletroquimicas favoravel para o FLU.
Conforme apresentado na Figura 17 a resposta eletroquimica em fungdo da variacdo da
frequéncia, utilizando a concentragdo de solugdo padrdo igual a 19,2 mg/L de flunitrazepam,
em uma faixa de potencial de -0,25 a -0,8 V, mantendo os pardmetros de amplitude e Estep,
fixos; amplitude em 0.003V e Estep em 0.003V, respctivamente. A parti disso foi possivel
classificar a frequéncia que melhor demonstrou uma resposta analitica, sendo ela a de 20 Hz,
logo a mesma apresenta uma Otima estabilidade, ndo apresentando ruidos em otimizagdes

posteriores.
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Figura 17: Otimizacdo de frequéncia utilizando a VOQ, com concentragdo de 19,2 mg/L de

flunitrazepam.
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Fonte: Autor, 2023

5.6 Otimizacao da amplitude

Posteriormente, mantendo-se a frequéncia otimizada em 20 Hz, realizou-se o estudo
sobre a influéncia da amplitude do pulso de potencial em relagdo a intensidade dos picos, onde
variou-se entre 0.025V e 0.0100 V. Segundo ZOSKY, 2006, valores de amplitudes altos
favorecem picos mais largos e intensos, entretanto para o caso do analito em questdo, apos
tratamento de dados realizado por meio do software Origin Pro 9.0, obtendo assim um sinal

eletroquimico mais estavel e intenso foi o de 0.035 V, como pode ser observado na figura 18.

Figura 18: Otimizag@o de amplitude utilizando a VOQ, com concentragio de 19,2 mg/L de

flunitrazepam.
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5.7 Otimizacio de incremento de potencial (Escp)

O parametro subsequente a ser otimizado foi o de Es., , mantendo-se a frequéncia
otimizada fixa em 20 Hz e a amplitude em 0.035V, variou-se o Egp entre 0,001V e 0,005 V.
Na Figura 19 ¢ apresentada a resposta em fun¢do da variacdo de Eg.p, para concentragio de
FLU igual a 19,2 mg/L, que apo6s tratamento de dados, definiu-se que a melhor condigdo de
analise € representada por Eg, igual a 0, 005 V.

Figura 19: Otimizacao de Step utilizando a VOQ, com concentrag@o de 19,2 mg/L de
flunitrazepam.

Corrente (uA)

—_—0.001V
—_—0.002V
7 0.003V

—_—0.004V
0.005V

Potencial (V)
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6. CURVA DE CALIBRACAO PARA FLU

Diante dos parametros experimentais otimizados na VOQ, construiu-se a curva analitica
(n=3) para o flunitrazepam, com intuito de determinar a faixa linear, os valores de LD e LQ
para o presente método. A curva analitica mostrou significativa rela¢do linear na faixa de 4 a
14 mg/L, cujo valor de correlacgdo linear foi igual a 0,999. Os valores de LD e LQ Limite de
quantificacdo foram estimados em 3,5 mg/L e 12,7 mg/L, respectivamente. Sendo o LD a
concentracdo minima de uma substancia que pode ser detectada e LQ o menor valor de
concentragdo do analito que pode ser quantificada de forma confiavel. Vale ressaltar os valores
foram estimados por meio da relagdo de (3*DP/ b) e o valor de LQ foi estimado por meio da
relagdo de (10*DP/b), sendo que o DP ¢ o desvio padrao da média aritmética de

voltamogramas de branco e b o coeficiente angular da curva analitica.
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Figura 20: Curva analitica obtida para o flunitrazepam usando o sensor
comercial de carbono.
12

10

Corrente(uA)

o

- . . I . - .
4 6 8 10 12 14 16
[FLU] (mg/L)

Fonte: Autor, 2023.

7. Aplicacio em amostras de bebidas

A fim de, validar e comprovar a viabilidade de utilizacdo dos sensores eletroquimicos
comerciais em amostras forenses, realizou-se o estudo em fun¢do da resposta eletroquimica do
método analitico desenvolvido neste trabalho em amostras reais de bebidas dopadas com FLU.
Considerando que em um cenario tipico de uso de DFCs, as bebidas das vitimas sdo dopadas
com intuito de que elas fiquem escassas de suas habilidades motoras e possam oferecer
resisténcia a qualquer tipo de ato, facilitando assim o acometimento das diversas atrocidades,
por tais razdes avaliou-se duas bebidas distintas. A utilizacdo de benzodiazepinicos em
conjunto a bebidas alcoolicas, potencializa ainda mais os seus efeitos depressores no SNC,
sendo umas das formas favoritas de se utilizar este farmaco para pratica de atos ilicitos, tal

comportamento se torna nocivo a satde a ponto de levar a morte.

Frente a isso, apos a comprovacao de que o método de determinacao do FLU, com a
utilizagdo de sensor comercial, segue as especificagdes de validagao de métodos analiticos, a
viabilidade foi testada em duas amostra reais utilizando de uma concentracao de flunitrazepam
na propor¢do de 1:1 em relacdo a cachaca de jambu, uma cachaga regional comumente

encontrada na regido do Para, sendo uma bebida tipicamente utilizada em cenarios de DFCs,
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sendo estimado um valor de concentragao igual a 7,3 mg/L de FLU na amostra de cachaga

dopada, apresentando picos mais intensos, como pode ser visualizado na Figura 21.

Figura 21: Reposta eletroquimica por VOQ para amostra de cachaga de jambu dopada com FLU.
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Fonte: Autor, 2023.

Segiuse-se 0 mesmo protocolo para determinagdo de FLU em agua, sendo que ela ¢
uma bebida que esta presente diariamente no cotidiano, ndo espacape de ser utilizada em
cenarios de crimes de abuso. A concentragdo de FLU em amostra dopada foi estimada em 6,3
mg/L, apresentando no voltamograma pico largo e defino, conforme mostra na Figura 22.

Destaca-se que as concentragdes de FLU nas amostras determinadas nas bebidas
dopadas demonstram a viabilidade de aplicagdo do método analitico, uma vez que as mesmas
encontram-se na faixa linear da curva analitica obtida. Vale ressaltar que, tais determinagdes da
concentragdo de FLU nas amostras foram estimadas através da equagdo da reta (x = (y-a)/b),
obtida na curva na curva analitica e da média de valores oriudondos de medigdes dos picos das

respctivas bebidas dopadas.



Figura 22: Resposta eletroquimica por VOQ para amostra de 4gua mineral dopada com FLU.
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8 CONCLUSAO

Diante das evidéncias apresentadas, conclui-se que através dos dados obtidos com a
metodologia analitica desenvolvida neste trabalho, que apesar dos processos de difusdo e
adsorc¢do presente no mecanismo do analito a utiliza¢do de sensores eletroquimicos comerciais
apresentam um execelente resultado mesmo que em superfices nao modificadas, uma vez que
o metedo demonstrou sensibilidade para detcgdo de baixas concentragoes obtendo um LQ igual
a 3,5 mg/L e um LD igual a 12,7mg/L, sendo capaz de detcar com eficacia em amostras
forenses a presenca de FLU. E importante ressaltar que o estudo do transporte de massa foi
primordial, uma vez que foi possivel identificar qual processo redox tem carater adsortivo, o
que inviabiliza/dificulta a utilizagdo do sensor para testes quantitativos com boa
reprodutibilidade, sendo assim, definiu-se o pico R> (que ¢ governado apenas por difusdo) para

a determinagdo quantitativa com éxito do analito nas amostras de interesse forense.
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