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ROCHA, Luana Rianne. Desenvolvimento de um método eletroanalitico
empregando eletrodo de diamante dopado com boro para determinacao de 1-
(3-clorofenil)piperazina (mCPP). 2019. 99. Dissertacdo. Mestrado em Quimica da
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

RESUMO

A 1- (3-clorofenil) piperazina (mMCPP), é um dos derivados de piperazina mais conhecido e
utilizado como droga de abuso, apresentando efeitos estimulantes e alucindgenos
semelhantes ao “ecstasy”. A mCPP tem sido apreendida no Brasil e, devido ao seu potencial
de uso e abuso, identifica-la e quantificd-la em comprimidos apreendidos assume particular
relevancia no cenario de ciéncia forense. Portanto, o desenvolvimento de um método
simples, rapido e de baixo custo visando a determinacdo desta droga se faz necessério.
Neste trabalho, foi desenvolvido um método voltamétrico utilizando um eletrodo de diamante
dopado com boro (EDDB) para determinar mCPP, visando a aplicacdo em drogas de abuso
apreendidas. Medidas por voltametria ciclica em 0,5 mol Lt H,SO, apresentaram a presenca
de um pico anaodico irreversivel para a eletrooxidagdo de mCPP (1,02 V vs Ag/AgCl, 3 mol L
1 KCI) com intensidade superior comparado com o eletrodo de carbono vitreo. O efeito da
terminacdo superficial do eletrodo também foi estudado, e os melhores resultados foram
obtidos com o EDDB pré-tratado catddicamente. Posteriormente, foram estudados os efeitos
do pH, tipo e concentragéo do eletrélito, obtendo-se o melhor desempenho com pH 10,0 e
tampao Britton-Robinson 0,5 mol Lt. Mediante ao estudo de velocidade de varredura foi
possivel identificar que a eletrooxidacdo da mCPP é controlada por difusdo. A partir da
aplicacdo de cronoamperometria foi possivel determinar o coeficiente de difuséo (Do), sendo
este igual a 7,5x10° cm? st. Um mecanismo para a oxidacdo da mCPP envolvendo 2
elétrons e um préton foi proposto. Os parametros das técnicas eletroanaliticas de
voltametria de pulso diferencial (DPV) (velocidade de varredura, amplitude de pulso e tempo
de pulso) e voltametria de onda quadrada (SWV) (frequéncia, amplitude de pulso e
incremento de potencial) foram otimizados por meio de Matriz de Doehlert constituida por
treze experimentos (com triplicata no ponto central), utilizando como resposta a corrente de
pico anddica. Com a constru¢do da curva analitica, foram obtidos os parametros analiticos
para ambas as técnicas, DPV foi escolhida para o desenvolvimento do método. A presenca
de possiveis adulterantes em comprimidos de drogas apreendidas como lidocaina (LID),
paracetamol (PAR), acido acetilsalicilico (AASs), cocaina (CO0), 3,4-
metilenodioximetanfetamina (MDMA) e cafeina (CAF) ndo apresentaram interferéncia na
determinagdo do mCPP. Por outro lado, observou-se a sobreposi¢do dos picos na presenca
de benzocaina (BEN), fenacetina (PHE) e procaina (PRO). Na presenc¢a do surfactante
dodecil sulfato de sédio (SDS), a sobreposi¢do dos picos é diminuida e a mCPP pode ser
identificada. Sob condicdes otimizadas, um limite de deteccdo de 1,05 pmol L* foi
alcancado, além de boa reprodutibilidade e precisdo do método. Afim de avaliar o potencial
de aplicacdo, uma amostra sintética constituida de PAR, BEN, PHE, PRO, MDMA e mCPP
foi preparada e submetida a andlise pelo método. Os resultados foram concordantes com a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) mediante ao teste t-pareado, atestando a
exatiddo do método na quantificagdo de mCPP.

Palavras-chave: Piperazina, drogas sintéticas, diamante dopado com boro, DPV.



ROCHA, Luana Rianne. Development of an electroanalytical method using a
boron-doped diamond electrode for determination of 1-(3-
chlorophenyl)piperazine (mCPP). 2019. 99. Thesis. Master in Chemistry of the
State University of Londrina, Londrina, 2019.

ABSTRACT

The 1-(3-Chlorophenyl) piperazine (mCPP) is one of the most well-known piperazine
derivatives and utilized as drug abuse, exhibiting stimulant and hallucinogenic effects similar
to ‘ecstasy’. The mCPP has been seized in Brazil and, due to its potential for use and abuse,
the identification and quantification in seized tablets assumes particular relevance in forensic
science scenarios. Therefore, the development of a simple, fast and low cost method for
routine analysis of this drug is necessary. In this work, a voltammetric method using a boron
doped diamond electrode (BDDE) to determine mCPP, aiming at the application in drugs of
abuse seized, was developed. Measurements by cyclic voltammetry at 0.5 mol Lt H,SO4
reveal the presence of irreversible anodic peak current for the electrooxidation of mCPP
(2.02 V vs Ag / AgCl) with higher intensity compared to the glassy carbon electrode. The
effect of surface electrode termination was also studied, and the best results were obtained
with the BDDE cathodically pretreated. Afterwards, the effects of the pH, type and
concentration of the electrolyte were studied, obtaining the best performance with pH 10.0
and buffer Britton-Robinson 0.5 mol L1. From the scan rate study it was possible to identify
that electrooxidation reaction on the electrode surface is diffusional-controllted. By
chronoamperometry application it was possible to determine the diffusion coefficient (Do),
which is equal to 7.5x10° cm? s**. A mechanism to mCPP oxidation involving two electrons
and one proton was proposed. The parameters of the electroanalytical techniques of
differential pulse voltammetry (DPV) (scan rate, pulse amplitude and modulation time) and
square wave voltammetry (SWV) (frequency, pulse amplitude and potential increment) were
optimized by Doehlert matrix containing thirteen experiments (with triplicate in the central
point) and using anodic peak current as response. By the obtained analytical parameters
from the analitical curve to both techniques, DPV was chosen for the method development.
The presence of possible adulterants in seized drug tablets, such as lidocaine (LID),
paracetamol (PAR), acetylsalicylic acid (AAS), cocaine (COO), 3,4-
methylenedioxymethanphetamine (MDMA) and caffeine (CAF), did not interfere in mCPP
determination. However, to benzocaine (BEN, phenacetin (PHE) and procaine (PRO), peaks
overlaps were observed. In the presence of the SDS surfactant, the peaks overlaps were
minimized and mCPP could be identified. Under optimized conditions, a detection limit of
1.05 umol L* was achieved, as well as good method reproducibility and precision. In order to
evaluate the application potential, a synthetic sample consisting of PAR, BEN, PHE, PRO,
MDMA and mCPP was prepared and submitted to analysis by the method. The results were
consistent with high performance liquid chromatography (HPLC) using the t-paired test,
attesting to the accuracy of the method in the quantification of mCPP.

Key words: Piperazine, synthetic drugs, boron-doped diamond, DPV.
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1. INTRODUCAO

Por séculos o consumo de substancias quimicas que agem
sobre o sistema nervoso central esta presente na humanidade. A utilizac&o
destas substancias, também chamadas de substancias psicoativas, estéo
presentes em diversas culturas e sociedades mediante rituais religiosos,
medicamentos ou simplesmente pelo prazer que podem proporcionar.
Exemplos dessas substancias psicoativas sdo as espécies alucinégenas da
planta de l6tus, muito utilizada pelos antigos Egipcios em rituais religiosos,
assim como a folha de coca pelos Incas (BERTOL et al., 2004).

Ao longo dos anos, o consumo destes tipos de substancias
passou por diversos periodos de aceitacdo e proibicdo e, por isso, algumas
substancias sdo aceitas em determinadas culturas e proibidas em outras,
sendo em ultimo caso utilizadas de forma clandestina (GIJSMAN et al., 1998).
Contudo, na era da globalizacdo, o consumo de drogas se intensificou,
diversificou-se e, por alcancar proporcdes consideraveis, € apontado como um
dos principais problemas de saude publica (HENRIQUES, 2002).

A diversificagdo no uso de drogas ilicitas proporcionou nas
ultimas décadas um acréscimo do consumo das drogas de origem sintética, no
qual, a partir de uma sintese quimica sdo obtidas as substancias psicoativas
referentes aos farmacos sintéticos, com uma estrutura molecular similar aos
farmacos ja conhecidos e que sdo utilizados em praticas terapéuticas
(LANARO et al., 2010). Entre os termos droga e farmaco € importante ressaltar

gue ha uma diferenca fundamental.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), classifica-
se como droga “qualquer substancia natural ou sintética que, ao entrar em
contato com um organismo Vvivo, pode alterar uma ou varias de suas funcdes; é
uma substancia quimica que tem acéo biologica sobre as estruturas celulares
do organismo, com fins terapéuticos ou ndo, criando dependéncia psicoldgica,
fisica ou ambas” (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1969).

No Brasil, segundo a lei 11.343/2006, o conceito de droga
refere-se a “substancias ou os produtos capazes de causar dependéncias,

assim especificados em lei ou relacionados em listas atualizadas
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periodicamente pelo Poder Executivo da Uni&do”’(BRASIL, 2006), no qual as
drogas sao consideradas licitas ou ilicitas. O termo droga ilicita pode ser
definida como uma substancia que é proibida ou ndo € autorizada pela lei e
pelas regras da sociedade. O conceito de farmaco pode ser definido como toda
substancia de estrutura quimica definida, responsavel por desencadear um
efeito bioldgico ao organismo receptor, caso seja usado de modo correto e em
uma dose dentro da faixa de concentracdo terapéutica. Assim, como
exemplificacéo, tem-se o A°-tetraidrocanabinol que é considerado um farmaco
e o constituinte principal da Cannabis sativa (maconha) que é considerada uma
droga (OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2008).

Por outro lado, o termo droga de abuso refere-se a qualquer
substancia ou preparacao psicoativa ou psicotropica, com pouco ou nenhum
uso meédico, consumido excessivamente ou esporadicamente, usado
principalmente, na busca dos efeitos prazerosos, exoéticos ou estimulantes,
capazes de alterar o estado de consciéncia, o humor, o comportamento, as
motivacbes e o0s processos do pensamento do individuo que a consomem
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1969).

Quando uma substancia é usada sem propdésitos terapéuticos,
levando a dependéncia, esta pode ser considerada uma droga de abuso. As
substancias licitas como bebidas alcodlicas, tabaco, alguns medicamentos e as
substancias ilicitas como cocaina, 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA,
“ecstasy) , dietilamida &cido lisérgico (LSD), opiaceos e entre outros, podem
ser englobadas na definicdo de drogas de abuso, assim como os casos de
doping de atletas de alta competicédo, por meio do uso de anabolizantes (FILHO
et al., 2004; MAES et al., 2001). Por conta de efeitos estimulantes e
alucinégenos, algumas substancias ilicitas adquiriram visibilidade e elevacao
no consumo. Muitas delas sdo denominadas drogas de abuso sintéticas ou
“designer drugs“ (EUROPOL-EMCDDA, 2005).

As designers drugs sdo comumente produzidas em laboratorios
clandestinos, geralmente sintetizadas a partir de outras substancias que ja
possuem atividade biolégica conhecida para evitar sancfes penais e poderem
circular legalmente, visto que muitos paises tentam banir as drogas ou
regulamentar o seu uso (KALANT, 2001; LANARO et al., 2010; OEDT, 2001).



19

Para que uma substancia seja catalogada, a mesma deve ser bem conhecida
gquanto a sua estrutura quimica e seus efeitos biolégicos. Assim, o0s
fornecedores ilegais, mais conhecidos como traficantes, realizam constantes
mudancas nas estruturas quimicas de drogas ilicitas a fim de produzir novas
drogas com efeitos psicoativos similares ou até mais potentes daquelas ja
existentes, burlando as legislacbes, consequéncias penais e repondo
rapidamente uma droga semelhante aquela proibida (BECK; MORGAN, 1986;
WOHLFARTH; WEINMANN; DRESEN, 2010).

Este termo, designer drugs, ndo necessariamente se refere
apenas as substancias recém descobertas ou sintetizadas, mas também
aquelas drogas que surgiram nos ultimos anos no mercado de drogas ilicitas e
das quais se faz um uso abusivo. Muitas designers drugs podem ser agentes
farmacéuticos fracos, porém sem utilidade terapéutica, que permanecem em
uso restrito e néo persistem por muito tempo (ELLIOTT; SMITH, 2008;
GIJSMAN et al., 1998; OEDT, 2010). As designers drugs podem ser divididas
quanto a estrutura de suas substancias em seis principais grupos:
fenilalquilaminas, triptaminas, piperazinas, pirrolidinofenonas, derivados
fenilciclohexil e canabindides sintéticos (WOHLFARTH; WEINMANN, 2010).

Os derivados de piperazina considerados designer drugs e
também conhecidos como Party Pills ou Herbal Highs podem ser divididos em
duas classes: as benzilpiperazinas, no qual destaca-se a l1-benzilpiperazina
(BZP) e as fenilpiperazinas, destacando-se a 1-(3-trifluorometilfenil)piperazina
(TFMPP), a 1-(3-clorofenil)piperazina (mCPP) e a 1-(4-metoxifenil)piperazina
(MeOPP) (BARROSO et al.,, 2010; YEAP et al.,, 2010), conforme suas

estruturas, apresentadas na Figura 1.
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Figura 1. Estrutura quimica dos principais derivados de piperazina.

N-benzilpiperazina (BZP)

K\NH NH NH

g @ o

CF;

1-(3-trifluorofenil)piperazina (TFMPP)  1-(3- cIorofemI)pmerazma (mCPP) 1-(4-metoxifenil)piperazina (MeOPP)
Fonte: O préprio autor.

Dentre as piperazinas, a 1-3-clorofenilpiperazina (mCPP) tem
se tornado muito comum nos paises da Europa, onde foi identificada pela
primeira vez em 2004, sendo que em 2006, estima-se que mais de 800.000
comprimidos desta droga foram apreendidos em paises europeus (EUROPOL-
EMCDDA, 2005; KOVALEVA et al., 2008). A mCPP também esta presente na
popular “X4”, uma mistura de 4 piperazinas (mCPP, TFMPP, mCPP e
pCPP)(BOSSONG; VAN DIJK; NIESINK, 2005; LANARO et al., 2010; STAACK
et al., 2007), e ja foi encontrada em amostras apreendidas de comprimidos,
sendo vendida como ecstasy e apOs analise, na maioria dos comprimidos,
continham apenas mCPP ou uma mistura mCPP/MDMA. Sob a forma de po, a

mMCPP ja foi encontrada sendo vendida como cocaina (BOSSONG et al., 2010).

Esta nova droga € muitas vezes classificada pelos
especialistas como “genérica” do ecstasy, devido aos seus efeitos psicotropicos
como euforia e alucinacbes serem semelhantes. Muito usada por jovens
frequentadores de festas raves e boates, os comprimidos de mCPP possuem
tamanho similar ao de um analgésico e na maior parte das vezes sao
desenhados, coloridos e brilhantes, como mostrado na Figura 2, semelhantes
até mesmo fisicamente aos comprimidos de ecstasy, ndo sendo possivel
distingui-los somente pela aparéncia e por iSso muitas vezes 0os consumidores
s&o enganados (EUROPOL-EMCDDA, 2005; LANARO et al., 2010; ROMAO et
al., 2011).
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Estima-se que em doses de 75 e 150 mg da droga produzem
um efeito euforizante que pode durar entre 6 e 8 horas, devido mCPP ser um
agonista dos receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT2C, 5-HT2A e/ou 5-HT1B
(GOBBI et al., 2002).

Figura 2. Fotografias de comprimidos apreendidos contendo mCPP.

Fonte: Imagens retiradas e adaptadas de (EUROPOL-EMCDDA, 2005; ROMAO et al., 2011;
SOUZA E ESCADA, 2007).

No Brasil, o primeiro relato de apreensédo de mCPP foi em
2007. Segundo a Policia Federal de Goias, 1000 comprimidos que seriam
encaminhados para o Rio de Janeiro foram apreendidos. Ainda no estado de
Goias, houve uma segunda apreensdao de 500 comprimidos, em que foi
identificado a presenga de mCPP (LEITE; SANTOS, 2007; MEDEIROS, 2009;
SANTANA; SOUZA; CUNHA, 2007). No estado de Sao Paulo, entre os meses
de janeiro e maio de 2008, 112 comprimidos apreendidos passaram por pericia
pela Policia Técnico Cientifico do Estado de S&o Paulo e constatou-se a
presenca de mCPP (LANARO et al., 2010).

Segundo dados da Policia Federal, até o ano de 2008, foram
apreendidos cerca de 2000 comprimidos que continham mCPP. Esse namero
elevado de apreensdes deve-se a falta de regulamentacbes até a data que
restringissem o uso desta substancia. Contudo, em 2008 e 2009, a mCPP e
seus isdbmeros, BZP e TFMPP foram adicionadas a lista F2 da Portaria n°
344/98 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que elenca as
substancias psicotrépicas de uso prescrito no Brasil, no qual se encontra
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substancias como o MDMA, 3,4-metilenodioxi-N-etil-anfetamina (MDE), tetra-
hidrocanabinol (THC) e diversas outras (ANVISA, 2009, 2017). Mesmo apos a
insercdo destas substancias na lista de controle, entre 2010 e 2015, a Policia
Federal fez ao menos duas apreensdes por ano desta classe de drogas
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2015).

A Scientific Working Group for the Analysis of Seized Drugs
(SWGDRUG), preconiza que as técnicas analiticas utilizadas para analises de
drogas sao separadas em trés categorias (A, B e C). No grupo A, estdo as
técnicas de infravermelho e espectrometria de massas; no grupo B se
enquadram as técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés
High Performance Liquid Chromatography-HPLC) e no grupo C faz-se analise
quanto a propriedades fisico-quimico e testes colorimétricos (BRUNI; VELHO;
OLIVEIRA, 2012; SWGDRUG, 2016). Desta forma, a SWGDRUG sugere que a
identificacdo de drogas seja feita por um teste do grupo A seguido de algum
outro teste pertencente aos demais grupos ou ainda, quando ndo é possivel a
realizacdo de testes do grupo A, pode ser feito trés testes sendo dois do grupo
B e um do grupo C (BRUNI; VELHO; OLIVEIRA, 2012; SWGDRUG, 2016).

Sendo assim, ha na literatura diversos métodos desenvolvidos
para a determinacdo e quantificacdo de drogas com potencial de uso e abuso,
dentre elas as piperazinas que a partir dos anos 2000 houve um crescente
interesse nesta classe de substancias, sendo determinadas em diferentes tipos
de amostras. Muitos desses métodos fazem uso de técnicas cromatogréficas,
em geral a HPLC (DE BOER et al., 2001; LANARO et al., 2010; MORENO et
al., 2012; STAACK; MAURER, 2003; TSUTSUMI et al., 2005).

Contudo, métodos cromatograficos requerem o uso de
solventes organicos e tempo de andlise elevado, apresentando alto custo
relativo, ndo sendo viaveis para testes locais e rotineiros, que muitas vezes
requerem o0s cenarios forenses. Em vista disso, o desenvolvimento de
metodologias mais simples, rapidas e com equipamento de menor custo torna-
se necessarias para determinar piperazinas em amostras de drogas de abuso

apreendidas.
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Como alternativa, a utilizacdo de técnicas eletroanaliticas para
este propésito, destacando-se as voltamétricas, tém crescido significativamente
ao longo dos anos, seja para a determinacdo de compostos organicos ou
inorganicos. Estas técnicas apresentam como caracteristicas alta preciséo,
exatiddo, sensibilidade, além da instrumentacdo ser de baixo custo, portatil e
requerer um tempo de analise menor, quando comparado com as técnicas
cromatograficas (CUMBA et al., 2016; FREITAS et al., 2017; GARRIDO et al.,
2010). Além disso, o desempenho das técnicas voltamétricas, envolvendo
aplicacdo de pulso de potencial, possibilita o alcance de sensibilidade
adequada, semelhante as técnicas cromatograficas, permitindo analise de
diversos tipos de amostras e matrizes (BRONDANI et al., 2009; DUARTE;
KUBOTA; TARLEY, 2012; FRANCA et al., 2012; HUDARI et al., 2013).

O desempenho das técnicas voltamétricas esta diretamente
relacionado as caracteristicas do eletrodo de trabalho como, por exemplo,
janela de potencial de trabalho, propriedades fisicas e mecéanicas,
condutividade elétrica, entre outras. A escolha do tipo de material do eletrodo
de trabalho reflete diretamente nas respostas obtidas em relacéo as reacfes de
oxi-reducdo que ocorrem na superficie eletrodica, o que favorece a interacéo
do analito e sua transferéncia eletronica (GALLI et al., 2006; WANG, 1985).

Os eletrodos a base de carbono sdo os mais utilizados,
destacando-se entre eles o eletrodo de carbono vitreo, que entre suas diversas
caracteristicas tem a desvantagem de possuir correntes de fundo relativamente
alta, o que dificulta os métodos desenvolvidos alcangarem baixos limites de
deteccdo, além de ser passivel a adsorcdo de moléculas, especialmente as
organicas, gerando bloqueios de respostas, assim como a dificuldade de
limpeza da sua superficie (BRETT; BRETT, 1996).

A busca por materiais eletrédicos mais eficazes se intensificou
e dentre os materiais que tem apresentado resultados mais atraentes cita-se o
eletrodo diamante dopado com boro (do inglés Boron Doped Diamond, EDDB),
0 qual possui propriedades eletroquimicas superiores aos demais eletrodos
comerciais (HUPERT et al., 2003; MEDEIROS et al., 2008), o que o torna um
excelente material alternativo para o desenvolvimento dos mais diversos

métodos com aplicacfes analiticas.
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Dentre as propriedades eletroquimicas e mecéanicas do EDDB
destacam-se a ampla faixa de potencial em solu¢cdo aquosa, uma baixa e
estavel corrente de fundo, medidas estaveis a longo prazo em diferentes
meios, boa robustez mecanica, estdvel a corrosdes e baixa adsor¢cdo de
espécies em sua superficie (AZEVEDO; FERREIRA, 2006; COMPTON;
FOORD; MARKEN, 2003; HUPERT et al., 2003; PLESKOV, 2002; SWAIN;
ANDERSON; ANGUS, 1998). Devido a ampla janela de potencial, pode ser
aplicado ao EDDB altos valores de potenciais tanto em janelas catédicas
quanto anddicas sem que ocorra reacdes de desprendimento de oxigénio e
hidrogénio (COMPTON; FOORD; MARKEN, 2003; PECKOVA; MUSILOVA;
BAREK, 2009).

Um outro ponto importante sobre o EDDB é que suas
propriedades eletroquimicas podem ser afetadas pelas terminagcdes presentes
em sua superficie, seja ela predominada por oxigénio ou hidrogénio. Um pré-
tratamento catodico (superficie predominantemente de hidrogénio) ou anddico
(superficie predominantemente de oxigénio) pode ser aplicado para ativacédo da
superficie, melhorando a resposta voltamétrica e assegurando uma melhor
precisdo e possibilitando uma maior sensibilidade para o método
(BROCENSCHI et al., 2016; DUARTE et al., 2014; SALAMANCA-NETO et al.,
2016; SALAZAR-BANDA et al., 2006; SARTORI et al., 2017).

No ambito forense, recentemente o EDDB vem sendo utilizado
para determinacdo de drogas por métodos voltamétricos, como por exemplo 0s
canabinodides sintéticos (DRONOVA; SMOLIANITSKI; LEV, 2016), cocaina
(FREITAS et al., 2017) e etilona (SCHEEL et al., 2018). Portanto, poucos
eletrodos mostram tanta versatilidade para fins eletroquimicos e eletroanaliticos
quanto o EDDB, podendo ser utilizado para analises de diferentes analitos e
compostos organicos eletroativos, proporcionando um aumento da
estabilidade, precisdo, além de LD e LQ compardveis aos métodos

cromatograficos.

Embora existam na literatura diversos trabalhos para
determinacdo de diferentes tipos de drogas utilizando técnicas eletroquimicas,

especificamente para determinacdo de piperazina esses numeros sdao bem
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reduzidos, sendo a BZP o Unico derivado de piperazina quantificado por um
método eletroquimico (WADDELL et al., 2017).

Mediante o exposto, devido ao potencial de uso e abuso a
identificacdo, determinacdo e quantificacdo de piperazinas, em especial a
mCPP, em drogas tornam-se de fundamental importancia para o cenario
forense, uma vez que podem ser obtidas informacdes sobre o consumo de
drogas, visto que essas substancias sao usadas constantemente por
laboratérios clandestinos na producédo de novas drogas ilicitas. Neste contexto,
devido aos poucos estudos sobre a determinacdo e quantificacdo de
piperazinas por técnicas eletroanaliticas, o desenvolvimento de um método
eletroanalitico simples, rapido e sensivel para a determinacdo de mCPP torna-
se interessante, uma vez que existem poucos trabalhos na literatura para este

fim empregando métodos eletroquimicos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Considerando a ideia geral desta dissertacdo de Mestrado e
buscando seu melhor entendimento, a revisdo bibliografica abordara
inicialmente, a origem das piperazinas como drogas sintéticas, com énfase na
MCPP e suas implicagbes na saude humana. Posteriormente, serdo
apresentados alguns métodos analiticos reportados na literatura que abordam
a determinacdo de mCPP e demais piperazinas em drogas e amostras
biolégicas. Além disso, serdo apresentadas informacdes acerca das
caracteristicas do EDDB bem como seu emprego em analises eletroquimicas

voltadas a determinacgédo de drogas.

2.1. NOVAS DROGAS SINTETICAS: PIPERAZINAS E A MCPP

Ao final da década de 90, a procura por designers drugs
cresceu em paises industrializados e em desenvolvimento, em face destas
drogas poderem ser facilmente sintetizadas, pois sua produgcdo nédo depende
de safras agricolas, como ocorre com a cocaina (folha de coca). As designers
drugs permitem que desde o processo de producéo até a comercializacao nas
ruas seja feita por uma unica organiza¢ao criminosa, 0 que proporciona lucros
elevados e dificuldade do controle dessas substancias (OEDT, 2010, 2017b).

Segundo o0 Observatorio Europeu de Drogas e
Toxicodependéncia (OEDT), as designers drugs estdo entre as drogas mais
consumidas no ocidente. Esta classe de substancias possui propriedades
estimulantes como aumento da capacidade de comunicabilidade, empatia e
autoconhecimento o que fundamenta sua utilizacdo como drogas de abuso e
as distingui dos compostos alucindbgenos que causam alucinacfes auditivas e
visuais (OEDT, 2017a).

Estudos da Organizacdo Mundial das Nacgdes Unidas (ONU),
revelam que o MDMA presente no ecstasy € o principal representante das
designer drugs, sendo que as substancias do grupo dos estimulantes
anfetaminicos (amphetamine-type stimulants), estdo em segundo lugar na lista
de drogas de abuso mais consumidas mundialmente, superadas apenas pelo
uso da maconha (LANARO et al., 2010).
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Como o MDMA é ilegal em todo o mundo, houve um aumento
na busca por novas substancias nao ilicitas e com efeitos semelhantes aos
produzidos pelo ecstasy. Assim, novas drogas de abuso sintéticas surgiram e
os derivados de piperazina, como a BZP, TFMPP, mCPP e a MeOPP
passaram a ter notoriedade (BARROSO et al., 2010; MAURER et al., 2004,
PETERS et al., 2003; YEAP et al., 2010). As piperazinas tem potencial como
designers drugs devido as suas propriedades psicoativas e agao serem
semelhantes aos de outros estimulantes como a anfetamina e o ecstasy,

tornando-se uma alternativa barata destas drogas (DE BOER et al., 2001).

As piperazinas possuem similaridade quimica com a piperidina
existente em baixas quantidades na pimenta preta (Piper nigrum L.), porém os
compostos piperazinicos ndo sdo de origem natural, mas sim obtidos por
sintese quimica. Essa similaridade faz com que as drogas de abuso da classe
das piperazinas sejam chamadas erroneamente de “herbal ecstasy” ou drogas
naturais (EUROPOL-EMCDDA, 2005; LIN et al., 2011; YEAP et al., 2010). As
piperazinas e seus derivados sdo compostos que possuem uma estrutura
heterociclica hexagonal com dois atomos de nitrogénio em posicdes opostas,
conforme apresentado na Figura 3.

Figura 3. Estrutura quimica da piperazina.
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Fonte: O préprio autor.

Muitos dos derivados das piperazinas apresentam
propriedades farmacoldgicas, pertencendo a diferentes classes terapéuticas
como antidepressivos, antipsicéticos, antivirais, antifingicos e substancias
serotoninérgicas (KOVALEVA et al., 2008; YEAP et al., 2010). No inicio, os
derivados da piperazina foram utilizados para o combate de infeccdes

parasitarias em aves, além de ter sido pesquisado seu uso como vasodilatador
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e inibidor de células cancerigenas, mas por ndo corresponderem as
expectativas da area médica, estas substancias entraram para o mercado de
drogas devido aos efeitos serem similares ao ecstasy (BYRSKA; ZUBA;
STANASZEK, 2010; STANASZEK; ZUBA, 2006). Recentemente, o0s
compostos piperazinicos podem ser encontrados em agente antipsicoticos
como olanzapina e clozapina, antidepressivos, tais como, trazadona e
nefazodona e até mesmo em farmacos utilizados para o tratamento de
disfuncdo erétil (sildenafii e vardenafil)(EUROPOL-EMCDDA, 2005;
KOVALEVA et al., 2008; VORCE et al., 2008).

A 1-(3-clorofenil)piperazina (meta-clorofenilpiperazina) ou
mCPP é uma nova droga de abuso de origem sintética que surgiu pela primeira
vez em 2004 na Suécia. Desde entado se difundiu pela Europa e demais paises
ao redor do mundo devido ao fato de produzir efeitos similares ao MDMA e, no
inicio, ndo existir legislacdo quanto ao seu uso. Além da mCPP outros
derivados de piperazinas como BZP e TFMPP sdo comumente apreendidas no
mercado ilicito (BOSSONG et al., 2010; JOHNSTONE et al., 2007; KOVALEVA
et al., 2008).

Conhecida por diversos nomes como X4, regenboogies,
arlequin, roinbow, entre outros, a mCPP é comercializada, principalmente, na
internet ou em festas, baladas e raves, essencialmente, na forma de
comprimidos, mas também ha relatos das clorofenilpiperazinas serem
encontradas na forma de pé ou solu¢gbes (VORCE et al., 2008). Na internet foi
possivel encontra-la, sob o0 nome de X4, uma mistura de 4 piperazinas: mCPP,
TFMPP, pCPP e MeOPP(EUROPOL-EMCDDA, 2005).

Normalmente, a mCPP é utilizada por via oral e boa parte dos
comprimidos apreendidos contéem uma combinacdo de mCPP e MDMA, além
de poder ocorrer adicdes de diversas outras substancias adulterantes ou
diluentes nestes comprimidos (BOSSONG et al., 2010; BOSSONG; VAN DIJK;
NIESINK, 2005). As doses de substancia ativa de mCPP encontradas nos
comprimidos apreendidos variam de 2 a 80 mg (BOSSONG et al., 2010; DE
BOER et al., 2001; KOVALEVA et al., 2008). Aléem do ecstasy, esta substancia
pode estar misturada com outras drogas de abuso para potencializar seus

efeitos estimulantes e euforizantes, como é o caso de anfetaminas e cetaminas
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(ELLIOTT; SMITH, 2008; YEAP et al., 2010). Na forma de p6, a mCPP ja foi
encontrada sendo vendida como cocaina ou em uma mistura, na qual a mesma
era um componente em baixa percentagem (5 a 8%) (EUROPOL-EMCDDA,
2005).

A rapida difusdo do uso de mCPP e outros derivados de
piperazina ocorreu devido a seguranca assimilada pelos usuarios, ja que em
muitos paises, principalmente europeus, ndo havia legislacdes vigentes para
estas substancias. O primeiro derivado de piperazina a ser utilizado como
droga de abuso foi a BZP, em que, segundo a U.S. Enforcement Administration
(DEA), em 1996 na Califérnia, foi divulgada a primeira suspeita de uso abusivo
de BZP (DEA- U.S. DRUG ENFORCEMENT ADMINISTRATION, 2002), porém,
sua primeira apreensdo ocorreu apenas em 1999 na Suécia, mostrando a
rapida disseminacdo da droga pelo mundo (BYRSKA; ZUBA; STANASZEK,
2010).

Em 2002, nos EUA, BZP e TFMPP foram inseridas na
Schedule I, que faz parte da Controlled Substance Act, que torna ilegal fabricar,
adquirir, deter ou distribuir (seja por venda ou troca) estas substancias sem
uma licenca especifica (COHEN; BUTLER, 2011; STAACK; FRITSCHI;
MAURER, 2003). A partir de 2003, o Japdo também passou a proibir estas
substancias, sendo que estdo presentes na Narcotics and Psychotropics
Control Law (TSUTSUMI et al., 2005). Em 2003, a BZP passou a ser
controlada na Australia, e a partir de 2007 na Italia e Grécia. Na Alemanha ndo
ha restricdes diretas para o uso de piperazinas, porém substancias psicoativas
que sao conhecidas como pd branco sdo consideradas ilicitas (EUROPOL-
EMCDDA, 2005).

No Brasil, entre 2007 e 2015, as piperazinas fizeram parte dos
principais grupos de drogas apreendidos pela Policia Federal, sendo a mCPP o
unico derivado de piperazinas encontrado no pais (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2015). As primeiras apreensdes deste tipo de
substancia ocorreram em 2007 no estado de Goias, em que foi constatada a
presenca de mCPP em mais de 1000 comprimidos apreendidos (LEITE;
SANTOS, 2007; MEDEIROS, 2009; SANTANA; SOUZA; CUNHA, 2007).
Outras apreensoOes feitas nos estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro e Rio
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Grande do Norte foram feitas, somando mais de 2000 comprimidos

apreendidos que continham a presenca de mCPP (LANARO et al., 2010).

A alta apreensdo de mCPP no Brasil se deu devido a
percepcdo de ser uma droga segura, visto que até 2008 nao havia
regulamentacao para restringir o0 uso desta substancia no pais. Além da falta
de legislacdo, a aparéncia inofensiva dos comprimidos coloridos e brilhantes
acabam sendo atrativos para os consumidores, visto que essa droga ndo esta
associada a efeitos colaterais, como doencas infecciosas, causadas pelas
drogas injetaveis, por exemplo (ROMAO et al., 2011). Entretanto, em novembro
de 2008 a mCPP e seus isébmeros, e em fevereiro de 2009, a BZP e TFMPP
foram incluidas na lista das substancias psicotrépicas de uso prescrito no Brasil
(lista F2 da Portaria SVS/MS 344/98) (ANVISA, 2017).

Dentre as piperazinas, a mCPP é o composto melhor
caracterizado farmacologicamente por possuir atividade farmacologica no
Sistema Nervoso Central (SNC) (CACCIA; GARATIINI, 1992; CACCIA;
GARATTINI, 1992). Quando administrada por via oral, a concentracéo
plasmatica de mCPP pode atingir seu maximo em até duas horas e sua
biodisponibilidade no organismo pode variar de 12 a 84% (GIJSMAN et al.,
1998). A eliminacdo de mCPP ocorre por via renal, sendo que apos a
biotransformacao quantidades muito baixas (menores que 1%) sao eliminadas
em sua forma inalterada e o metabdlito em maior presenca é o p-hidroxi-
clorofenilpiperazina (p-OH-mCPP) (MAYOL et al., 1994; STAACK et al., 2007;
STAACK; MAURER, 2003; VON MOLTKE et al., 1999). Além da hidroxilacé&o
aromatica mediada via enzima CYP2C19, como mostra a Figura 4, outras
reagbes metabolicas como glicuronidacdo ou sulfatacdo ocorrem, levando a
formacdo de conjugados glicorunida e sulfato (BARCELOUX, 2012; HILL;
THOMAS, 2011; STAACK; MAURER, 2003; WHO, 2012).
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Figura 4. Via metabdlica principal da biotransformacao da mCPP.
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Fonte: Adaptado (HILL; THOMAS, 2011; STAACK; MAURER, 2003).

A mCPP produz efeitos estimulantes e alucindbgenos
semelhantes ao MDMA. Devido sua acédo farmacolégica, ela pode aumentar as
concentragbes extracelulares de neurotransmissores como serotonina,
dopamina, noradrenalina, pois tem efeitos pré e pds-sinapticos no sistema
serotoninérgico por apresentar atividade antagonista e agonista nos receptores
do tipo 5-HT2C, 5-HT2A e/ou 5-HT1B (GOBBI et al., 2002; WHO, 2012). Entre
os efeitos neuropsiquiatricos incluem alteracdo na percepcado de tempo e
visual, mudancas na autoconfianca e empatia (BOSSONG et al., 2010; MAYOL
et al., 1994; WHO, 2012).

A mCPP tem sido estudada para fins psiquiatricos,
investigando sua funcdo serotoninérgica central, além de ser utilizada em
pesquisas sobre efeitos comportamentais e neuroenddcrinos de pacientes com
transtorno de ansiedade que sofrem com sintomas de esquizofrenia, panico e
depressao. Os resultados de tais pesquisas indicaram que a mCPP provoca
uma piora destes sintomas (GERMINE et al.,, 1994; KAHN et al., 1990;
KRYSTAL et al., 1993).

Entretanto, a maior utilizacdo de mCPP €& como um
intermediario na sintese de antidepressivos de segunda geracdo como
trazodona, nefazodona, etoperidona e mepiprazol, que diferem apenas no
substituinte ligado na parte piperazinil-pirimidina (ARJONA; DOMENECH;
CONSTANSA, 1999), conforme mostra a Figura 5. Assim, quando s&o
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biotransformados, os antidepressivos sofrem N-desalquilagéo, liberando mCPP
como metabdlico farmacologicamente ativo, como mostra a Figura 6 em que
essa reacdo para trazodona ocorre na presenca da enzima CYP3A4 (HILL;
THOMAS, 2011; MERCOLINI et al., 2008; WEN et al., 2008).

Figura 5. Estrutura quimica dos antidepressivos da classe das piperazinas. Em
destaque, a parte piperazinil-pirimidina dos antidepressivos.
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Fonte: O préprio autor.

Figura 6. Via metabdlica de bioatransformacao de trazodona para mCPP.
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Fonte: Adaptado (WEN et al., 2008).
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Dentre os antidepressivos citados, trazodona € o mais utilizado,
pois tem uma forte acéo ansiolitica e antidepressiva (MERCOLINI et al., 2008;
VATASSERY et al, 1997). Como a mCPP é um metabdlito ativo da
biotransformagé&o da trazodona, esta contribui tanto com os efeitos terapéuticos
guanto com os efeitos colaterais (CACCIA; GARATIINI, 1992; GIJSMAN et al.,
1998). No Brasil, a trazodona é um farmaco de controle especial, sendo

vendida apenas mediante prescricdo médica (LANARO et al., 2010).

Levando em consideracdo a importancia de se determinar
MCPP e derivados da piperazina, muitos métodos tém sido desenvolvidos com
esta finalidade, sendo que muitos fazem uso de técnicas cromatograficas.
Reporta-se que o primeiro método para monitoramento de trazodona e mCPP
foi desenvolvido por Vatassery e colaboradores (VATASSERY et al., 1997).

Neste trabalho, os autores desenvolveram um método
utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgéo ultravioleta
(HPLC-UV) para determinacdo de trazodona e seus metabdlitos, incluindo
mCPP, em amostras de plasma humano e células sanguineas. Foram
analisadas 7 amostras de plasma humano, de pacientes masculinos que
faziam uso do medicamento trazodona, e nestas amostras foram encontradas
380-5841 nmol L de trazodona e 14-237 nmol L' de mCPP. Para as células
sanguineas trazodona e mCPP, os valores encontrados foram 98-634 nmol L*
e 15-155 nmol L?, respectivamente. Os autores concluiram que o método
reportado se mostrou eficiente para analise destes compostos em amotras
biolégicas, podendo ser facilmente aplicado em laboratorios clinicos com

acesso a um sistema HPLC.

Mercolini e colaboradores (MERCOLINI et al., 2008) também
desenvolveram um metodo para analise de trazadona e mCPP em plasma
humano. Os analitos foram extraidos da amostra utilizando uma extracdo em
fase soélida e posterior deteccdo por HPLC-UV. Para mCPP, o método
apresentou uma faixa linear de 50,89 a 508,45 nmol L, com limites de
deteccdo e quantificacdo (LD e LQ) de 20,34 nmol L* e LQ 50,89 nmol L7,
respectivamente. Os autores concluiram que o método € confiavel, viavel e
seletivo, j& que nenhum composto enddgeno e nem outros medicamentos

testados apresentaram interferéncias na determinacdo dos analitos. Além
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disso, a ampla faixa de resposta permite que, tanto a trazadona como mCPP,

sejam determinadas mesmo que em concentragcdes muito baixas.

Um trabalho similar foi apresentado por Ming Yao e
colaboradores (YAO et al., 1998), em que determinavam outro antidepressivo,
nefazodona e seus metabdlitos, incluindo mCPP, em amostras de plasma
humano empregando cromatografia liquida de alta eficiéncia com
espectrometria de massa (HPLC-MS). Para mCPP, o método apresentou um
limite de quantificagdo de 1,84 ng mL™, mostrando-se sensivel, além de ser
bastante seletivo, visto que ndo apresentou interferéncia apesar da
complexidade da matriz, sendo possivel determinar e diferenciar o farmaco e

seus metabdlitos.

A partir dos anos 2000, surgiu interesse nas piperazinas como
drogas de abuso e nesse contexto forense foram publicados varios trabalhos a
respeito da determinacdo destas substancias. Vorce e colaboradores (VORCE
et al., 2008) desenvolveram um trabalho, em que BZP e TFMPP, em urina,
foram determinadas por GC-MS e cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccdo por espectrometria de massas e ionizagao por eletrospray (LC-ESI-
MS). Uma varredura completa foi feita com GC-MS e detectou-se a presenca
destes derivados de piperazina em todas as amostras. LC-ESI-MS foi usado
para a confirmacao dos analitos tendo uma faixa de concentracao de 0,10-5 mg
L1 para BZP e 0,10-10 mg L para TFMPP. O LD e LQ para ambos os analitos
foi de 0,10 mg L. A faixa de concentragdo encontrada nas amostras de urina
foi de 13 a 429,1 mg L?* e 0,79 a 254 mg L?! para BZP e TFMPP,

respectivamente.

Wohlfarth e colaboradores (WOHLFARTH; WEINMANN;
DRESEN, 2010) desenvolveram um método para analise de 31 novas designer
drugs, entre elas os derivados de piperazina como mCPP, BZP, TFMPP e
MeOPP, em amostras de soro sanguineo através da técnica de LC-MS/MS.
Para estes compostos, os LD encontrados foram de 1,0 ng mL* para mCPP,
5,0 ng mL*! para BZP e TFMPP e 2,5 ng mL*! para MeOPP. Os autores
relataram que todos os compostos foram extraidos utilizando extracdo em fase
sélida (SPE) e o método se mostrou seletivo para os testes de todos os

analitos em que nove amostras de soro sanguineos diferentes néo
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apresentaram interferéncias de compostos da matriz, metabdlitos ou mesmo

impurezas.

Barroso et al.(BARROSO et al.,, 2010) desenvolveram um
método sensivel e rapido para analisar TFMPP, mCPP e MeOPP em cabelo
humano. Os analitos foram extraidos das amostras de cabelo mediante uma
SPE e derivatizados com (N-metil-N-(trimetilsilil) trifluoroacetamida (MSTFA)
com 5% trimetilclorosilano (TMS) e analisados por GC-MS. TFMPP, mCPP e
MeOPP apresentaram uma faixa linear de 0,05 a 4 ng mL* e LQ de 0,05 ng
mL! para todos os analitos. Segundo os autores, o0 método pode ser utilizado
em analises de rotina para amostras de cabelo humano, ja que apresenta boa
sensibilidade e especificidade para detectar baixas concentracbes dos analitos
utilizando apenas 20 mg de amostra.

Devido aos efeitos semelhantes ao MDMA, derivados de
piperazina, como mMCPP podem estar presentes em comprimidos, podendo néo
ser analisados em exames toxicologicos que apresentam resultados positivos
ao MDMA. Assim, Dickson e colaboradores (DICKSON et al., 2010) reportaram
um estudo para deteccao de BZP, TFMPP e mCPP em amostras de urina com
resultados positivos para MDMA. Os analitos foram extraidos através de
extragdo liquido-liquido (LLE) seguida por uma derivatizagdo com anidrido
pentafluoropropionico (PFPA) e analisados por GC-MS. A curva analitica
apresentou uma faixa de concentracdo de 0,025 a 2 mg L%, com LD igual a
0,025 mg L1 Os autores concluiram que em 36% das amostras havia
compostos estimulantes diferentes do MDMA, sendo que em 15% das
amostras foram encontrados BZP e TFMPP e em apenas 1% das amostras
detectou-se a presenca de mCPP, confirmando a presenca de piperazinas em

comprimidos de ecstasy.

Moreno e colaboradores (MORENO et al, 2012)
desenvolveram um método de analise de derivados de piperazina em urina
utilizando 100 pL de amostra. Os analitos foram extraidos da amostra através
de microextragdo em sorvente empacotado e analisados por HPLC-DAD.
Foram analisados MeOPP, BZP, mCPP e TFMPP, sendo que todos os

compostos apresentaram uma faixa de concentracdo de 0,5 a 5 ug Lt e LQ
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igual a 0,5 pug L't. O método mostrou-se seletivo, uma vez que ndo apresentou
interferéncias para nenhum componente da matriz e nem para outras
substancias e seus metabdlitos como anfetaminas (MDMA, MDA, entre outros),
opiaceos (morfina, codeina, tramadol, etc), cocaina, drogas terapéuticas (por
exemplo, trazodona), alcaléides (como a nicotina) e cafeina. Os autores
enfatizam que o método desenvolvido pode ser utilizado em laboratoérios que
realizam analise de urina de rotina para toxicologia clinica e forense ja que
utiliza um baixo volume de amostra e com tempo de analise menor que 15

minutos e a instrumentacgédo é acessivel na maioria dos laboratérios atualmente.

A dificuldade em se analisar designer drugs se deve
principalmente a versatilidade das modificagdes feitas nas moléculas e a
velocidade com que elas surgem no mercado, sendo que o desenvolvimento de
novas drogas € mais rapido que o desenvolvimento de novos métodos para
sua identificacdo. Portanto, para acompanhar a evolucdo das drogas, é
necessario o desenvolvimento de métodos que permitam a correta
determinacdo destes compostos, de maneira mais rapida e efetiva. Uma
alternativa, seria o uso de métodos voltamétricos pois estes, em comparacao

aos cromatograficos requerem um tempo de analise menor e boa sensibilidade.

Apesar de muitas designers drugs serem determinadas por
meétodos voltamétricos, BZP é o unico derivado de piperazina analisado por
uma técnica eletroquimica. Waddel e colaboradores (WADDELL et al., 2017)
estudaram o comportamento eletroquimico da BZP utilizando um eletrodo de
pasta de carbono vitreo por SWASV, apresentando um pico anddico em
aproximadamente 0,8 V. O método proposto apresentou uma faixa de
concentracdo entre 12 e 68 umol L' com um LD e LQ iguais a 6 pmol L e 20
umol L1, respectivamente. Os limites alcancados pelos autores mostraram-se
adequados para determinacdo de BZP em drogas, uma vez que a dose média
em comprimidos, segundo os autores, varia de 50 a 200 mg. O método foi
aplicado em uma amostra de Pepsi Cola mostrando que ndo ha interferéncia

desse tipo de matriz na determinagéao de BZP.
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2.2. ELETRODO DE DIAMANTE DOPADO CcOM BORO

A milhares de anos o diamante é conhecido como um cristal
duro, resistente, com brilho atraente e ocorréncia natural restrita sendo, desta
forma, usado para a fabricacdo de joias com alto valor comercial. Apenas no
século 18, com Antoine Lavoisier, a composicdo quimica do diamante foi
desvendada e descobriu que se tratava de uma estrutura composta apenas de
carbono (BARANAUSKAS, 2000). Posteriormente, com os avang¢os da ciéncia,
concluiu-se que o diamante é uma forma alotrépica do carbono, com baixa taxa
de desgaste, alta capacidade de isolamento elétrico, alta densidade atémica,
elevada condutividade térmica, alta dureza e inércia quimica (SUSSMANN,
2009). Devido a sua alta estabilidade frente a ataques quimicos, o diamante é
caracterizado como um material praticamente inerte e, por ser naturalmente
isolante, ndo fornece as condicfes necessarias para fabricacdes de eletrodos,
portanto, ndo havia interesse nesse material para utilizacdo em eletroquimica
(ASMUSSEN; REINHARD, 2002).

Até meados do século 19, a utilizacdo do diamante era restrita
principalmente devido a sua baixa ocorréncia natural, forcando os cientistas a
tentarem sintetiz4-lo. Foi durante a década de 50 que pesquisadores da
General Eletric sintetizaram diamante através de grafite, usando altas pressdes
e temperaturas (HPHT- high pressure/high temperature). Apesar do
desenvolvimento da sintese HPHT ter sido um grande avanco tecnoldgico, o
alto custo da instrumentacdo necessaria para sintese inviabilizou sua producéo

em grande escala.

Durante a mesma década, outro método de sintese foi
desenvolvido por um pesquisador da Union Carbide e este sintetizou filmes de
diamante por deposicdo quimica a vapor (CVD- chemical vapor deposition)
usando fluxo de metano sob grade de diamante aquecida ou outro material a
base de carbono, porém, esta sintese produziu uma baixa taxa de crescimento,
além de formar grandes quantidades de grafite (BUNDY et al., 1955; DE
BARROS et al., 2005; SPEAR; DISMUKES; ELECTROCHEMICAL SOCIETY.,
1994).
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Apds muitos anos de pesquisa, atualmente filmes finos de
diamante sao produzidos principalmente através do método CVD e o interesse
em produzir filmes de diamante com caracteristicas semicondutoras tornou-se
crescente. Com os métodos de sintese para producdo de diamante, este
material passou a ter diversos tipos de aplicacdes, tanto nos setores
mecanicos, opticos, eletronicos, meédicos, entre outros (DE BARROS et al.,
2005).

A estrutura do diamante é predominantemente composta por
carbono sp3, fazendo com que sua condutividade seja baixa comparada com o
carbono vitreo, por exemplo, que possui uma estrutura formada
predominantemente por duplas ligacdes conjugadas (sp?). Naturalmente ha
impurezas como o boro por exemplo, que quando presentes na estrutura do
diamante que o tornam um material semicondutor do tipo p (SVIZZERO, 2006).
Devido a estes conhecimentos, Poferl e colaboradores (POFERL; GARDNER,;
ANGUS, 1973), em 1973, foram 0s pioneiros a promover o crescimento de
filmes finos de diamante dopados com boro empregando a técnica CVD, a
partir de uma mistura de B2He/CH4 usando grédos de diamante natural como

substrato.

Fujimori e colaboradores (FUJIMORI; IMAI; DOI, 1986) ao
utilizarem silicio como substrato na sintese de BDD pelo método CVD,
obtiveram filmes com baixa resistividade, proximas da resistividade do carbono
vitreo. A variacdo de dopagem provoca alteracdes na resistividade do material,
sendo que um filme de diamante dopado com altas concentracbes de boro
possui baixa resistividade e, assim, passa a ter boa condutividade, sendo

promissor para uso como eletrodos (MEDEIROS et al., 2016).

O boro é utilizado, pois possui em sua camada de valéncia 3
elétrons que produzem um excesso de lacunas quando é misturado a rede
cristalina do filme de diamante, porque um dos 4 elétrons de valéncia do
diamante ndo tera onde se ligar. Essa lacuna gerada pela auséncia de 1
elétron cria uma carga positiva capaz de conduzir corrente, pois diminui o
band-gap — energia necesséaria para que um elétron passe da banda de

valéncia para a banda de conducéo - resultando em um material semicondutor,
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a partir de uma dopagem do tipo p, conforme esquema apresentado na Figura
7 (COMPTON; FOORD; MARKEN, 2003).

Figura 7. Representacdo esquematica de uma dopagem do tipo p.

I ‘ I B. Condugao
LJ

° o s |/ -
@@ =0
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X B X B

Fonte: O préprio autor.

‘ - Atomo de carbono

O uso do BDD como eletrodo para utilizagdo em eletroquimica
s6 ocorreu quando Pleskov (PLESKOV, 2002) utilizou pela primeira vez, em
1987, um eletrodo de BDD. Este possui diversas vantagens superiores quando
comparados ao uso de eletrodos desenvolvidos a partir de outras formas
alotropicas do carbono, como os eletrodos de carbono vitreo, grafite e pasta de
carbono. Dentre essas vantagens, destacam-se a ampla faixa de potencial de
trabalho em meio aquoso e ndo aquoso (aproximadamente entre -1,5V a 2,5
V), nao prejudicando respostas eletroquimicas devido as reacdes de
desprendimento de oxigénio e hidrogénio, bem como, alta reprodutibilidade e
estabilidade quimica. Além disso, possui uma alta resisténcia a corroséo,
pequenas correntes residuais e de fundo que levam a uma boa razédo
sinal/ruido, estabilidade de resposta a longo prazo, assim como transparéncia
Optica, facilitando medidas espectroeletroquimicas (HUPERT et al., 2003;
SALAZAR-BANDA et al., 2006).

Assim, o EDDB passou a ser cada vez mais utilizado no
desenvolvimento de métodos eletroquimicos e eletroanaliticos, possibilitando
alta precisao e estabilidade de resposta, além de proporcionar baixos limites de
deteccdo e quantificacdo, podendo ser usado para analise de diferentes tipos

de amostras como farmacéuticas, bioldogicas e amostras ambientais
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(ANDRADE et al., 2009; BABYAK; SMART, 2004; SALAZAR-BANDA et al.,
2006; SONG; SWAIN, 2007).

As propriedades eletroquimicas do EDDB estdo intimamente
ligadas ao tipo de terminacédo superficial em que se encontra, podendo ser
preferencialmente em hidrogénio ou oxigénio. Em geral, os filmes de BDD
recém preparados, possuem terminacdes preferencialmente em hidrogénio,
devido a atmosfera rica neste gas durante o processo de producdo (KRAFT,
2007; MARTIN, 1999; SWAIN; ANDERSON; ANGUS, 1998). Pleskov e
colaboradores (PLESKOV, 2002) descreveram pela primeira vez, o0
comportamento eletroquimico do EDBB, observando que as terminacdes
superficiais deste eletrodo poderiam ser facilmente alteradas por um pré-
tratamento. Apds esse estudo, o comportamento eletroquimico do EDBB tem
sido muito estudado decorrente das alteracdes superficiais que podem ser

impostas a sua superficie devido ao pré-tratamento quimico ou eletroquimico.

Em se tratando dos pré-tratamentos eletroquimicos, quando o
EDBB recebe o pré-tratamento anddico, a superficie terminada em hidrogénio é
alterada para grupamentos contendo oxigénio, pois devido a alta energia
aplicada ocorre a oxidagcdo da agua e da superficie do EDDB, promovendo
caracteristicas hidrofilicas ao eletrodo (SANTOS et al., 2013). Segundo Barros
et al (DE BARROS et al., 2005), a alteracdo da superficie no pré-tratamento
anodica se da pois ha um aumento da relacdo oxigénio/carbono na superficie
do eletrodo (Figura 8), diminuindo a cinética de transferéncia de cargas de
alguns pares redox, como por exemplo [Fe(CN)s]**. Com a diminuicdo do pH,
a reversibilidade da reacdo de transferéncia de carga de espécies como essa
pode ser aumentada, acarretando em uma diminuicdo da reversibilidade de
transferéncia eletronica (GRANGER, 1999). A superficie do diamante pode ser
alterada novamente para terminacdes de hidrogénio fazendo o pré-tratamento

catodico.

Para o pré-tratamento catodico, as caracteristicas hidrofébicas
do eletrodo sdo restauradas por meio da reducdo da &gua, produzindo
terminagfes preferencialmente de hidrogénio na superficie do eletrodo (Figura
8) (DUARTE et al., 2018). Suffredini e colaboradores (SUFFREDINI et al.,
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2004) realizaram uma polarizacdo catodica do EDBB (-3 V/30 min em H2SO4
0,5 mol L) e obtiveram uma melhora significativa na resposta eletroquimica
apos esse pré-tratamento e, com isso, tiveram melhores limites de deteccédo

para clorofendis.

Figura 8. Representacao esquematica das diferentes terminacfes superficiais
do EDDB.

Pré-Tratamento CATODICO Pré-Tratamento ANODICO

HIDROFOBICA HIDROFILICA

Fonte: O préprio autor.

Conforme os estudos com EDBB pré-tratado catodicamente ou
anodicamente foram sendo relatados, observou-se que a resposta
eletroquimica € dependente do tipo de pré-tratamento utilizado e da natureza
do analito. Segundo relatos da literatura (BROCENSCHI et al., 2017;
SALAMANCA-NETO et al., 2016), para alguns analitos, o pré-tratamento
anodico promove um bloqueio das interacbes que acarreta em uma baixa
condutividade, enquanto que o pré-tratamento catddico favorece as analises de
diferentes substancias, pois apresenta alta condutividade, alta reprodutibilidade
e uma alta intensidade de corrente. Dessa forma, a escolha do pré-tratamento

a ser utilizado dependera da espécie quimica estudada.

No ambito forense, recentemente, o EDDB foi utilizado para
determinacdo de drogas por métodos voltamétricos. Freitas et al. (FREITAS et
al., 2017) desenvolveram um método de quantificacdo de cocaina mediante um
sistema de andlises de inje¢cdo em batelada com voltametria de onda quadrada
(BIA-SWV), utilizando o EDDB pré-tratado catédicamente como eletrodo de

trabalho. O método desenvolvido apresentou uma faixa linear de concentracao
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entre 19,78 e 98,89 pmol L? com LD igual a 0,89 umol Lt. O método
desenvolvido é considerado seletivo e rapido para uma triagem de cocaina na
presenca de adulterantes como benzocaina, cafeina, levamisol, lidocaina,

paracetamol, procaina e fenacetina.

Scheel e colaboradores (SCHEEL et al.,, 2018) desenvolveram um
método para determinacdo de etilona, em drogas ilicitas, por meio de SWV
utilizando um EDDB pré-tratado catddicamente. A faixa linear de concentracao
do método desenvolvido foi de 13 a 88 umol L com LD e LQ de 3,70 e 12,34
umol L, respectivamente. Segundo os autores, 0os compostos frequentemente
encontrados como diluentes e adulterantes em drogas ndo interferiram na
determinacao de etilona, com excecdo da cafeina. Contudo, para resolver este
problema de interferéncia, os autores associaram ao EDDB uma extragdo em
fase soélida com cartucho C18 para remocéao da cafeina nas amostras. Quando
aplicado o método em amostras reais, foram encontradas quantidades baixa de
etilona em comparacdo com a cafeina, mostrando o qudo estdo sendo

adulteradas as drogas no Brasil.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a potencialidade do EDDB para a determinacéo
voltamétrica de 1-(3-clorofenil)piperazina (mCPP), visando o desenvolvimento

de um método eletroanalitico para sua quantificagéo.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFFICOS
Estudar e caracterizar o comportamento voltamétrico da mCPP
utilizando o EDDB;

Avaliar o melhor pré-tratamento do EDDB para determinacdo

voltamétrica da mCPP;
Estudar o efeito do pH, tipo e concentracdo do eletrdlito;

Avaliar a possivel interferéncia de adulterantes e diluentes

usualmente presentes em drogas de rua apreendida;

Otimizar o0 método e determinar seus parametros analiticos,
tais como, limite de deteccéao, limite de quantificacdo, precisédo, seletividade e

faixa linear.



44

4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes usados neste trabalho foram de grau
analitico ou HPLC. Cafeina (CAF, 299,0%), fenacetina (PHE, 298,0%), acido
acetilsalicilico (AAS, 299,0%), paracetamol (PAR, 299,0%), lidocaina (LID,
298,0%), procaina (PRO, 297,0%), benzocaina (BEN, 299,0%), cloreto de
amonio (NH4Cl, 299,5%), hidréxido de sédio (NaOH, =97,0%), acido cloridrico
(HCI, 237,0%), dodecil sulfato de sédio (SDS, 299,0%), Triton™ X-114 (TX 114,
299,0%), brometo de cetilpiridinio (CPB, =298,0%), formiato de aménio
(297,0%), cloreto de potassio (KCI, 299,0%), hexacianoferrato de potassio
(KsFe(CN)s, 299,0%) foram adquiridos da Sigma-Aldrich® (St. Louis, USA) e
utilizados sem purificacdo prévia. Acido sulfarico (H2SOa, 95,0-97,0%) e
metanol (MeOH, 299,9%) foram adquiridos da Merck® (Darmstadt, Alemanha) e
Panreac® (Barcelona, Espanha), respectivamente. Os padrdoes de 1-(3-
clorofenil)-piperazina.HCI (mCPP, 299,0%), cocaina e d,-MDMA foram
adquiridos da Lipomed® (Arlesheim, Suica) e utilizados depois de solubilizacdo
em metanol. Acido borico (HsBOs, 299,5%, Sigma-Aldrich), acido acético (HAc,
>99,8%, Sigma-Aldrich) e &acido fosférico (H3POas, 285,0%, Merck®) foram
usados para o preparo do tampao Britton-Robinson (BR) através da mistura de
volumes apropriados da solucdo padrdo de cada componente e, o pH final da
solugéo foi ajustado com NaOH 50,0% (m/v), de acordo com o desejado. Todas
as solucdes utilizadas neste estudo foram preparadas com agua ultrapura (18,2
MQ cm) proveniente do sistema ELGA® PURELAB Maxima (Woodridge, IL,
USA).

4.2. INSTRUMENTACAO

Foram utilizadas micropipetas volumétricas de volumes
variaveis com capacidade maxima de 50, 200, 1000 e 5000 uL, sendo que
todas continham ponteiras descartaveis de polietileno. Todas as pesagens
foram feitas utilizando balanca analitica (Marte, Modelo AY220), com precisao
de + 0,1 mg. As medidas de pH das solu¢des foram feitas com um pHmetro
Metrohm® pH827 lab digital (Herisau, Switzerland).
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As medidas eletroquimicas foram realizadas em um
potenciostato/galvanostato  Palm Instruments BV® PalmSens (Houten,
Netherlands), controlado pelo software Palm Instruments BV® PSTrace 4.4
(Houten, Netherlands) em uma célula convencional contendo trés eletrodos, em
compartimento Unico, conforme a Figura 9. A célula eletroquimica com
capacidade para 10,0 mL foi equipada com uma tampa de Teflon® contendo
orificios para a inser¢cdo da amostra e para o posicionamento dos eletrodos de
trabalho, referéncia e auxiliar. Os eletrodos utilizados foram: Ag/AgCl (KCI 3,0
mol L) como eletrodo de referéncia, um eletrodo contendo fio de platina foi
utilizado como eletrodo auxiliar e o EDDB (8000 ppm de boro, &rea geométrica
de 0,27 cm?; produzido pela NeoCat®, Suica) foi empregado como eletrodo de
trabalho (Figura 10). O agitador magnético (Modelo 751, Fisatom®, S&o Paulo,
Brasil) foi utilizado para mistura e homogeneizacdo da solucéo entre cada
medida.

Figura 9. Representacdo esquematica da célula eletroquimica utilizada nas
medidas voltamétricas. (Linha preta- eletrodo auxiliar, linha azul- eletrodo de
referéncia e linha vermelha- eletrodo de trabalho).

Fonte: O préprio autor.

Figura 10. Fotografia do EDDB utilizado nas medidas voltamétricas deste

trabalho.
S Ae—

Fonte: O préprio autor.

Um Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia Shimadzu LC-
20AD/T LPGE KIT com detector de arranjo de diodos (DAD) (Tokyo, Japan)
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equipado com uma coluna cromatografica C18 (Phenomenex®, 250 mm x 4,6
mm e tamanho de particula de 5 um), protegida por uma coluna de guarda C18
(Phenomenex®, 4,0 mm x 3,0 mm e tamanho de particulas de 5 ym) foi usado
como técnica de referéncia para checar a exatiddo do método. As amostras
simuladas foram injetadas manualmente usando um volume de injecdo de 20
uL e o comprimento de onda avaliado foi de 208 nm. A fase movel foi
constituida por 5 mmol L' de formiato de amonio (pH 6,4) e metanol (55:45,
v/v), usando o modo isocratico a uma taxa de fluxo de 0,8 mL minl. Mais
detalhes sobre as condigbes para determinacdo de mCPP por HPLC-DAD
podem ser encontrados em (MORENO et al., 2012).

4.3. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.3.1. Pré-tratamentos aplicados a superficie do EDDB

Para investigar os diferentes comportamentos eletroquimicos
do EDDB frente a mCPP, além de limpar a superficie do eletrodo com agua,
foram realizados dois diferentes tipos de pré-tratamento eletroquimico no
EDDB. No estudo do pré-tratamento anddico (PtA) por cronoamperometria, foi
aplicado uma corrente de 30,0 mA cm durante um tempo de 30 s, enquanto
no estudo do pré-tratamento catddico (PtC), a corrente aplicada foi de -30,0 mA
cm? durante 150 s, ambos realizados em uma solugdo de H2S04 0,5 mol L?
(SCHEEL et al.,, 2018). Posteriormente, o eletrodo foi ciclado 20 vezes em
H2S04 0,5 mol L'* usando uma regido de potencial de -0,1 a 1,5 V com 50,0 mV

s! para obtencéo de reprodutibilidade das respostas.

4.3.2. Estudo do comportamento voltamétrico da mCPP sobre o EDDB e
desenvolvimento dos procedimentos eletroandliticos

As medidas eletroquimicas foram realizadas em uma cela
eletroquimica com capacidade de 10,0 mL e as solu¢cbes aquosas de mCPP
foram obtidas a partir de aliquotas de uma solugcéo estoque de mCPP de 5,1
mmol L%, preparada em metanol. Entre as medidas eletroquimicas, a solucéo
foi homogeneizada por agitacdo magnética por 30 s.

A é&rea eletroativa do EDDB e ECV foram determinadas

empregando a técnica de voltametria ciclica em solugcéo de hexacianoferrato de
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potassio 5 mmol L1, sendo este uma sonda eletroquimica com perfil
eletroquimico reversivel e coeficiente de difusdo em KCI 0,10 mol L*?
conhecido. Deste modo, variou-se a velocidade de varredura, e a partir de da
relacdo linear entre a raiz quadrada da velocidade de varredura e a corrente,
com base na equacdo de Randles-Sevick, foi possivel determinar a area

eletroativa de ambos os eletrodos.

Os estudos iniciais de caracterizacdo do comportamento
voltamétrico da mCPP, bem como o melhor pré-tratatamento eletroquimico
foram feitos utilizando a técnica de voltametria ciclica (Cyclic voltammetry, CV),
seguindo os parametros instrumentais: velocidade de varredura de 50,0 mV s,
incremento de potencial de 5,0 mV e uma janela de potencial de -0,1 V até 1,5

V, em solucéo eletrolitica de H2S04 0,5 mol L.

Por meio de CV, verificou-se a influéncia da velocidade de
varredura na oxidacdo da mCPP, variando a velocidade de varredura de 10,0 a
100,0 mV s?! e com base na equacdo de Randles-Sevick avaliou se a

eletrooxidacdo da mCPP é controlada por difusdo ou adsorcéo.

O efeito do pH, tipo e concentracdo do eletrélito suporte foram
avaliados no comportamento eletroquimico da mCPP, utilizando a técnica de
voltametria de onda quadrada (Square-wave voltammetry, SWV) sob
frequéncia (f) de 13 Hz, amplitude de pulso (AP) igual a 50 mV e o incremento
de potencial de 10 mV) (WADDELL et al., 2017). Os experimentos de
otimizacao do pH foram realizados em tampéao Britton-Robinson (BR) dentro de
uma faixa de pH de 2,0 a 10,0. Além do tampao BR, o tamp&do amoniacal
também foi avaliado como eletrélito suporte. Posteriormente, a concentracao
do eletrdlito suporte selecionado foi estudado, variando a concentragéo de 0,05
mol Lt a 0,5 mol L. O tipo de eletrélito suporte e sua concentragéo foram

otimizados univariadamente.

Os parametros operacionais das técnicas de voltametria de
pulso diferencial (Differential pulse voltammetry, DPV) e voltametria de onda
quadrada (Square-wave voltammetry, SWV) foram otimizados utilizando matriz

de Doehlert para trés variaveis. As variaveis analisadas para DPV foram a
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amplitude de pulso (Epuiso) (MV), 0 tempo de pulso (tpuso) (MS) e velocidade de
varredura (VV) (mV s+). Para SWV as variaveis analisadas foram frequéncia (F)
(Hz), incremento de potencial (IP) (mV) e amplitude de pulso (AP) (mV). Todos
os dados foram processados usando o software STATISTICA 6.0. A fim de
verificar se os modelos matematicos dos parametros estudados, obtidos com o
planejamento da Matriz de Doehlert possuiam pontos criticos de maximo,
empregou-se o critério de Lagrange. Segundo a literatura (CAMPOS;
CASSELLA, 2018; FERREIRA et al., 2004; OLIVEIRA SOUZA; TARLEY, 2008;
TARLEY et al., 2004), o critério de Lagrange permite identificar os pontos
criticos, baseado no determinante de Hessian da equacéo de segundo grau do
modelo predito. Para que um modelo matematico de um sistema de trés fatores
possua apenas um Unico ponto estacionario (Ao, Bo, Co), S0 possiveis quatro
situagOes: 1- N&o existe nenhuma informacgéo: A2 = 0; 2- Maximo relativo: A1 <
0, A2 > 0, A3z < 0; 3- Minimo relativo: A1 > 0, A2 > 0, As > 0; 4- Ponto de sela:
Nenhuma das situacdes acima. Onde:

R 3*R %R

a°R  #°R 04> 9AOB A AC
azR_ A2 dA OB |. 2R 3%R 32R
A= 2 B2= 2 2 , Ag=
dA °R 0“R 9B 0A dB> dBacC
dBOA  0B2 R 9*R  9°R

dCOA  ACOB ac?

ApoOs otimizagdo do sistema, foram construidas curvas
analiticas obtidas por meio de adi¢cbes sucessivas de aliquotas da solucéo
padrdo na célula eletrogquimica contendo o eletrdlito de suporte. Os limites de
deteccdo (LD, 3std/m) e quantificacdo (LQ, 10std/m) foram calculados de
acordo com as equac0es indicadas pela IUPAC (BRUNI; VELHO; OLIVEIRA,
2012; ICH, 2005; LONG; WINEFORDNER, 1983), em que std corresponde ao
desvio padrdo da média aritmética da corrente de 10 brancos medidos no
mesmo potencial de pico de oxidag&do do analito e, m corresponde ao valor do
coeficiente angular da curva analitica. A preciséo intra-dia (n=10) e inter-dia
(n=2, dois dias) foi avaliada mediante a medidas voltamétricas consecutivas de
trés concentracdes diferentes da mCPP presentes na curva analitica, sendo
elas 35, 100,0 e 180,0 pmol L.
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4.3.3. Estudo de interferentes

As medidas para determinacbes de possiveis interferentes
foram efetuadas nas condicbes otimizadas do método. As substancias
analisadas como possiveis interferentes do método proposto foram lidocaina
(LID), paracetamol (PAR), acido acetilsalicilico (AAs), cafeina (CAF),
benzocaina (BEN), procaina (PRO), fenacetina (PHE), cocaina (COC) e 3,4-
metilenodioximetanfetamina (MDMA). Cada um dos possiveis interferentes foi
adicionado a solucdo padrdao de mCPP em uma razdo molar 2,5 menor que a

concentracdo da piperazina (100 umol L: 40 pmol L1).

Foi avaliado o efeito do pH com intuito de fornecer a melhor
separacao dos picos entre mCPP e interferente, utilizando tampé&o BR 0,5 mol
L em uma faixa de pH de 2,0 a 10,0. O uso de surfactante visando a
separacdo dos picos em uma analise simultanea entre mCPP e o interferente
também foi avaliado, sendo estudados os surfactantes Triton X-114, SDS e
CPB. A concentracdo do surfactante para uma solucéo binaria entre mCPP e
interferente foi avaliada em uma faixa de 50,0 a 700,0 umol L.

Amostras sintéticas foram preparadas de modo a conter 10 mg
de mCPP em solucéo, tendo em visto este ser um valor geralmente encontrado
em comprimidos apreendidos (BOSSONG et al., 2010; KOVALEVA et al.,
2008). Assim, foi preparada 10 mL de solucdo em MeOH contendo 10 mg de
MCPP e 40 mg dos interferentes PAR, BEN, PHE, PRO e MDMA. Um volume
de 79 uL desta solucédo foi transferido para a cela eletroquimica contendo 10
mL de tamp&o BR 0,5 mol L (pH 10,0) e 550 umol L! SDS, e entdo feito a
analise com o método desenvolvido. A determinacdo da concentracdo de
mCPP na amostra simulada foi feita empregando uma curva de adicdo de
padrao.

Para analise cromatografica, 79 uL da solucdo estoque da
amostra foram dissolvidos em 10 mL de fase mével consistindo de formiato de
amonio 5 mmol L* (pH 6,4) e MeOH (55:45, v/v), filtrado com filtro de
polipropileno hidrofilico (0,2 pm) e injetado diretamente no sistema
cromatografico. De maneira similar ao método eletroquimico, a determinacéo
da concentracdo de mCPP na amostra simulada foi feita empregando uma

curva de adicao de padrao.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. AVALIACAO DO COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO DA MCPP EM DIFERENTES
PRE-TRATAMENTOS ELETROQUIMICOS APLICADOS AO EDDB

Inicialmente, foram realizados experimentos com a técnica de
voltametria ciclica (CV) para avaliar o comportamento eletroquimico da mCPP
utilizando o EDDB. Os resultados apresentados na Figura 4, revelam o
comportamento voltamétrico de 100,0 umol L't mCPP em H2S0a4 0,5 mol L no
intervalo de potencial de -1,0 V a 2,0 V, Figura 11A, com resposta eletroativa
no sentido anddico de varredura, ou seja, ha presenca de um pico anodico bem
definido em +1,02 V vs Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L) para eletrooxidacdo da
mCPP. Para uma melhor visualizacdo e definicdo do pico voltamétrico, a janela
de potencial estudada foi diminuida para 0,6 V até 1,5 V (Figura 11B). Além
disso, dentro das condicfes estudadas, o analito ndo apresentou nenhum pico
catédico no sentido reverso de varredura, possivelmente devido ao produto
formado néo ser eletroativo na faixa de potencial estudada. Com isso, a mCPP
apresenta caracteristicas tipicas de um processo de eletroxidacéo irreversivel.
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Figura 11. Voltamogramas ciclicos empregando EDDB em (A) na presenca de
mCPP 100,0 pmol L (faixa de potencial: -1,0 V a 2,0 V) e em (B) na auséncia
(linha pontilhada) e na presenca (linha sélida) de mCPP 100,0 pmol L* (faixa
de potencial: 0,6 V a 1,5 V), em H2S04 0,5 mol L. 1° ciclo e velocidade de
varredura de 50,0 mV s,
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Um eletrodo de carbono vitreo comercial (ECV) foi usado para
comparar o desempenho eletroanalitico do EDDB na oxidagdo da mCPP, como
mostrado na Figura 12. No ECV, a mCPP apresenta um pico de oxidacdo em
+0,95 V vs Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L), sem a presenca de picos de reducéo, da
mesma forma do EDDB. Um comportamento semelhante € descrito na
literatura para BZP (WADDELL et al., 2017), em que a molécula apresenta um
potencial de pico anddico em aproximadamente +0,80 V vs Ag/AgCl (KCI 3,0
mol LY).
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Para um melhor entendimento sobre o desempenho dos
eletrodos de EDDB e CV, foram calculadas as éareas eletroativas destes
eletrodos empregando VC com base na Equacdo de Randles-Sevick (1)
utilizando um par redox modelo ([Fe(CNs)]*/[Fe(CNe)]*) de uma solucdo de
K4Fe(CN)s 5 mmol L' em KCI 1 molL?,

1
Ip = (2,69.10%)n¥2 AD,/2 Cy v'/2 W

em que Ip é a corrente de pico anddica ou catddica, A é a area eletroativa do
eletrodo (cm?), Co é a concentracdo (5 pmol cm3) da molécula sonda
(K4Fe(CN)s), v é a velocidade de varredura utilizada no experimento e Do € 0
coeficiente difusional (7,60x10° cm? s!) (DUARTE; KUBOTA; TARLEY, 2012;
KONOPKA; MCDUFFIE, 1970) e n € o numero de elétrons envolvidos na
reagdo (1). Neste experimento, a velocidade de varredura foi variada de 10 a
100 mV s, em que utilizando o coeficiente angular da relacao linear entre Ip vs
v2 (Figura Al e A2) foi possivel estimar a area eletroativa dos eletrodos como
0,022 cm? para o ECV e 0,13 cm? para o EDDB.

Observando os voltamogramas obtidos na Figura 12A, fica
claro o excelente desempenho do EDDB frente ao ECV, devido sua corrente de
pico anddica (Ipa) ser aproximadamente 3 vezes superior a exibida pelo ECV
(11,99 pA e 4,24 pA, respectivamente). Ao se comparar os voltamogramas em
termos de densidade de corrente (Figura 12B), o ECV apresenta uma melhor
resposta em comparacao do EDDB, visto que este apresenta area eletroativa
de 0,022 cm?, enquanto a area eletroativa do EDDB é de 0,13 cm?. Embora
isso ocorra, em termos analiticos a intensidade de corrente € 0 mais
importante, apesar da area ser elevada. Outro aspecto importante e que deve
ser mencionado, é que a corrente capacitiva para o EDDB é menor levando a

melhor relagéo sinal ruido, comparado com o ECV.
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Figura 12. Voltamogramas ciclicos empregando EDDB pré-tratado
catodicamente e ECV em termos de (A) corrente (UA) e (B) densidade de
corrente (WA cm?). Condicdes experimentais: mCPP 100,0 umol L%; eletrélito
H2S040,5 mol L e velocidade de varredura de 50,0 mV s,
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A influéncia do pré-tratamento eletroquimico da superficie do
EDDB no processo de oxidacdo da mCPP também foi estudada, uma vez que
o comportamento deste eletrodo depende de sua terminacdo superficial
(oxigénio ou hidrogénio) e esta pode ser mudada através de uma polarizacao
eletroquimica (BROCENSCHI et al., 2017; DUARTE et al., 2018; MEDEIROS et
al., 2016). Este tipo de pré-tratamento, de acordo com a literatura, pode
melhorar a interacdo do analito com a superficie do EDDB levando a um
aumento na intensidade de pico e consequentemente, a um aumento de

sensibilidade, sendo que segundo dados na literatura, a melhor resposta para
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muitos compostos organicos é obtida quando se tem o EDDB com uma
superficie apolar, ou seja, quando a superficie esta pré-tratada catdédicamente,
com predominancia de terminacdes de hidrogénio (BROCENSCHI et al., 2014,
2016). Diante do exposto, na Figura 13, sdo apresentados os voltamogramas
ciclicos para a mCPP obtidos com o EDDB quando foi aplicado o pré-
tratamento anodico (PtA) e o pré-tratamento catddico (PtC), conforme descritos
na secao 3.3.1.

Figura 13. Voltamogramas ciclicos obtidos empregando EDDB com diferentes
pré-tratamentos: pré-tratamento anddico (PtA) e pré-tratamento catddico (PtC)

em mCPP 100,0 pumol L, H2SO4 0,50 mol L, velocidade de varredura de 50,0
mV s,
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Como observado, o EDDB pré-tratado catdédicamente
apresenta intensidade de corrente de pico duas vezes maior do que a obtida
para o pré-tratamento anddico (11,4 YA e 6,9 pA, respectivamente). Melhorias
na precisao das analises (n=10) também foram evidenciadas, visto que o PtC
apresenta desvio padrdo de 2,89% enquanto o PtA apresenta 11,77%. Deste
modo, optou-se por trabalhar com o EDDB pré-tratado catédicamente (EDDB-
PtC), realizando-se no inicio de cada dia de trabalho um pré-tratamento
anodico (PtA) (30 mA cm?, 30 s) seguido de um pré-tratamento catédico (PtC)
(-30 mA cm?, 150 s). A polarizacdo anddica, neste caso, foi utilizada para
oxidar eventuais compostos organicos contaminantes presentes na superficie
do eletrodo, visto que esta polarizacdo promove a geracdo de radicais
hidroxilas (néo eletroativos) na superficie eletrodica (Equacdo 2) capazes de
eliminar impurezas ali presentes (COLEDAM et al., 2014; MURUGANANTHAN
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et al, 2007; SANCHEZ-CARRETERO et al., 2011; YOSHIHARA,;
MURUGANANTHAN, 2009).

BDD + H,O — BDD("OH),qs + H +&= (2

O tempo de PtC foi cinco vezes maior que o usado no PtA a fim
de garantir a eficiéncia da polarizacdo. Essa polarizacdo catodica, segundo
Rossi et al. (ROSSI et al., 2003), gera a formacédo de terminacbes carbono-
hidrogénio que facilitam a ocorréncia do processo de transferéncia de carga e,
consequentemente, aumentam a condutividade elétrica do EDDB e assim ha

um aumento da resposta do analito.

Estes resultados vao de acordo com a literatura, em que o
EDDB-PtC é utilizado para quantificacdo de diferentes analitos como as drogas
etilona (SCHEEL et al., 2018) e cocaina (FREITAS et al., 2017), os farmacos
amitriptilina (DUARTE et al., 2014), metropolol (SALAMANCA-NETO et al.,
2016), tadalafila (SARTORI et al., 2017), furosemida (MEDEIROS et al., 2016),
bem como herbicidas (DUARTE et al., 2018) e diversas outras moléculas
organicas. O pre-tratamento confere ainda, segundo dados reportados por
SUFFREDINI et. al. (SUFFREDINI et al., 2004), uma melhor reprodutibilidade e
confiabilidade dos resultados, além de uma diminuicdo de limites de detecgéo

para grande parte das moléculas organicas.

Apesar do avanco nos estudos sobre o comportamento
eletroquimico do EDDB e a influéncia dos diferentes pré-tratamentos (GIRARD
et al., 2007; SALAZAR-BANDA et al., 2006; SUFFREDINI et al., 2004), ainda
ndo h& um esclarecimento satisfatorio quanto a interpretagcéo das interacdes da
superficie do EDDB pré-tratado e as caracteristicas do analito. Entretanto,
acredita-se que os grupos hidroxila, carbonila e éter formadas apds o PtA se
estabilizem mais facilmente quando comparado com a superficie terminada
preferencialmente em hidrogénio apés o PtC (CODOGNOTO; MACHADO;
AVACA, 2002; WEI et al., 2008; ZHANG et al., 2008). A presenca destes
grupos diminui a condutividade e torna a superficie mais hidrofilica, dificultando
a eletrooxidacdo de moléculas que apresentam caracteristicas hidrofobicas
(PECKOVA; MUSILOVA; BAREK, 2009).



56

5.2. EFEITO DO PH, TIPO E CONCENTRACAO DO ELETROLITO SUPORTE NO

COMPORTAMENTO VOLTAMETRICO DA MCPP

O pH de uma solucdo pode influenciar tanto na magnitude de
corrente como no potencial de eletrooxidacédo do analito. Assim, empregando a
técnica de voltametria de onda quadrada (SWV) (f = 13 Hz; a = 50 mV; AEs =
10 mV) (WADDELL et al., 2017), foi feito um estudo para avaliar o efeito do pH
no perfil voltamétrico de mCPP 100,0 umol L. O estudo foi realizado tendo
como eletrélito suporte tampéao Britton-Robinson (BR) 0,5 mol Lt em valores de
pH de 2,0 a 10,0, pois, por apresentar uma ampla faixa tamponante (de 2,0 a
12,0), este eletrolito permite avaliar a influéncia de diferentes meios, como
acidos, basicos e/ou neutros (BRITTON; ROBINSON, 1931). Valores de pH
superiores a 10,0 foram evitados pois, de acordo com a literatura, solucdes
aquosas alcalinas podem alterar a morfologia da superficie do EDDB, podendo
resultar na degradacdo do substrato de silicio (GRIESBACH et al., 2005;
LEVENT; YARDIM; SENTURK, 2014).

Figura 14. Voltamogramas de onda quadrada empregando EDDB pré-tratado
catédicamente em solucdo de 100,0 umol Lt de mCPP em (A) diferentes
concentracbes de pH e (B) Dependéncia do pH com o potencial de pico
andédico, Tampédo BR 0,5 mol L (f = 13 Hz; a = 50 mV; AEs = 10 mV).
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De acordo com os voltamogramas mostrados na Figura 14,

observa-se que o potencial de oxidacdo da mCPP desloca-se para potenciais

menos positivos com o aumento do pH. Assim, considerando o diagrama da

distribuicao das espécies apresentados na Figura 15, a medida que aumenta o
pH, a molécula de mCPP vai se desprotonando (pKa 8,87 (CHEMICALIZE

FEATURES, [s.d.]),

ficando mais hidrofébica e,

muito provavelmente

apresentando maior interacdo com a superficie do eletrodo pré-tratado

catodicamente.

Figura 15. Distribuicdo das espécies de mCPP em funcéo do pH.
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Fonte: Adaptado do Chemicalize (CHEMICALIZE FEATURES, [s.d.]).

Um comportamento similar

foi relatado por

Waddell

e

colaboradores (WADDELL et al., 2017) para BZP, em que houve um
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deslocamento do Epa para valores menos positivos a medida que se aumentou
o pH, sendo escolhido o pH 9,5 como 6timo, uma vez que o valor de pKa para
esta molécula era de 9,5. Portanto, o pH 10,0 foi escolhido para andlises
posteriores, pois neste pH é obtido o menor valor de Epa, o que confere melhor
seletividade ao método, conforme serd apresentado nos estudos dos

interferentes, além de possuir uma Ipa satisfatoéria.

O deslocamento do potencial para valores menos positivos
com o aumento do pH segue um comportamento linear bem definido no
intervalo de pH entre 2,0 e 10,0, representada pela equacédo Epa (V) = -0,032
pH + 1,046 (R?=0,99), como apresentado na Figura 14B. Este comportamento
sugere uma dependéncia protonica na eletrooxidacdo da mCPP seguindo um
comportamento Nerstiniano, ou seja, no processo de oxidacdo a perda de
elétrons é acompanhada pela perda de protons (HUDARI et al., 2013;
LOURENCAO et al., 2016; WADDELL et al., 2017; WANG, 2006). Com o
coeficiente angular de -32 mV pH* pode-se estabelecer que essa dependéncia
protbnica seja de 2:1, visto que segundo a literatura e como deduzido pela
Equacdo 3, uma oxidacdo envolvendo dois elétrons e transferéncia de um
préton possui um valor teérico de -30 mV pH? (BARD; FAULKNER, 1980;
GOSSER, 1993; LEVENT; YARDIM; SENTURK, 2014; PACHECO et al., 2013;
PLETCHER et al., 2002; SMITH et al., 2014b).

E=E —2303 = pH 3)

em que, E e E° € o potencial e potencial padréo da reacéo, respectivamente; R
é a constante dos gases ideias (8,314 J K! mol ) , T é a Temperatura
ambiente em Kelvin (298,15 K), m e n € o numero de prétons e elétrons

envolvidos na reacao de oxidacgao, respectivamente.

Com base na literatura, pode-se sugerir que a oxidacao ocorre
no grupamento amino ao invés do anel aromético, conforme ja relatado para
outra piperazina (WADDELL et al., 2017). Assim, propdem-se que durante a
eletrooxidacdo, a mCPP perde um elétron para gerar um cation radical e sofre

uma oxidacao adicional gerando a mCPP oxidada com um processo que
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envolve dois elétrons e um proton. O mecanismo baseado para esta reacao é
mostrado na Figura 16 (LEVENT; YARDIM; SENTURK, 2014).

Figura 16. Esquema de mecanismo proposto para oxidacdo de mCPP na
superficie do EDDB pré-tratado catodicamente.
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Apbs a selecdo do pH 10,0 para as medidas voltamétricas, foi

avaliado o efeito do eletrdlito suporte na determinacéo eletroquimica da mCPP.
A natureza do eletrélito suporte pode determinar a estrutura da dupla camada
elétrica e consequentemente influenciar diretamente na intensidade de Ipa,
bem como a cinética do processo eletrodico, termodinamica e o transporte de
massa na célula eletroquimica (AGOSTINHO et al., 2004; PYSAREVSKA et al.,
2018). Para este estudo, além do tampdo BR foi utilizado o tamp&o amoniacal,
0 qual apresenta uma faixa tamponante entre pH 8,3 até 10,8 (PERRIN;
DEMPSEY, 1974). Como ilustrado na Figura 17, o Tampado BR pH 10,0,
proporcionou a obtencdo de um sinal analitico duas vezes maior que o tampéao
amoniacal, bem como uma corrente de fundo menor, sendo entdo, o tampéo
BR pH 10,0 mantido para analises subsequentes, pois uma maior a Ipa indica

uma maior sensibilidade da metodologia eletroanalitica em desenvolvimento.
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Figura 17. Efeito da influéncia do Tamp&do BR e Tamp&o Amoniacal, ambos
em pH 10,0 e concentragdo de 0,5 mol L%, na eletroxidacdo da mCPP sobre
EDDB-PtC. Condic¢des voltamétricas: f = 13,0 Hz; a = 50,0 mV; AEs = 10,0 mV,
n=3.
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Visando intensificar a resposta analitica para eletroxidacao da
mCPP, foi realizado a otimizacdo da concentracdo do eletrolito suporte
utilizando a técnica de SWV (f = 13 Hz; a = 50 mV; AEs = 10 mV) (WADDELL
et al., 2017) empregando solu¢gbes com diferentes concentracdes (0,05; 0,1;
0,3 e 0,5 mol L) de tampéo BR pH 10,0 na presenca de 100,0 umol L mCPP.
Conforme a Figura 18, a Ipa sofreu um aumento a medida que a concentracéo
do eletrdlito suporte (tampdo BR) foi aumentada. Concentracdes superiores a
0,5 mol L para o tampéo BR néo foram estudadas devido a baixa solubilidade
do mesmo em altas concentracdes (PERRIN; DEMPSEY, 1974). Assim, a
concentracdo de 0,5 mol L foi adotada como o valor 6timo para os demais

experimentos.



61

Figura 18. Avaliagdo do efeito da concentracdo do eletrdlito de suporte
Tampao BR pH 10,0 na eletroxidacdo da mCPP sobre EDDB-PtC. Condicdes
voltamétricas: f = 13,0 Hz; a = 50,0 mV; AEs = 10,0 mV, n=3.
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5.3. INFLUENCIA DA VELOCIDADE DE VARREDURA NO COMPORTAMENTO

ELETROQUIMICO DA MCPP

O efeito da velocidade de varredura sobre o comportamento
eletroquimico da mCPP foi avaliado de 5,0 a 100,0 mV st. Segundo a Equacéo
de Randles-Sevick para sistemas irreversiveis (4) (BARD; FAULKNER, 1980;
GOSSER, 1993; PLETCHER et al.,, 2002; WANG, 2006), através da relagédo
linear entre corrente de pico e raiz quadrada da velocidade de varredura é
possivel identificar se a etapa limitante do processo de eletrooxidacdo €
controlada por difusédo ou adsorgéo. A Figura 19 apresenta os voltamogramas
obtidos neste estudo, bem como os gréaficos construidos para Ipa vs 02 (mV s

12 e log Ipa vs log v.

1
Ip =(2,99.10° )n(an)l/Z A DO/2 Cov /2 4)

em que, Ip € a corrente de pico (A), n € no nUmero de elétrons envolvidos na
reacdo, a é o coeficiente de transferéncia de carga, A é a area do eletrodo
(cm?), Do o coeficiente difusional (cm? s*), Co € a concentracédo do analito (mol

cm3) e v a velocidade de varredura (V s?).
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Figura 19. Voltamogramas ciclicos empregando EDDB pré-tratado
catédicamente em solucdo de 100,0 umol L' de mCPP (A) em diferentes
velocidades de varredura (5,0, 10,0, 20,0, 30,0, 50,0, 70,0, 90,0 e 100,0 mV s
1); (B) dependéncia entre Ipa vs v¥? (mV s?1)2 e (C) dependéncia entre log Ipa
vs log v. Tampao BR 0,5 mol L pH 10,0.
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De acordo com a Figura 19A, observa-se que o potencial de
pico andédico da mCPP desloca ligeiramente para potencias mais positivos a
medida que a velocidade de varredura aumenta, sendo este um
comportamento caracteristico de processos eletroquimicos irreversiveis
(SMITH et al., 2014a; WADDELL et al., 2017; YARDIM, 2011; YARDIM et al.,
2011). A dependéncia linear entre a corrente de pico anddica e a raiz quadrada
da velocidade de varredura, descrito pela equacéo Ipa = 0,745 v'? + 0,259
(R?>= 0,997), indica que a eletrooxidagdo da mCPP ¢é controlada
preferencialmente por um processo de difusdo do analito do seio da solucdo
para a superficie do EDDB-PtC. O controle difusional pode ainda ser
confirmado por meio da relacéo linear (R?=0,994) existente entre o logaritmo da
intensidade de corrente anddica versus o logaritmo da velocidade de varredura,
com inclinacéo de 0,45 (log Ipa= 0,452 log v - 0,021, R?= 0,994) , corroborando
com o coeficiente angular previsto pela literatura (0,50) (BARD; FAULKNER,
1980; GOSSER, 1993) para o transporte de massa controlado por difusdo das

espécies.

Utilizando os dados obtidos no experimento de voltametria
ciclica (Figura 19A), foi possivel calcular o numero de elétrons transferidos
durante o processo de oxidacdo da mCPP sobre o EDDB pré-tratado
catédicamente, empregando a Equacdo 5, valida para diagnosticos de
sistemas totalmente irreversiveis (BARD; FAULKNER, 1980; GOSSER, 1993).
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_ 47,7mV
= — (5)

an

‘Epa — Epaz
2

em que Epa e Epawuz € 0 potencial de oxidagdo e o potencial de meia onda,
respectivamente, a é o coeficiente de transferéncia de carga e n € o numero de
elétrons transferidos. Foi considerado um coeficiente de transferéncia de carga
igual a 0,5, valor este normalmente utilizado para moléculas organicas em
solugdo aquosa ou quando ndo se conhece o valor experimental (BARD;
FAULKNER, 1980; GOSSER, 1993; MEDEIROS et al., 2016). Os valores de
Epa e Epauz foram obtidos em diferentes velocidades de varredura (5 até 100
mV s1) e a médias dos potenciais como 0,73 e 0,68 V, respectivamente. O
valor calculado para n foi de 1,91, podendo inferir que a oxidacdo de mCPP
ocorre com a transferéncia de 2 elétrons conforme o mecanismo proposto

anteriormente (Figura 16).

Foi empregada a técnica de cronoamperometria afim de
determinar o coeficiente de difusdo da mCPP. Os cronoamperogramas,
apresentados na Figura 20A, foram realizados em potencial fixo de 0,70 V (Epa
em pH 10) por 60 s, no intervalo de 50 a 200 pmol L. O coeficiente de difusédo
foi calculado a partir da Equacédo de Cottrel (Equacgédo 6) (BARD; FAULKNER,
1980; GOSSER, 1993; PLETCHER et al., 2002),

nFAC,Dy?

Ipa = —7 7 (6)

em que Ipa refere-se a corrente de pico anddica (A), n € o numero de elétrons
(n=2, previamente calculado), F a constante de Faraday (96498 C), A € a area
eletroativa do eletrodo (0,13 cm?), Do é o coeficiente de difusdo (cm? s') e Co a
concentracdo (mol cm3). Com base nos cronoamperogramas apresentados,
foram construidas relagdes entre corrente (Ipa) e o inverso da raiz quadrada do
tempo (t%?) a partir de tempos anteriores ao equilibrio (0,5; 0,7; 1,0; 2,0; 3,0;
4,0; 5,0; 6,0 e 7,0 s) que em conjunto com a Equacao de Cottrel, tiveram seus
coeficientes angulares utilizados para o calculo do coeficiente de difuséo.
Assim, o valor médio calculado para o coeficiente de difusdo da mCPP foi de
1,1x10% cm? s'L. Vale ressaltar que ndo ha na literatura valores para coeficiente

de difusdo de nenhum tipo de piperazina.
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Figura 20. (A) Cronoamperograma e (B) relagdes lineares entre Ipa versus t*2
obtidos a partir dos respectivos amperogramas, para mCPP em tampé&o BR 0,5
mol L pH 10,0 empregando EDDB-PtC.
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5.4. OTIMIZACAO MULTIVARIADA DOS PARAMETROS OPERACIONAIS DAS TECNICAS

ELETROANALITICAS PARA DETERMINACAO DE MCPP

A fim de se obter as melhores condi¢cBes voltamétricas para a
determinacdo da mCPP, os parametros operacionais das técnicas de
voltametria de onda quadrada (square wave voltammetry, SWV) e voltametria
de pulso diferencial (differential pulse voltammetry, DPV) foram otimizadas por
meio de Matriz de Doehlert para trés variaveis, utilizando como resposta, a
corrente de pico anddica. E importante salientar que a Matriz de Doehlert para
trés fatores € composta por treze experimentos, e neste caso 0s experimentos
do ponto central foram realizados em triplicata, sendo que foram usados 7,5 e 3
niveis para cada fator (FERREIRA et al.,, 2004). Os niveis dos parametros
foram escolhidos de acordo com o parametro que influencia mais na resposta

analitica.

Para a técnica de SWV, foram analisados os parametros
amplitude de pulso (AP), incremento de potencial (IP) e frequéncia (F), sendo
gue os niveis para cada um deles foram 5, 7 e 3, respectivamente. Neste caso,
por uma limitacdo do equipamento, a F foi analisada com apenas 3 niveis pois
a F maxima permitida pelo equipamento é de 30 Hz. Os parametros com seus
respectivos niveis analisados, bem como as respostas analiticas em corrente
de pico anddico sdo apresentados na Tabela 1. Além disso, pela Matriz de
Doehlert € possivel construir o0 modelo estatistico que contempla termos

lineares e quadraticos dos fatores, como demonstrado na Equacéao 7.
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Tabela 1. Matriz de Doehlert para otimizagdo de amplitude de pulso, frequéncia
e incremento de potencial da técnica SWV. Entre parénteses, os valores reais
utilizados em cada experimento.

Amplitude de Pulso Incremento de Potencial Frequéncia Ipa
(mV) (mV) (Hz) (LA)
0 (60) 0 (24) 0 (15) 21,79
0 (60) 0 (24) 0 (15) 20,62
0 (60) 0 (24) 0 (15) 20,58

1(110) 0 (24) 0 (15) 18,71
0,5 (85) 0,866 (45) 0 (15) 22,57
0,5 (85) 0,289 (31) 0,817 (25) 21,29
-1 (10) 0 (24) 0 (15) 4,97
-0,5 (35) -0,866 (3) 0 (15) 8,42
-0,5 (35) -0,289 (17) -0,817 (5) 9,18
0,5 (85) -0,866 (3) 0 (15) 8,79
0,5 (85) -0,289 (17) -0,817 (5) 10,80
-0,5 (35) 0,866 (45) 0 (15) 16,54
0 (60) 0,577 (38) -0,817 (5) 13,28
-0,5 (35) 0,289 (31) 0,817 (25) 20,28
0 (60) -0,577 (10) 0,817 (25) 17,39

Ipa- corrente de pico anddico.

A partir da matriz de Doehlert, um polinbmio quadratico
completo foi obtido, conforme apresentado pela Equacdo 6, permitindo

estabelecer a relacdo entre os trés fatores estudados e a resposta analitica
(Ipa).

Ipa = - 19,7920: 9,6208 + 0,4508: 0,1589 AP -0,0032: 0,001 AP? + 0,6477+0,3864 |IP —
0,0115:0,0047 IP? + 1,4740+0,7126 F — 0,0324+0,0171 F2 + 0,0020: 0,0028 APXIP —
0,0020+ 0,0062 APXF + 0,0018: 0,0129 IPXF (7)

A analise de variancia (ANOVA), conforme apresentada na
Tabela 2, revela coeficiente de determinacdo de 0,958 para o modelo, o qual
nao apresentou falta de ajuste, sendo a razdo MQtaita de ajuste/MQerro puro igual a
13,73, inferior ao F32 critico a 95% de confianca (Fs295% = 19,16) (BARROS
NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2003).
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Tabela 2. ANOVA para o modelo gerado pela Matriz de Doehlert para a técnica
de SWV.

Fodnées Somados Grausde Médiados Teste Nivel de
.~ qQquadrados liberdade quadrados F probabilidade
variacao
AP 60,73 1 60,73 129,08 0,008
AP2 75,23 1 75,23 159,91 0,006
IP 139,14 1 139,14 295,75 0,003
P2 52,13 1 52,13 110,81 0,009
F 109,97 1 109,97 233,73 0,004
F2 31,14 1 31,14 66,19 0,015
AP x IP 4,46 1 4,46 9,48 0,091
AP x F 0,89 1 0,89 1,89 0,303
IPxF 0,18 1 0,17 0,37 0,605
Falta de 19,39 3 6,46 13,74 0,069
ajuste
Erro Puro 0,95 2 0,47
Total 485,35 14

AP — Amplitude de Potencial; IP — Incremento de Potencial; F- Frequéncia

Para a técnica de DPV, os parametros foram velocidade de
varredura (VV), amplitude de pulso (Epuso) € tempo de pulso (tpuso) cOM 0S
niveis de 5, 7 e 3, respectivamente. Para a técnica de DPV, a Epuso foi
estudada em mais niveis, a fim de se alcancar maiores informacdes sobre o
sistema eletroquimico e também por influenciar significativamente a
intensidade de corrente de pico anddica da mCPP. Desta forma, os parametros
e seus respectivos niveis estudados, bem como as respostas analiticas em
corrente de pico anddica sdo apresentados na Tabela 3. A partir da Matriz de
Doehlert, foi obtido um polinbmio quadratico completo que permite estabelecer

a relacéo entre os trés parametros e a resposta analitica, conforme Equacao 8.
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Tabela 3. Matriz de Doehlert para otimizagédo de amplitude de pulso, frequéncia
e incremento de potencial da técnica DPV. Entre parénteses, os valores reais
utilizados em cada experimento.

Velocidade de Varredura  Amplitude de pulso Tempo de pulso Ipa

(mV st (mV) (ms) (LA)
0 (75) 0 (150) 0 (6) 45,65
0 (75) 0 (150) 0 (6) 47,79
0 (75) 0 (150) 0 (6) 47,13
1 (145) 0 (150) 0 (6) 37,07

0,5 (110) 0,866 (240) 0 (6) 40,39

0,5 (110) 0,289 (180) 0,817 (10) 31,69
-1 (5) 0 (150) 0 (6) 34,81

-0,5 (40) -0,866 (60) 0 (6) 16,89

-0,5 (40) -0,289 (120) -0,817 (2) 0,00

0,5 (110) -0,866(60) 0 (6) 18,94

0,5 (110) -0,289 (120) -0,817 (2) 0,00
-0,5 (5) 0,866 (240) 0 (15) 38,83
0 (75) 0,577 (210) -0,817 (2) 18,08

-0,5 (40) 0,289 (180) 0,817 (10) 37,28
0 (75) -0,577 (90) 0,817 (10) 23,38

Ipa- corrente de pico anddico.

lpa =-118,621: 20,104 + 0,403: 0,187 VV — 0,002+ 0,001 VV?+ 0,801+ 0,163 Epuiso —
0,002+ 0,0005 Epulso® + 23,684+ 3,069 tpuiso— 1,451+ 0,170 tpuiso® - 0,001+ 0,017 VVXtpuiso —
0,016 0,012 EpuisoXtpulso (8)

A ANOVA foi aplicada para verificar o ajuste do modelo
quadratico com estes experimentos. Assim, conforme apresentada na Tabela
4, o modelo revela um coeficiente de determinacdo de 0,991, o qual, usando o
Teste F (Distribuicdo de Fisher) para comparacdo entre duas fontes de
variacdo (falta de ajuste e erro puro) é possivel afirmar que o modelo
quadratico ndo apresenta falta de ajuste, sendo a razdo MQfaita de ajuste/MQerro puro
igual a 7,544, inferior ao Fs2 critico a 95% de confianca (F3295% = 19,16)
(BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2003).
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Tabela 4. ANOVA para o modelo gerado pela Matriz de Doehlert para a técnica

de DPV.
Fontes de Somados Grausde Médiados Teste Nivel de
variacao guadrados liberdade quadrados F probabilidade
\YAY/ 0,41 1 0,41 0,34 0,621
VV? 143,13 1 143,13 118,79 0,008
Epuiso 740,44 1 740,44 614,52 0,002
Epuiso 2 503,59 1 503,59 417,95 0,002
tpulso 919,55 1 919,55 763,17 0,001
tpulso 2 1617,58 1 1617,58 1342,49 0,001
VV X Epulso 0,06 1 0,06 0,05 0,847
VV X tpulso 6,62 1 6,62 5,49 0,144
Epulso X tpulso 41,39 1 41,39 34,35 0,028
Falta de 27,27 3 9,09 7,54 0,119
ajuste
Erro Puro 2,41 2 1,21
Total 3440,49 14

VV — Velocidade de Varredura; Epuso — Amplitude de pulso; tpuiso — tempo de pulso.

Para verificar a presenca de pontos maximos nas superficies

de resposta das Figuras 21 e 22, ou seja, se 0 ponto critico € o maximo ou

minimo relativo, ou ponto de sela, foi empregado o critério de Lagrange, que &

baseado no célculo da determinante de Hessian. O determinante de Hessian
para as funcdes Hi (AP, IP, F) para SWV e Hz (VV, Epuso € tpuiso) para DPV

foram calculados pelo uso das seguintes expressoes:

9%Ipa %Ipa %Ipa
d%Ipa d%Ipa 0AP2  QAPJIP OAPOF
d%Ipa, dAP2  QAPOIP |. d%Ipa  9%Ipa  9%Ipa
A= A= 2 2 » Az= '
0AP2 0%Ipa d%Ipa dIP 0AP aIP? dIP 9F
dIP AP oIP2 d%Ipa %Ipa %Ipa
dF 0AP JF 0IP OF?
para SWV e
%Ipa a%Ipa
A azlpa_ avy?2 liAA% aEpulso i
17 gyy2’ =27 d%Ipa 9%Ipa !
0Epulso vV 6Epulsoz
0%Ipa 0%Ipa 0%Ipa
/ avv?2 avv 6Epulso avv 6tpulso
| 9%Ipa 9%Ipa 9%Ipa |
As= ara DPV
3 aEpulso avv aEpulso2 aEpu.lso atpulso p !
0%Ipa d%Ipa %Ipa
atpulso ovv atpulso aEpulso atpulsoz
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em que AP, IP e F, e VV, Epuiso € tpuiso S80 0s fatores que foram avaliados para

SWYV e DPV, respectivamente, e Ipa representa a funcao resposta.

Segundo o critério de Lagrange, quando a A2 = 0, ndo ha
presenca de maximo ou minimo na superficie de resposta. Um maximo relativo
é observado quando A1 < 0, A2 > 0 e As < 0, enquanto que um minimo relativo
é verificado quando A1 > 0, A2 > 0 e As > 0. Por outro lado, quando néo se
obtém nenhuma das situacGes descritas anteriormente, dizemos que ha um
ponto de cela (CAMPOS; CASSELLA, 2018; FERREIRA et al., 2004,
OLIVEIRA SOUZA; TARLEY, 2008; TARLEY et al., 2004). Portanto, as
superficies derivadas da regressao caracterizaram-se pela aplicacao do critério
de Lagrange. Os valores encontrados de Ai, A2 e Az para SWV foram -6,50x10
3,1,43x10* e -9,18x10%, respectivamente, enquanto para DPV foram -4,00x10
3,1,60x10° e -4,54x10°, respectivamente. Os sinais dos determinantes (A1, A2

e A3) para ambas as técnicas indicam que ha um ponto de maximo relativo.

Assim, foi calculado os pontos criticos das superficies
apresentadas nas Figuras 21 e 22 para determinar as condi¢cbes Otimas de
ambas as técnicas para a determinacdo de mCPP. As coordenadas do ponto
critico para SWV (AP, IP, F) e DPV (VV, Epuso € tpuso) foram calculadas
resolvendo o sistema de equacfes obtido a partir da derivacao parcial de Ipa

em relacdo a cada uma das variaveis:

dlpa
aA_pP = 0,4508 — 6,40x1073AP + 0,0020 IP — 0,0020F = 0
dlpa
FIi 0,6477 — 0,023 IP + 0,0020 AP + 0,0018F =0
dlpa
aF - 1,4740 — 0,0648 F — 0,0020 AP + 0,0018 I[P =0

para SWV, enquanto para DPV,

dlpa _3
m =0,403 —4x10"°VV — 0,001 tpulso =0

dlpa
aEpulso

= 0,801 — 4x1073 Epyy50 — 0,016 t50 = 0
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dlpa

T = 23,684 — 2,902 tp;5, — 0,001 VV — 0,016 Epyy50 = 0

Desta forma, as superficies de resposta indicam que existe um
maximo para SWV em 74 mV para amplitude de pulso, 36 mV para incremento
de potencial e 22 Hz para frequéncia, enquanto para DPV os valores criticos
foram de 74 mV s para velocidade de varredura, 180 mV para amplitude de
pulso e 7 ms para tempo de pulso. E importante ressaltar, que estas condi¢des

foram estudadas, confirmando que promovem a melhor resposta analitica em
termos de Ipa.

Figura 21. Superficies de resposta obtidas a partir da Matriz de Doehlert para
(A) AP xIP, (B FxAP e (C) IP x F.

W 2
) e
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Figura 22. Superficies de resposta obtidas a partir da Matriz de Doehlert para
(A) VV X Epuiso, (B) VV X tpulso € (C) tpuiso X Epulso.
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5.5. DETERMINAGAO DAS CURVAS ANALITICAS E FIGURAS DE MERITO PARA O METODO
PROPOSTO

ApOGs a otimizagdo dos parametros operacionais das técnicas
eletroanaliticas SWV e DPV e dos parametros quimicos do meio, construiu-se
uma curva analitica para mCPP (Figura 23). Realizaram-se medidas
voltamétricas em triplicata de 0,4 a 1,05 V vs Ag/AgCl, para ambas as técnicas,
em diferentes concentracoes, de 5,0 a 400,0 umol L' de mCPP, sendo este
intervalo a regido na qual a intensidade de Ipa apresenta relacdo linear com a
concentracdo de mCPP. Os parametros analiticos do método desenvolvido
estdo apresentados na Tabela 5 e foram calculadas conforme descrito na
secdo 3.3.1. Vale ressaltar que ap6és a construcdo da curva, o limite de
quantificacdo foi calculado e a fim de verificar se o valor tedrico € de fato
quantificavel, foram feitas medidas desta concentracdo e, posteriormente, 0s
valores foram inseridos na curva analitica. Como nao houve variacao
significativa do coeficiente angular para a curva com e sem o LQ, adotou-se
este como sendo entdo o primeiro ponto da curva analitica, conforme figuras
apresentadas no Anexo B.

Figura 23. Voltamogramas de (A) Onda Quadrada e (B) respectiva curva
analitica para mCPP em condicfes otimizadas. Voltamogramas de (C) Pulso
Diferencial e (D) respectiva curva analitica para mCPP em condi¢cbes
otimizadas. Condi¢des: tampéo BR 0,5 mol L1, pH 10,0.
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Tabela 5. Parametros analiticos para a determinacdo voltamétrica de mCPP
por SWV e DPV.

Técnica

DPV SWvV
Coeficiente Angular (LA pmol? L) 0,16 0,41
Coeficiente Linear (HA) 0,46 0,20
Coeficiente de correlagao linear 0,99 0,99
LD (umol L) 1,10 1,62
LQ (umol L) 3,50 5,30

Faixa Linear (umol L) 3,50 - 400,00 5,30 - 400,00

mCPP- meta-clorofenilpiperazina; LD — Limite de detec¢éo; LQ — Limite de Quantificacéo.

Em comparacdo ao método desenvolvido por Waddell e
colaboradores (WADDELL et al., 2017) para a BZP em que obtiveram um LD
de 6,0 umol L, o método proposto neste trabalho para a mCPP se mostrou
mais eficiente, uma vez que apresenta um LD menor. Além disso, para o
desenvolvimento do método para determinacdo de BZP, os autores utilizaram
um eletrodo de pasta de grafite contendo 80% de grafite e 20% de Nujol®*, o
gue mostra a desvantagem para o0 método proposto para mCPP neste trabalho,
visto que o EDDB foi mais sensivel e pode ser usado inUmeras vezes sem que
perca resposta analitica ou necessite de uma renovacao da superficie. Além
disso, o meétodo proposto para BZP apresenta uma faixa linear de
concentracdo de 12 a 68 pmol L1, sendo que a faixa linear de concentracéo
apresentada para mCPP neste trabalho é mais ampla (3,5 a 400 pmol L),

podendo determinar mCPP tanto em baixas quanto em altas concentragdes.
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Com base na Tabela 5, é possivel observar que a técnica de
DPV proporcionou os melhores resultados em termos de limites de deteccéo e
quantificacao, justificando a escolha desta técnica para determinacdo da mCPP
em drogas e apoiando a explicacdo tedrica de que experimentos por DPV séo
mais satisfatérios para sistemas irreversiveis, visto que para este tipo de
sistema a cinética de transferéncia de elétrons na superficie do eletrodo € lenta
(BARD; FAULKNER, 1980; GOSSER, 1993).

A validacdo do modelo linear foi feita através da ANOVA em
que se levou em consideracdo que a hipotese nula Ho: f=0 era de que néo
houvesse relacdo linear entre as variaveis. Para isso, aplicou-se o teste F, com
um intervalo de confianca de 95%, em que a relacdo entre MSregressao/MSresiduo
foi de 4619,89, sendo muito maior que o valor tabelado (Fi2s= 249,79),
podendo assim, descartar a hipotese nula e considerar os dados experimentais
bem ajustados ao modelo de regressao linear (BARROS NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2003). Além do mais, a relacdo entre MStaita de ajuste/MSerro puro fOi de
1,80, muito menor que o valor tabelado (Fs20= 2,45) confirmando o bom ajuste
do modelo (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2003).

A preciséo inter-dia e intra-dia do método foi avaliada em trés
diferentes concentracées de piperazina (35, 100 e 180 umol L) contidas na
curva analitica, tendo em vista o Desvio Padrédo Relativo (DPR) obtidos a partir
de dez medidas das solu¢bes padrdes nas concentragdes analisadas. A Tabela
6 mostra que a precisao intra-dia variou entre 0,61 e 2,89%, enquanto a inter-
dia variou de 0,62 a 2,89%, mostrando que o método desenvolvido apresenta

boa repetibilidade e precisao.
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Tabela 6. Precisdo intra-dia e inter-dia avaliada em diferentes concentracdes
para 0 método proposto.

Intra-dias
Parametro Dia Concentragdes (umol L71)
Concentragdo nominal 35 100 180
Concentracao Analisada 1 35,71 101,44 180,69
(n=10) 2 35,69 101,02 180,32
Preciséo Desvio Padréo (%) 1 2,89 1,15 0,61
2 2,89 1,55 0,67
Exatid&o - Erro relativo (%) L 2,02 1,44 0,39
2 1,98 1,02 0,18
Inter-dias (n=2)
Média Concentracado analisada 35,70 101,23 180,51
Preciséo -Desvio padréo (%) 2,89 1,32 0,62
Exatidao-Erro relativo (%) 2,00 1,23 0,28

5.6. ESTUDO DE INTERFERENTES

Utilizando as condi¢cdes otimizadas para o meétodo, foram
analisados os adulterantes comumente encontrados em comprimidos de
drogas (BARROSO et al., 2010; DICKSON et al., 2010; FREITAS et al., 2017;
SCHEEL et al.,, 2018) tais como: lidocaina (LID), paracetamol (PAR), acido
acetilsalicilico (AAs), cafeina (CAF), benzocaina (BEN), procaina (PRO),
fenacetina (PHE), cocaina (COC) e 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA),
conforme estruturas quimicas apresentadas na Figura 24. A partir da andlise de
cada um destes compostos, LID e AAs ndo apresentaram picos de oxidacéo
e/ou reducéo dentro da faixa de potencial estudada de -0,1 a 1,5 V vs Ag/AgCI.
A molécula de PAR apresenta um pico de oxidacdo em +0,38 V vs Ag/AgCl,
ndo causando interferéncia no pico anddico da mCPP, conforme visto na

Figura 25.
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Figura 24. Férmulas estruturais dos interferentes testados.
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Figura 25. Voltamogramas de pulso diferencial empregando EDDB-PtC em
solucdo de 100 umol L* de mCPP e 40 umol L de PAR. Tampéo BR 0,5 mol
L'l, pH 10,0. (VV: 74 mV S'l; Epulso: 180 mV; tpulso= 5 ms).
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Como ja era esperado pela literatura (SCHEEL et al., 2018), a
molécula de MDMA, apresenta dois picos de oxidacdo em +0,89 e +1,03 V vs
Ag/AgCl (Figura 26), sendo atribuidos a oxidacdo do anel aromatico e a
oxidacdo das espécies formadas pela dimerizacdo do primeiro produto de
oxidacdo (GARRIDO et al., 2010; SCHEEL et al., 2018; SQUELLA et al., 1993;
TADINI et al., 2014). Na presen¢a de mCPP, ndo ha interferéncia de nenhum
dos picos de oxidacdo do MDMA, sendo possivel a detec¢cdo da mCPP.

Figura 26. Voltamogramas de pulso diferencial empregando EDDB-PtC em
solucédo de 100 pmol L* de mCPP e 40 pmol L' de MDMA. Tampé&o BR 0,5
mol L, pH 10,0. (VV= 74 mV s; Epuiso= 180 mV; tpuiso= 5 ms).
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Para as moléculas de CAF (Figura 27A) e COC (Figura 27B)
observa-se que ambas apresentam um Unico pico de oxidagcdo, com altos
valores de Epa (+1,27 e +1,25 V vs Ag/AgCl, respectivamente). Sendo assim,
na andlise simultdnea com mCPP, nenhuma das moléculas (LID, PAR, AAs e
CAF) causam interferéncia e a deteccdo de mCPP na presenca destas
moléculas é possivel.

Figura 27. Voltamogramas de pulso diferencial empregando EDDB-PtC em
solucdo de 100 pmol Lt de mCPP e 40 umol L de (A) CAF e (B) COC.
Tampéo BR 0,5 mol L2, pH 10,0. (VV= 74 mV s?; Epuiso= 180 mV; tpuiso= 5 ms).
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Por outro lado, BEN, PHE e PRO, conforme ilustrado na Figura
28, apresentam potenciais de pico de oxidacdo proximo ao da mCPP,
indicando que estas substancias podem interferir no método proposto. A
literatura reporta que BEN, PHE e PRO estdo presente como adulterantes em
drogas ilicitas a fim de simular ou potencializar o seu efeito psicotrépico
(ANDREASEN; LINDHOLST; KAA, 2009; CHOE et al., 2013; COLE et al.,
2011; ZACCA et al., 2014). Apesar de PHE possuir um potencial de oxidacéo
préximo ao da mCPP, em uma analise simultanea (Figura 29), esta molécula
ndo causa interferéncia visto que seu potencial de oxidagédo é de +0,93 V vs
Ag/AgCI.
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Figura 28. Voltamogramas de pulso diferencial empregando EDDB-PtC em
solucéo individuais de 100 pmol Lt de mCPP e 40 pmol L de BEN, PHE e
PRO. Tampéao BR 0,5 mol L, pH 10,0. (VV= 74 mV s; Epuso= 180 mV; tpuiso= 5
ms).
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Figura 29. Voltamograma de pulso diferencial empregando EDDB-PtC em
solucdo de 100 pmol Lt e 40 pmol Lt PHE. Tampéo BR 0,5 mol L, pH 10,0.
(VV=74 mV s%; Epuso= 180 mV; tpuiso= 5 ms).
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A fim de verificar a influéncia dos adulterantes BEN e PRO na
corrente de pico anddica e na resolucado do pico para a mCPP, os possiveis
interferentes foram adicionados individualmente a uma solucdo de 100 umol L*
mCPP. Conforme apresentado na Figura 30, em uma andlise simultdnea de
mCPP com BEN ou PRO, ha sobreposi¢do dos picos de oxidagdo o que pode

levar a interpretacdo errénea (falso positivo) em uma andlise forense. Como a
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sobreposicao dos picos foi total, foram estudadas algumas estratégias para
separacdo dos picos do analito e seus interferentes para posterior analise

voltamétrica.

Figura 30. Voltamogramas de pulso diferencial empregando EDDB-PtC em
solucdo binaria de 100 umol L* de mCPP e 40 umol L' de BEN e PRO.
Tampéo BR 0,5 mol L2, pH 10,0. (VV=74 mV s?; Epuiso= 180 mV; tpuiso= 5 ms).
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Inicialmente foi avaliado o efeito do pH na separac&o dos picos
entre mCPP e os interferentes BEN e PRO, utilizando tampéo BR 0,5 mol L*
variando o pH de 2 a 10, ja que estas moléculas interferentes apresentam um
comportamento semelhante a mCPP em relacdo a dependéncia pH-Epa, além

de possuirem estruturas semelhantes, como apresentado na Figura 31.
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Figura 31. Relagéo linear do pH com o Epa para mCPP, BEN e PRO e suas
estruturas quimicas com os valores de pKa.
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Como é possivel observar na Figura 32, em pH 10 ha maior
diferenca entre os Epa da mCPP com BEN e PRO. Assim, foi feito uma analise
simultdnea da mCPP com cada uma das moléculas interferentes. Observa-se
na Figura 32, que o pH 10,0 proporciona para a mistura mCPP e BEN uma sutil
separacao entre 0s picos anodicos, mas, por outro lado ndo houve eficiéncia de
separacao para mCPP e PRO. Assim, o pH 10,0 foi mantido para andlises

futuras.

Figura 32. Voltamogramas de pulso diferencial empregando EDDB-PtC em
solugdo de 100 pmol Lt de mCPP e 40 umol L de (A) BEN e (B) PRO,
variando o pH entre 2 e 10. Tamp&o BR 0,5 mol Lt. (VV=74 mV s; Epuso= 180
mV; tpuiso= 5 ms).
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Com o intuito de adotar outra estratégia para separacao de
mCPP, BEN e PRO, foram avaliados diferentes surfactantes. Em
eletroanalitica, os surfactantes representam um papel importante nos
processos eletroquimicos devido as suas propriedades capazes de aumentar a
transferéncia eletrbnica e consequentemente o sinal analitico, alterar os
coeficientes difusionais bem como provocar alteracbes nos potenciais de
oxidagdo (LEVENT; YARDIM; SENTURK, 2014; NITSCHKE; GLAUCIA;
PASTORE, 2002). Além disso, os surfactantes podem mediar a interagdo entre
as espécies eletroativas presentes na solucdo e a superficie do eletrodo como
também minimizar a passivacao da superficie eletrodica gerada pela adsor¢éo
de produtos eletrogerados ou por componentes da matriz (HOYER; JENSEN,
2006; RUSLING, 1997).

Dessa forma, a influéncia da presenca de surfactante para
melhor a separacdo do sinal analitico da mCPP e interferentes foi avaliada
utilizando os surfactantes de diferentes cargas, como o CPB (catidonico), SDS
(anidnico) e TX 114 (neutro), em uma concentracgédo final fixa de 550 pmol L,
como mostrado na Figura 33. Em geral, os surfactantes TX 114 e CPB néo
causaram nenhuma melhora na separacao dos picos de oxidacdo da mCPP
com os interferentes. Contudo, o surfactante anidnico SDS promove uma
melhor separagéo dos picos de oxidagdo entre mCPP e as duas moléculas

interferentes.
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Figura 33. Voltamogramas de pulso diferencial empregando EDDB-PtC em
solucdo de 100 pmol L't de mCPP e 40 umol L de (A) BEN e (B) PRO, em
tampdo BR 0,5 mol L pH 10,0 na presenca de 550 umol L de diferentes
surfactantes. (VV= 74 mV s; Epuso= 180 mV; tpuso= 5 ms). Linha pontilhada
representa o voltamograma na auséncia de surfactante.
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E oportuno mencionar que, em uma analise forense o objetivo
€ uma analise qualitativa e que esse perfil voltamétrico permite inferir a
presenca da droga mCPP na presenca destas substancias. Portanto, o
resultado obtido até o momento mostra-se satisfatério para andlise forense de
forma qualitativa. No entanto, em uma analise quantitativa se faz necessério

avaliar o efeito das moléculas interferentes na presenca de mCPP.

Assim, a concentracdo do SDS foi estudada em uma faixa de
50 a 700 pmol L1, mantendo fixa a concentracdo de mCPP e interferente em
100 e 40 umol L%, respectivamente, conforme Figura 34. Os potenciais de pico
apos a separacdo com SDS mostraram-se independentes da concentracdo de
surfactante no meio. Por outro lado, a intensidade da corrente de pico sofreu
um aumento conforme a concentragdo de surfactante no meio foi aumentada,
atingindo um maximo em 700 umol L*. No entanto, acima dessa concentracéao,
a Ipa passa a néo ter variagcdes significativas, possivelmente devido a
saturacdo de surfactante na superficie do eletrodo, ndo afetando mais o

processo de oxidacdo das moléculas.

E bem reportado na literatura que os surfactantes podem ser

adsorvidos em superficies hidrofébicas, como é o caso do EDDB-PtC, para
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formar um filme de surfactante via interacdo hidrofobica, podendo influenciar a
taxa de transferéncia eletrbnica. Isso porque, abaixo da concentracdo micelar
critca (CMC) do SDS, entorno de 8,2 mmol L' (NAKAMURA; SANO;
MATSUURA, 1998), ndo ha formacdo de micelas. Entretanto, em certas
concentragbes criticas, mesmo abaixo da CMC, é possivel formar-se
bicamadas, cilindros ou hemimicelles na superficie eletrodica (VITTAL;
GOMATHI; KIM, 2006).

Assim, quando o SDS ¢é adicionado a solucdo, pode haver a
formacdo de hemimicelles na superficie do EDDB-PtC que a saturam. Dentro
da faixa de concentracdo estudada para SDS, de 250 a 550 umol L* tem-se
uma melhor separagdo, bem como uma melhor definigdo dos picos e
intensidade de corrente anddica. Assim, a concentracdo de 550 pmol L*

mantendo essa concentracdo em estudos posteriores.

Acredita-se que a melhora na separagéo dos picos entre mCPP
e interferentes ocorre devido a adsorcdo de hemimicelles na superficie do
eletrodo, formando um filme hidrofilico carregado negativamente na direcdo do
seio da solucdo, promovendo uma maior miscibilidade de moléculas para a
superficie do eletrodo(LEVENT; YARDIM; SENTURK, 2014; PYSAREVSKA et
al., 2018; YARDIM et al, 2011). Com isso, supbe-se que forcas
intermoleculares, como ligacdes de hidrogénio, ou interacdes hidrofobicas entre
as moléculas e a superficie do eletrodo auxiliam o processo de eletrooxidagéo

das moléculas em diferentes potencias e, portanto, a separagéo dos picos.
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Figura 34. Voltamogramas de pulso diferencial empregando EDDB-PtC em
solucdo de 100 pmol L't de mCPP e 40 umol L de (A) BEN e (B) PRO, em
tampdo BR 0,5 mol L'* pH 10,0 na presenca de diferentes concentragées do
surfactante aniénico SDS. (VV= 74 mV s%; Epuiso= 180 mV; tpuso= 5 ms). Linha
pontilhada representa o voltamograma na auséncia de surfactante.
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Como ja mencionado, para fins de analise quantitativa foi
estudado o efeito da concentragdo das moléculas interferentes na
determinacdo de mCPP, a fim de saber se € possivel quantifica-la na presenca
destas moléculas. Assim, foram estudados 2 casos: um mantendo fixa a
concentracdo de mCPP e variando a concentragao do interferente, e outro,
variando a concentragcdo de mCPP e mantendo fixa a concentragdo do
interferente. Ambos os estudos foram feitos na presenca de 550 umol Lt SDS.

Conforme apresentado na Figura 35A, variando-se a
concentracdo de mCPP, ha separacdo dos picos com aumento linear de Ipa,
conforme descrito pela equacédo Ipa (WA) = 0,22 [MCPP (umol L?1)] — 7,93
(R?=0,995). Desta forma, pode-se inferir que a quantificacdo de mCPP seria
possivel fazendo uso de uma curva com adicdo de padrdo, uma vez que o
coeficiente linear desta curva é diferente daquele obtido quando ha apenas
mCPP (Ipa (uA) = 0,464 [MCPP (umol L%)] + 0,164 (R?=0,998)). Por outro lado,
guando se aumenta a concentracdo de BEN (Figura 35B), a partir de 100 umol

L't ha um aumento de sinal, provocando uma deformacéo do pico.
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Figura 35 Voltamogramas de pulso diferencial empregando EDDB-PtC,
mantendo fixa em 40 pmol L'a concentracdo de (A) BEN e (B) mCPP,
enquanto a concentracao da outra molécula é variada; e (C) representa a curva
analitica para mCPP na presenca de BEN. Tamp&o BR 0,5 mol L pH 10,0 na
presenca de 550 pumol Lt SDS. (VV= 74 mV s, Epuiso= 180 mV e tpuiso= 7 mMS).
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Para a mistura mCPP e PRO, observa-se um aumento linear
da concentracdo de mCPP na presenca de PRO (Figura 36A), resultando na
equacédo linear Ipa (MA)= 0,21 [mCPP (umol L1)] — 7,88 (R?2=0,993), sendo
neste caso também necessario a quantificacdo da mCPP por meio de uma
curva de adicdo de padrdo, uma vez que o coeficiente linear desta reta € menor
gue o apresentado para o obtido apenas para mCPP (0,464). Além disso, neste
caso, a medida que a concentragdo de mCPP aumenta, a separacao entre 0s
picos diminui, mesmo que um ombro referente a PRO se mantenha no perfil

voltamétrico; ja quando a concentracdo de PRO aumenta o caso € mais critico,
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uma vez que a partir de 100 pmol L observa-se total sobreposicdo dos picos,

conforme apresentado na Figura 36B.

Figura 36. Voltamogramas de pulso diferencial empregando EDDB-PtC,
mantendo fixa em 40 umol L?a concentracdo de (A) PRO e (B) mCPP,
enquanto a concentracao da outra molécula é variada; e (C) representa a curva
analitica para mCPP na presenca de PRO. Tampéo BR 0,5 mol L pH 10,0 na
presenca de 550 pmol L't SDS. (VV= 74 mV s, Epuso= 180 mV e tpuso= 7 ms).
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E importante ressaltar que, embora tenha se estudado
estratégias para diminuir a interferéncia de BEN, PHE e PRO, o intuito principal
do trabalho é uma andlise de screening em que através do perfil voltamétrico
pode-se inferir se ha ou ndo a mCPP na amostra. Assim, foi realizado uma
analise simultdnea na presenca de todos os interferentes (PAR, BEN, PHE,

PRO, COC, MDMA, LID, AAs) testados a fim de estimar o perfil voltamétrico da
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mMCPP na presenca de mais de um interferente, visto que na composi¢cédo de
uma amostra pode haver 1 ou mais adulterantes. Conforme mostrado na Figura
37, mCPP apresenta um pico de oxidacdo caracteristico em +0,68 V vs
Ag/AgCl, enquanto BEN, PHE e PRO apresentam um unico pico em +0,85 V vs
Ag/AgCl e em +0,40 V vs Ag/AgCI ha um sinal analitico referente a molécula de
PAR. Além disso, é possivel observar o deslocamento para valores mais
positivos dos potenciais de oxidacdo da molécula de MDMA. As demais
moléculas ndo apresentam resposta dentro das condi¢des estudadas.

Figura 37. Voltamogramas de pulso diferencial empregando EDDB-PtC, na
presenca de 40 umol L'! de PAR, BEN, PHE, PRO, COC, MDMA, LID, AAs e

variando as concentracdes de mCPP. Tampédo BR 0,5 mol Lt pH 10,0 e 550
pmol L1 SDS. (VW=74 mV S'l, Epuiso= 180 mV € tpuiso= 7 mMSs).
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A Figura 37 mostra ainda, que ha um aumento linear da
concentracdo de mCPP na presenca de mais de um interferente. Desta forma,
com o objetivo de avaliar a aplicabilidade do método, este foi aplicado em uma
amostra simulada empregando uma curva de adicao de padrdo, em tampao BR
0,5 mol L (pH 10,0) na presenca de 550 pmol L't SDS. A Tabela 7 mostra que
as recuperacdes variam de 91 a 97%, mostrando que o método é eficaz para
esse tipo de andlise. A exatidao destes resultados foi verificada comparando os
resultados com os obtidos por analises de HPLC, utilizada como técnica de
referéncia. A comparacdo entre os resultados foi feita empregando o teste t
pareado de Student com um nivel de 95% de confianca. O valor de t obtido
experimentalmente (t=3,26) foi menor que o valor critico de t295%=4,30
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(BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2003), indicando que n&o ha
diferencas significativas entre o método proposto e HPLC.

Tabela 7. Determinacdo de mCPP em amostra simulada empregando o

método proposto e comparacao com a técnica de HPLC.

Concentracao
Concentracao Concentracao _
Amostra o Rec. determinada por
_ Adicionada Encontrada
simulada (%) HPLC

(mg/comprimido)  (mg/comprimido) o
(mg/comprimido)

Am. 1 10 9,7+0,8 96,7 9,2+0,2
Am. 2 10 9,1+0,8 91,2 9,3+0,2
Am. 3 10 91+10 91,1 9,4+ 0,3

Os resultados séo expressos com o valor médio + desvio padrdo baseados em trés replicatas.

6. CONCLUSAO

No presente trabalho desenvolvido foi possivel explorar as
potencialidades do EDDB para determinacdo de mCPP, visto que ndo ha
estudos para esse tipo de molécula. Aléem disso, foi proposto 0 mecanismo de

oxidacdo para o analito, também ausente na literatura.

O desempenho do método voltamétrico desenvolvido foi
superior ao proposto por Waddell e colaboradores (WADDELL et al., 2017)
para BZP, visto que o LQ deste método foi de 20,0 umol L* enquanto o obtido
no método desenvolvido foi de 3,5 umol L. Vale ressaltar ainda, a facilidade
em usar o EDDB, uma vez que ndo € necessaria modificacdo e o pré-
tratamento realizado no inicio do dia de trabalho mantem as respostas

reprodutiveis durante todo o dia de uso.

O método desenvolvido pode ser aplicado com sucesso para
analise de screening durante uma andlise forense, mesmo que exista
benzocaina, fenacetina e procaina na amostra, uma vez que 0 uso do
surfactante SDS permitiu obter um perfil voltamétrico caracteristico da mCPP

na presenca destas moléculas.
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6.1. PERSPECTIVAS FUTURAS

Com o desempenho do método desenvolvido, tem-se como
perspectivas futuras o desenvolvimento de sistemas BIA (Analise de injecao
em batelada) de andlises, visto que este tipo de andlise € rapido e portatil,
podendo ser empregado diferentes tipos de eletrodos.
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ANEXO A

Al. Voltamogramas ciclicos obtidos para o eletrodo EDDB em diferentes
velocidades de varredura em solucéo de 5 mmol L KsFe(CNs) em KCI 1 molL?
e b) Relagao entre Ip versus v
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A2. Voltamogramas ciclicos obtidos para o eletrodo ECV em diferentes
velocidades de varredura em solucéo de 5 mmol L KsFe(CNs) em KCI 1 molL?
e b) Relagao entre Ip versus v
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ANEXO B
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B1. Curvas analiticas em condi¢des otimizadas para SWV em (A) e (B), sendo
(B) contendo o LQ, e para DPV em (C) e (D), sendo (D) a curva com o valor de
LQ. Condicdes: tampédo BR 0,5 mol L, pH 10,0.
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