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RESUMO

A ciprofloxacina (CIP) e sulfanilamida (SAD) sdo antibidticos sintéticos de amplo-
espectro, pertencentes as classes das fluoroquinolonas e sulfonamidas, respectivamente,
e o0 consumo excessivo ¢ descarte inapropriado desses farmacos, contribuem para o
aumento no nivel de contaminac¢do de ambientes aquaticos e, consequentemente, geram
riscos a saide humana. Nesse viés, esse trabalho propde a fabricagdo de um sensor
eletroquimico a base de negro de fumo/acido polilatico (CB/PLA), fabricado em 3D e
submetido a um processo de ativagdo quimica/eletroquimica, visando a determinagdo
sequencial de CIP e SAD, pela técnica de voltametria de onda quadrada ciclica (CSWV).
A priori, utilizou-se a técnica de voltametria de onda quadrada (SWYV), varrendo no
sentido anodico, para avaliar a viabilidade de quantificagdao dos analitos ao explorar seus
processos de oxidagdo (Ox1cip € Ox1sap em potenciais proximos de +1,3 Ve +1,1 V vs.
Ag|AgCIKCl(sat.), respectivamente). Contudo, ao empregar essa abordagem na analise
de amostras de agua residuais, o método ndo apresentou seletividade satisfatoria,
perdendo a capacidade de diferenciagdo entre os processos eletroquimicos avaliados.
Com isso, empregou-se a técnica de CSWYV para viabilizar a quantificacio seletiva de
CIP e SAD, explorando o processo de oxidagdo Ox1cp, na varredura anddica e o processo
de reducao Redlsap (proximo de +0,5 V vs. Ag|AgCI|KCl(sat.)) na varredura catodica.
Utilizando a técnica CSWYV, com parametros instrumentais otimizados, foram construidas
curvas analiticas de calibracio, cujas faixas lineares variaram de 4,96 até 40,61 pmol L'!
(r = 0,9977) para Oxlcip e de 1,99 até 10,78 umol L (r = 0,9989) para Redlsap. Os
limites de deteccdo obtidos para CIP e SAD foram de 0,6 € 0,2 pmol L!, respectivamente
e a sensibilidade aumentou em 25% para a CIP e 60% para a SAD em relagdo a
metodologia baseada na SWV (dire¢dao anddica). Ademais, o protocolo CSWYV assegurou
seletividade satisfatoria ao método, considerando que a determinacdo dos analitos ¢ feita
em potenciais distintos. Assim, ao empregar a metodologia desenvolvida em amostras de
agua (sem etapa de diluigdo), valores de recuperacdo satisfatérios foram obtidos (85 —
112 %), sugerindo a acuracia do método. Com isso, esse trabalho mostra uma estratégia
que une o uso do eletrodo CB/PLA, fabricado por impressdo 3D, com a técnica CSWV e
garante uma melhoria na seletividade e na sensibilidade na determinacdo sequencial de

dois contaminantes emergentes, CIP e SAD.

Palavras-Chave: Impressao 3D, procedimento de ativagdo quimica/eletroquimica,

analise de antibidticos, voltametria de onda quadrada ciclica



ABSTRACT

Ciprofloxacin (CIP) and sulfanilamide (SAD) are synthetic broad-spectrum antibiotics,
belonging to the class of fluoroquinolones and sulfonamides, respectively, and the
excessive consumption and inappropriate disposal of these pharmacological species
contritute to the increase in the level of contamination in aquatic environments and,
consequently, generate risk to human health. In this sense, this work proposes the additive
manufacture (3D printing) of an electrochemical sensor based on carbon black/polylactic
acid (CB/PLA), subjected to an chemical/electrochemical activation process, aiming at
the sequential determination os CIP and SAD, using the cyclic square wave voltammetry
(CSWV) technique. Initially, the square-wave voltammetry (SWV) was employed,
sweeping in the anodic direction, to evaluate the feasibility of quantifying the analytes by
exploring their oxidation processes (Ox1cip and Ox1sap, at around +1,3 Ve +1,1 V vs.
Ag|AgCIKCl(sat.), respectively). However, the method did not present satisfactory
selectivity, when applied in wastewater samples, losing the differentiation capacity
between the electrochemical processes analyzed. Therefore, the CSWV protocol was used
to enable the selective quantification of CIP and SAD, exploring the Ox1cip oxidation
process, in the anodic scan and the Redlsap reduction process (at around +0,5 V vs.
Ag|AgCl|KCl(sat.)), in the cathodic scan. Thus, using the CSWV technique, under
optimized intrumental conditions, analytical calibration curves were constructed, whose
linear ranges varied from 4,96 to 40,61 umol L™ (r = 0,9977) for Ox1cip and from 1,99
até 10,78 umol L™ (r = 0,9989) for Red1sap. The limits of detection obtained for CIP and
SAD were 0,6 and 0,2 umol L', respectively, and the sensitivity increased by 25% for
CIP and 60% for SAD in comparison to the methodology based on SWV (anodic
direction). Furthermore, the CSWV protocol ensured satisfactory selectivity to the
developed method, considering that the determination of the analytes is performed at
distinct potentials. Thus, when the methodology is employed on water samples (no
dilution step), satisfactory recovery values were obtained (85 — 112 %), suggesting the
accuracy of the method. Therefore, this work shows a strategy that combines the use of
the 3D printed CB/PLA electrode, with the CSWV technique and ensures an improvement
in selectivity and sensitivity in the sequential determination of the two emerging

pollutants, CIP and SAD

Keywords: 3D-Printing; Chemical/electrochemical activation procedure; antibiotcs

analysis; cyclic saquare-wave voltammety

10



LISTA DE FIGURAS
Figura 1. Estrutura quimica da CIP.............cccooiiiiiiiiniieieceeeeeeeeee et 18
Figura 2. Estrutura quimica da SAD..........coooiiieiiiieee e 20

Figura 3. Grafico do modelo de aplicacdo de potencial na voltametria de onda

0 LU 16§ 2T b USRS 23

Figura 4. (A) Esquema da célula eletroquimica obtida por impressio 3D. (A)
componentes da célula eletroquimica: (1) cuba da célula (10 mL), (2) base suporte para a
célula, (3) parafusos para acoplar o suporte com a célula, (4) tampa da célula, (5) anel de
borracha para impedir vazamentos, (6) placa metalica para garantir o contato elétrico. (B)

Esquema da célula montada com todos 0S S€US COMPONENLES........ccvveerererrrerreareenerennnenn 28

Figura 5. Voltamogramas ciclicos (1* varredura) obtidos utilizando um eletrodo CB/PLA
antes (linha preta) e depois do processo de ativacdo quimica/eletroquimica (linha
vermelha): (A) na presenca de 0,50 mmol L™! de SAD e (B) na presenca de 0,25 mmol L
! de CIP. As linhas pontilhadas correspondem a resposta eletroquimica de 0,12 mol L™ de
tampdao BR (pH = 2,0) (eletrolito suporte). Parametros experimentais: velocidade de

varredura (v) = 50 mV s™!; incremento de potencial (AEs) =5mMV.......ccccovveveveeeeneeenennen. 31

Figura 6. Voltamogramas ciclicos obtidos usando eletrodo CB/PLA ativado
eletroquimicamente para a primeira e segunda varredura de (A) 0,50 mmol L! de SAD e
(B) 0,25 mmol L' de CIP, ambos diluidos em 0,12 mol L' de tampdo BR (pH = 2,0).
Parametros experimentais: velocidade de varredura (v) = 50 mV s™'; potencial inicial: -

0,5 Ve varredura no Sentido anNOAICO.........evvviiiiiviiiiiiiiieeee ettt e et e e e e e e e e ssnaaes 33

Figura 7. Voltamogramas ciclicos (segunda varredura) obtidos utilizando o eletrodo

CB/PLA na presenca de 0,50 mmol L' CIP e SAD, em meio de tampio BR 0,12 mol L™!

11



(pH entre 2,0 e 6,0), com diferentes valores de pH. Condi¢des experimentais: velocidade

de varredura =50 mV s’!; incremento de potencial. =5 mMV........ccocooviviiiiiicieieieeeeans 38

Figura 8. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos na presenca de 0,5 mmol L™ de SAD e
0,25 mmol L' de CIP, usando H>SO4 0,05 mol L™! (linha azul), HC104 0,1 mol L™ (linha
vermelha), e tampdo BR 0,12 mol L' (pH = 2,0) (linha verde), como solucdes
eletroliticas. (B) Voltamogramas ciclicos gravados em meio de HCIO4 0,1 mol L' na
auséncia (linhas pontilhadas) e na presenca de 0,5 mmol L' de SAD e 0,25 mmol L de
CIP (linha vermelha so6lida). Condigdes experimentais: velocidade de varredura: 50 mV

s!; incremento de Potencial: SMV........c.c.ovoveveviveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 39

Figura 9. (A) Voltamogramas ciclicos para 0,10 mmol L™! de SAD e CIP, usando HC1O4
0,1 mol L' como eletrdlito suporte e o eletrodo CB/PLA em diferentes valores de
velocidade de varredura (10, 20, 30, 40 50, 60, 70, 80, 90, 150, 250, 500 mV s™). (B1),
(C1) e (D1) mostram a raiz quadrada da velocidade de varredura (v!?) vs. corrente de
pico dos processos Oxlsap, Oxlcip € Redlsap, respectivamente. (B1), (C1) e (D1)
exibem o log v (velocidade de varredura) vs. log I (corrente de pico) dos mesmos

processos eletroquimicos. Condigdes instrumentais: incremento de potencial =5 mV....40

Figura 10. (A1) Respostas SWV com correcdo de linha base e (A2) efeito do incremento
de potencial na corrente de pico (linha preta) e na largura de potencial a meia altura de
onda (linha azul). Outros parametros experimentais: (a): 20 mV; (f): 20 Hz. (B1)
voltamogramas SWV com corre¢do de linha base e (B2) influéncia da frequéncia na
corrente de pico (linha preta) e na. largura de potencial a meia altura de onda (linha azul).
Outros parametros experimentais: (a): 20 mV; (4Es): 1 mV. (C1) Perfil SWV com
correcao de linha base e (C2) influéncia da amplitude de modulacdo na corrente de pico

(linha preta) e na. largura de potencial a meia altura de onda (linha azul). Outros

12



parametros experimentais: (f): 30 Hz; (4Es): 1 mV. Todas as avaliagcdes foram feitas na

presenca de 20 pmol L' de SAD e 30 umol L de CIP, diluidos em HC1O4 0,1 mol L.42

Figura 11. (A) Voltamogramas com corre¢do de linha de base obtidos pela adi¢do de
solugdes com concentragdes crescentes (1,99 até 55,07 umol L!) de SAD e CIP em
solucdo eletrolitica de 0,1 mol L' de HCIO4 e (B) as respectivas curvas de calibragio.
Parametros da SWV: frequéncia (f): 30 Hz; amplitude de modulagdo (a): 40 mV;

Incremento de POLENCIAL.......cuiiviiiiiiiiiie et 44

Figura. 12. Voltamogramas com correcdo de linha de base, obtidos para (A) medidas
sucessivas de SWV (n = 10) e (B) diferentes eletrodos CB/PLA (n = 3) em célula
eletroquimica contendo 5,0 umol L' de SAD e CIP. As figuras inseridas correspondem
as correntes aferidas (triplicata) para as medidas nesse nivel de concentragdo. Parametros
SWV: frequéncia (f): 30 Hz; amplitude de modulagdo (a): 40 mV; incremento de
potencial (AEs): 1 mV; janela de potencial: +0.5 até +1.5 V (direcdo anddica)................. 45
Figura 13. (A) Curva de calibracdo obtida para a SAD e (fig. inserida) respectivos
voltamogramas de onda quadrada com corre¢do de linha de base, obtidos pela adicao de
solugdes com concentragdes crescentes (0,50 até 10,78 pmol L!) de SAD. (B) Curva de
calibracao obtida para a CIP e (fig. inserida) voltamogramas de onda quadrada com
corre¢do de linha de base, obtidos pela adi¢ao de solu¢des com concentragdes crescentes
(0,50 até 10,78 pumol L) de CIP em 0,1 mol L' de HClOs Pardmetros da SWV:
frequéncia (f): 30 Hz; amplitude de modulacao (a): 40 mV; incremento de potencial (AEs):

LMVt s s 46

Figura 14. Voltamogramas com corre¢do de linha base obtidos por CSWV na presenca
de 7,98 pmol L' de SAD e CIP, utilizando HC1O4 0,1 mol L' como eletrélito suporte.
Janela de potencial de 0,45 até +1,50 V (direcdo anddica), seguido pela varredura reversa

de +1,50 V até +0,45 V (direcdo catodica). Parametros instrumentais: frequéncia (f): 30

13



Hz; amplitude de modulagao(a): 40 mV; incremento de potencial (AEs): 1 mV. A figuras

inseridas exibem a ampliacao dos processos eletroquimicos explorados......................... 49

Figura 15. Voltamogramas com correcdo de linha de base obtidos em HCIO4 0,1 mol L~
!'na presenca de concentragdes crescentes de (A) 4,96 — 40,61 pmol L para a CIP e (B)
1,99 — 10,78 umol L' para a SAD. As medidas foram feitas varrendo em uma janela de
potencial de +0,45 até¢ +1,5 V (direcdo anddica) seguido pela varredura catodica na
mesma janela. (C) e (D) exibem a respectiva curva de calibragcdo para cada analito. As
linhas pontilhadas correspondem ao sinal do eletrolito. Parametros CSWV: (a): 40 mV;

AE: TV ()1 30 HZuuoooeeeeeeeeee ettt ettt e s e ennaes 51

Figura 16. Voltamogramas com corre¢do de linha de base, obtidos para medidas
sucessivas de CSWV (n = 10) para 5 umol L' de CIP (A1) SAD (A2). Respostas SWV
obtidas com diferentes eletrodos CB/PLA (n = 3) em cé¢lula eletroquimica contendo 5.0
umol L de CIP (B1) e SAD (B2). (A3) e (B3) correspondem as correntes de pico aferidas
(triplicata) para as medidas nesse nivel de concentragdo. Parametros CSWV: frequéncia
(f): 30 Hz; amplitude de modulacao (a): 40 mV; incremento de potencial (AEs): 1 mV;

janela de potencial: 0,0 até +1,5 V (direcao anddica), seguida pela varredura reversa......53

Figura 17. Voltamogramas CSWV com corre¢ao de linha base, obtidos para a analise da
amostra de 4gua residual, coletada em estacdo de tratamento de agua antes (linha
pontilhada) e depois (linha s6lida) da adi¢cdo dos analitos em dois niveis de concentragdo:
(A) 10,0 (linha vermelha) e 20 pmol L' (linha azul) de CIP e (B) 2,0 (linha vermelha) e

3,0 pmol L™! (linha azul) de SAD. Pardmetros CSWV: (AEs) =1 mV; (a) =40 mV; (f) =30

Figura 18. Voltamogramas CSWV com correcao de linha base, obtidos para a analise da

amostra de agua de torneira, antes (linha pontilhada) e depois (linha s6lida) da adi¢do dos

14



analitos em dois niveis de concentracdo: (A) 10,0 (linha vermelha) e 20 umol L™! (linha
azul) de CIP e (B) 2,0 (linha vermelha) e 3,0 umol L™ (linha azul) de SAD. Pardmetros

CSWV: (AES) =1 mV; (2) =40 MV; (£) =30 HZevo.ovvooeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeseeeeseeeeeesseeeessseeseeeee 58

Figura 19. Efeito de possiveis interferentes na resposta eletroquimica (corrente de pico)
de 10 umol L de CIP e SAD, empregando 0,1 mol L' HCIO4 como eletrélito suporte.
As espécies investigadas: (A) tetraciclina (TCC); (B) carbonato (CO372), (C)
amoxicilina (AMX), (D) sulfato (SO42), (E) azitromicina (AZI) e (F) dipirona (DIPY).
A propor¢do usada entre os analito e a espécie interferente foi de 1:1. Parametros

experimentais CSWV: AEs: 1 mV; (a): 40 mV; (): 30 HZ...oooveeiveiiieieeeeeceee, 62

15



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Relagdo entre os coeficientes angulares obtidos para os processos eletroquimicos

avaliados e o tipo de regime que governa o transporte de massa no sistema proposto........... 40

Tabela 2. Intervalo de valores avaliados e otimizados para deteccdo de SAD e CIP por

S N ettt et et st et st et aee 43

Tabela 3. Parametros analiticos obtidos para determinag¢do individual de SAD e CIP, usando

0 EletrOdO dE CB/PLLA . ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaesaaaaaaes 47

Tabela 4. Parametros analiticos obtidos para determina¢ao de SAD e CIP por SWV (dire¢do

anddica) e por CSWYV, empregando o eletrodo CB/PLA proposto.........cccccceeeveecieenveeneennen. 54

Tabela 5. Parametros de validagdo estatistica das curvas analiticas obtidas para SAD e CIP

(CSWYV), aplicando andlise de variancia (ANOVA) e testes de Shaphiro-Wilk (W) e Cochran

Tabela 6. Valores de recuperagdo obtidos pelo método de calibragdo externa para a CIP e

SAD em amostras de dgua residuais € de tOrNeIra. . ......cevuerverierierieneeriinieneeeeeeeeee e 59

Tabela 7. Comparacao do método proposto nesse trabalho com outros métodos reportados

na literatura para determinagao eletroquimica de SAD € CIP.........ccccvveiiiiniiiiniieiiieeee 60

16



LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS
CIP - Ciprofloxacina
SAD - Sulfanilamida
CB/PLA — Negro de fumo/acido polilatico (do inglés, carbon blacl/polylactic acid)
AMX - Amoxicilina
AZI — Azitromicina
TCC - Tetraciclina
WE - Eletrodo de trabalho
SWYV — Voltametria de onda quadrada
CSWYV — Voltametria de onda quadrada ciclica
Tampao BR — Tampao Britton-Robinson
LOQ - Limite de deteccao
LOD - Limite de quantificagao
RSD — Desvio padrao relativo
CLAE - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
ABS - Acrilonitrila Butadieno Estireno
MOF’s - (do inglés, metallic organic framework)
RE — Eletrodo de referéncia

CE — Contra eletrodo



SUMARIO

1. INTRODUQCAO . ....ccceeerrrerereressessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssass 17
1.1 Ciprofloxacina e Sulfanilamida.............cccccoeviiriiiniieniieiee e, 17
1.2 Técnicas eletroanalitiCas. .........ccceevuereerierienienieeieseseeeee e 21
1.2 Eletrodos fabricados por impressao 3D.........cccceecieieeiiieeeciieeniee e 23
2. OBJETIVOS 25
3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 25
3.1 Reagentes € SOIUGOLS. .....ccuieruiiriiiiieeieeee et 25
3.2 Fabricacao e ativagao do eletrodo de trabalho CB/PLA............................. 27
3.3  Instrumentacdo ¢ medidas eletroquimicas...........ccceevveerieerieenieenreenenennnen. 33
4.  RESULTADOS E DISCUSSAO 30
4.1 Efeito da ativagdo quimica/eletroquimica do eletrodo CB/PLA obtido por
impressao 3D na resposta eletroquimica da CIP € SAD.........cccoevvieviieniieiicrieeeeeieeen, 30
4.2 Comportamento eletroquimico da SAD € CIP........ccccceeviiiiiiniiiiieee 33
4.3 Otimizacao dos pardmetros eXperimentais. .........ceceerveereeereeesieeneeeneennes 41
4.4  Determinacio eletroquimica simultanea de CIP e SAD por SWV............. 43
4.5  Determinagdo eletroquimica sequencial de CIP e SAD por CSWV.......... 48
4.6  Aplicacdao da metodologia desenvolvida em amostras de agua................. 56
5.  CONCLUSOES 63
6.  REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 64

18



1 INTRODUCAO

1.1 Ciprofloxacina e sulfanilamida

Diversas classes de antibioticos de amplo espectro sdo empregadas na medicina
humana e veterinaria, no intuito de tratar doengas de origem bacteriana (DE FARIA et al.,
2021a; LIMA; DE JESUS; NOGUEIRA, 2024). As fluoroquinolonas sdo uma das
principais classes de antibioticos aplicadas para essa finalidade, em virtude da sua ampla
atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (PHAM et al., 2018; SILVA;
HOLLENBACH, 2020). O mecanismo de agdo responsavel pela potencialidade de
aplicagdo desses antibidticos ¢ baseado na sua capacidade de ligar-se a complexos de
DNA-enzimas, resultando na inibicdo da sintese de DNA bacteriano e,

consequentemente, morte celular da bactéria (BLONDEAU, 2004).

O primeiro composto do grupo das fluoroquinolonas foi obtido como um produto
secundario da sintese de cloroquina, um agente antimalarico (HIGGINS; FLUIT;
SCHMITZ, 2005). Assim, o produto isolado foi o acido nalidixico (quinolona), o qual
revelou apresentar efeitos antimicrobianos, especialmente contra bactérias do tipo
Enterobacteriaceae e, por isso, quando foi introduzido, a sua prescricdo meédica era
restrita para quadros de infeccdo urinaria. Com i1sso, a fim de ampliar a gama de
aplicagdes e atenuar possiveis efeitos colaterais, pesquisas foram desenvolvidas a partir
da estrutura das quinolonas da primeira geragao e, a partir da introdugdo de novos grupos
funcionais na estrutura original do 4cido nalidixico, foram obtidos novos compostos com
melhor atividade farmacocinética (FEDOROWICZ; SACZEWSKI, 2018; HIGGINS;
FLUIT; SCHMITZ, 2005). Nesse caso, as fluoroquinolonas diferem-se das geragdes
anteriores por apresentarem um atomo de flior € um grupo piperazinil como substituintes
(BLONDEAU, 2004; FEDOROWICZ; SACZEWSKI, 2018; SILVA; HOLLENBACH,

2020).
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Visto isso, a ciprofloxacina (CIP), também nomeada como acido 1-cicloporpil-6-
fluor-1,4-diidro-4-oxo-7-(1-piperazinil)-3-chinolincarboxilico  (Figura 1), ¢ um
antibiotico sintético de amplo espectro, pertencente a classe fluoroquinolonas de segunda
geragao (PHAM et al., 2018). A CIP ¢ primariamente empregada como medida profilatica
contra diversas doencas infecciosas, como sinusite aguda, antraz, gonorreia, infec¢ao
Ossea, gastroenterite, fibrose cistica, além de infecgdes de urinarias (ABADIA et al., 1995;

BAGHERI et al., 2016; XIE et al., 2015) .

Figura 1. Estrutura quimica da CIP.

Fonte: A autora

Além disso, a CIP ¢ amplamente empregada na medicina veterinaria como medida
profilatica e como medida preventiva contra doencas infecciosas, devido a sua baixa
toxicidade e alta eficacia (CHAUHAN et al., 2020; FARIA et al., 2019). No entanto, a sua
aplicacdo indiscriminada em animais pode acarretar a contaminagdo de ambientes
aquaticos por ser pouco biodegradavel (DE FARIA et al., 2021a). Como consequéncia
disso, residuos desse farmaco podem causar problemas a satide humana, como
hipersensibilidade alérgica, toxicidade hepatica e acimulo do fairmaco no organismo

(CHEN et al., 2014; HALLING-SORENSEN et al., 1998). Além dos riscos inerentes a
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contaminag¢do de ambientes aquaticos com antibidticos, a presenga desse tipo de farmaco
pode causar mutacdes cromossomicas em bactérias, resultando no surgimento de cepas

bacterianas mais resistentes (HALLING-SORENSEN et al., 1998).

Visto isso, destaca-se a relevancia em desenvolver métodos analiticos seletivos e
sensiveis para o monitoramento de CIP em amostras de dgua residuais. Nesse viés, ja sdo
reportados na literatura alguns métodos analiticos voltados para a detec¢do do analito em
diferentes tipos de amostras, baseados em: cromatografia liquida acoplada com
espectrometro de massas (CHEN et al., 2010), eletroforese capilar (BANNEFELD;
STASS; BLASCHKE, 1997, MICHALSKA; PAJCHEL; TYSKI, 2004; ZHOU et al.,
2008), espectrofotometria (NAGARALLI; SEETHARAMAPPA; MELWANKI, 2002),
espectrofluorimetria (NAVALON et al., 2000), cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) acoplada com fluorescéncia (MUCHOHI et al., 2011), e quimioluminescéncia

(VAKH et al., 2019).

Embora eficazes, esses métodos convencionais de analise demandam de
instrumentagdo complexa, etapas de preparo de amostra bastante laboriosos, uso de
reagentes organicos toxicos, além de serem métodos de alto custo. Em contrapartida, os
métodos eletroanaliticos sdo uma alternativa mais barata e simples, mantendo a eficécia.
Nesse contexto, algumas técnicas de eletroandlise ja sdo descritas na literatura, mas a
maioria utiliza eletrodos convencionais com a superficie modificada (SURYA et al., 2020;

YUAN et al., 2018) e isso torna a técnica mais complexa e laboriosa.

Outra classe de antibioticos utilizada no tratamento de doencgas bacterianas, tanto
em humanos, quanto em animais, corresponde as sulfonamidas. Alguns farmacos
pertencentes a esse grupo, além de possuirem atividade antimicrobiana, apresentam
atividade antitumoral, antipsicética, anti-inflamatéria e hipoalergénica (MONDAL,;

MALAKAR, 2020; SKOLD, 2000). Os antibiéticos do grupo das sulfonamidas, agem
21



como bacteriostaticos, ou seja, inibem a proliferacao bacteriana, mas € o proprio sistema
imunologico que combate a infecgao (HENRY, 1943). Assim, seu mecanismo de agao ¢
baseado na inibi¢do da etapa de conversdao do acido aminobenzoico e, conseguinte,
inviabiliza a sintese de DNA e 4cido folico pela bactéria, por isso, sdo eficazes contra
bactérias do tipo Gram-positivas e Gram-negativas (FERRAZ; PROFETI; PROFETI,

2018a; GARCIA-GALAN; SILVIA DIAZ-CRUZ; BARCELO, 2008)

Um dos principais antibioticos desta classe € a sulfanilamida (SAD), um derivado
de anilina com um grupo radical sulfonamida (C¢HsN2O2S) (Figura 2) (FERRAZ;
PROFETI; PROFETI, 2018a), sendo um antibidtico sintético de amplo espectro,
empregado para o tratamento de diversas doengas bacterianas, como infecgdes urindrias,
bronquite, meningite, diarreia e pneumonia (DE FARIA et al., 2021b; LISBOA et al.,

2021).

Figura 2. Estrutura quimica da SAD.
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Fonte: A autora.

Assim como abordado para a CIP, a contamina¢do de ambientes aquaticos com
SAD pode causar sérios problemas a saide humana, como sensibilidade alérgica,
intoxicagdo hepatica, bem como o desenvolvimento de cepas bacterianas resistentes a

acao desse tipo de farmacos (EREMIN et al., 2005; UTTLEY et al., 1989).
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Visto isso, ¢ imprescindivel o desenvolvimento de métodos analiticos capazes de
monitorar a presenga desse antibiotico. Assim, ja sdo reportados na literatura, alguns
métodos que visam o monitoramento de SAD por meio de CLAE (FURUSAWA, 2001),
cromatografia liquida acoplada a espectrometro de massas (MONTEMURRO;
JOEDICKE; PEREZ, 2021), espectrofotometria (ERRAYESS et al., 2017) e eletroforese
capilar acoplada a detector sem contato (YANG et al., 2015). Todavia, esses métodos
normalmente sao muito laboriosos, de alto custo e requerem etapas de preparo de amostra
com multiplas etapas (extragdo, filtracdo, pré-concentra¢ao etc.). Dessa maneira, a
aplicagdo de métodos eletroanaliticos torna-se vantajosa, pois sdo caracteristicos por
serem simples, baratos e eficientes. Nesse contexto, algumas técnicas de eletroanalise
visando monitoramento de SAD em diferentes amostras ja sdo reportadas na literatura,
mas utilizam, em sua maioria, eletrodos modificados com nanoparticulas, redes metalo-
organicas nanoestruturas conhecidas como MOF’s (do inglés, metallic organic
framework) ou até filmes poliméricos (CHEN et al., 2020). Assim, o desenvolvimento de
métodos analiticos capazes de determinar ambos os analitos mencionados acima se torna
interessante devido as vantagens associadas com uma analise simultanea, como rapidez

de andlise e menor volume de reagentes e amostras utilizados.

Considerando os impactos na saide humana, oriundos do uso indiscriminado e
descarte inapropriado de SAD e CIP ao redor do mundo, alguns métodos reportados na
literatura visam a determinacao simultanea de antibioticos das classes fluoroquinolonas e
sulfonamidas em amostras de agua, porém ndo foram encontrados trabalhos na literatura
que quantificassem CIP ¢ SAD de maneira simultanea (CHEN et al., 2010; SEIFRTOVA

et al., 2009).

1.2 Técnicas eletroanaliticas
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Os métodos eletroanaliticos sao empregados na identificagdo e quantificacao de
diversos analitos em diferentes amostras, cujo principio de operacdo, baseia-se em
parametros eletroquimicos. Esse métodos sdo uma alternativa de analise rapida, de
instrumentagdo simples e relativamente barata quando comparados com metodologias de
analises convencionais (BARD, 1959; BRETT; BRETT, 1996). Dentro desse contexto,
destaca-se a relevancia dos métodos voltamétricos, o quias utilizam a relagdo

corrente/potencial na elucidacao dos processos redox e quantificagao dos analitos.

Assim, a aplicagdo de um sobrepotencial na célula eletroquimica e o registro do
sinal de corrente resultante ¢ feita por um equipamento denominado de potenciostato.
Com isso, as técnicas voltamétricas possibilitam a elucidacdo de mecanismos reacionais,
identificacdo de substancias e quantificacdo de analitos, por meio de relagdes entre o seu
potencial de pico e corrente de pico, a qual esta relacionada com a concentracao do analito

(BRETT; BRETT, 1996; WANG, 2006).

Desse modo, a voltametria de onda quadrada (SWV, do inglés Square-Wave
Voltammetry) ¢ uma das modalidades mais rapidas e sensiveis dentre as técnicas
voltamétricas de pulso e, devido a minimizacao da contribui¢do da corrente capacitiva
em relacdo a corrente faradaica ao empregar a técnica SWV, € possivel obter limites de
deteccdo em niveis submicromolares (OSTERYOUNG; OSTERYOUNG, 1985). Isso
ocorre, pois, a aplicacdo de incrementos de potencial (AEs) de amplitude a, ocorre em
uma rampa de potencial na forma analoga a de uma escada, cujo incremento de potencial
¢ feito ao longo de um periodo de tempo, assim, a corrente ¢ medida ao final dos pulsos
diretos e reversos de cada periodo, ou seja, o sinal resultante corresponde a diferenca entre
as duas correntes obtidas nesse somatorio (OSTERYOUNG; OSTERYOUNG, 1985). A

programacao de potencial da técnica SWV esta ilustrada na Figura 3.
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Figura 3. Grafico do modelo de aplicacao de potencial na voltametria de onda quadrada

S SR SO

Tempo

Fonte: (WANG, 2006)

1.3 Eletrodos fabricados por impressao 3D

A impressao 3D ou manufatura aditiva visa produzir objetos fisicos a partir de um
modelo digital e, atualmente, ¢ amplamente empregada na fabricacdo de dispositivos
eletroquimicos, como na producao de eletrodos para analises quimicas (CARDOSO et
al., 2020a).Assim, a impressao 3D, no contexto da eletroanalise, oferece vantagens como
baixo custo, pouco desperdicio de material, flexibilidade do design do prototipo,
reutilizagdo do eletrodo impresso, além da possibilidade de adicionar propriedades de

interesse ao objeto, dependendo da sua funcao (ex: condutividade).

A partir disso, existem inimeras técnicas de manufatura aditiva e a mais acessivel

delas ¢ a FDM (do inglés, Fused Deposition Modeling), a qual se baseia na utilizagdo de
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um filamento termoplastico, geralmente, o acido polilatico (PLA), que ¢ um polimero
biodegradavel, ou o acrilonitrila butadieno estireno (ABS) (RICHTER et al., 2019a), que,
quando aquecido até a temperatura apropriada, funde-se e, entdo, ¢ depositado em um
substrato, camada por camada, até a composi¢ao do objeto tridimensional. No contexto
da eletroanalitica, com enfoque na fabricacdo de sensores eletroquimicos, ¢ necessario
incorporar algum material condutivo ao filamento polimérico, a fim de possibilitar a
analise. Atualmente, compostos carbondceos como o grafeno, grafite, negro de fumo ou
nanotubos de carbono, sdo empregados como elementos condutivos, embora os
nanotubos de carbono ainda ndo sejam acessiveis financeiramente. Em contrapartida, o
grafeno pode ser obtido a partir do grafite por diferentes métodos e apresenta propriedades
condutivas excelentes, grande area superficial, relativa inércia quimica e alta resisténcia
mecanica. Analogamente, o negro de fumo ou carbon black, obtido a partir de produtos
petroliferos ou carvao vegetal, apresenta alta area superficial, alta estabilidade quimica e
resisténcia mecanica satisfatoria. Com 1isso, existem filamentos de termoplastico
condutivos comerciais, 0s quais sdo vantajosos financeiramente € os mais comuns
encontrados para aplicagdo em quimica analitica sdo aqueles a base de grafeno/PLA

(Black Magic®) e de negro de fumo (ou carbon-black)/PLA (Proto-pasta®).

Dessa forma, apesar das vantagens associadas a impressio 3D de sensores
eletroquimicos utilizando filamentos comerciais, esses eletrodos possuem baixa resposta
elétrica, quando comparados com outros tipos de superficies carbonéceas, devido a alta
porcentagem do material ndo condutivo (PLA) exposto na superficie, concomitante a
baixa exposi¢do do material condutivo (grafeno ou carbon black). No entanto, isso pode
ser contornado ao aplicar tratamentos de superficie, no intuito de expor mais material
condutivo, por meio da degradacdo do material polimérico (PLA) ou por meio da geragao

de grupos funcionais, os quais podem facilitar a interacdo entre os analitos e eletrodo
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impresso (RICHTER et al., 2019a; ROCHA et al., 2020b). Com isso, sdo utilizados
métodos de polimento mecanico, ativagdo eletroquimica, tratamento com solvente
organico, digestdo enzimatica, dentre outros descritos na literatura (CARDOSO et al.,
2020b).Visto isso, os eletrodos impressos podem ser aplicados em diversos tipos de

analises e possuem vantagens como baixo custo e versatilidade

2 OBJETIVOS

O presente trabalho visa o desenvolvimento de um método eletroanalitico de baixo
custo, voltado para determinacdo simultdnea de sulfanilamida e de ciprofloxacina em
amostras de dgua, devido ao risco a sauide humana causada pela exposicdo a residuos
desses antibioticos. Nesse viés, o intuito € fabricar eletrodos CB/PLA, obtidos por
impressao 3D, sensiveis e seletivos a presenca dos analitos, aplicando inicialmente a
técnica voltamétrica de onda quadrada (SWV) na determinag¢do e investigando a

aplicabilidade da técnica de CSWV para este mesmo fim.

3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes, solucdes e preparo de amostra

Todas as solugdes foram preparadas com agua deionizada, obtida por meio de um
sistema de purificagdo Milli-Q com resistividade > 18 MQ cm (Millipore Direct-3Q,
Bedfort, MA, Estados Unidos). Os padrdes analiticos de CIP e SAD (ambos com 99% de
pureza) foram adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, Estados Unidos) e da Vetec (Duque
de Caxias, Brasil), respectivamente. Os reagentes, acido borico e hidroxido de sodio (99%

e 98% de pureza, respectivamente) foram obtidos por meio da AppliChem Panreac
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(Barcelona, Espanha). Os acidos acético (99,7% m/v), perclorico (70% m/v), fosforico
(85% m/v) e sulftrico (96% m/v), foram obtidos pela Synth (Diadema, Brasil). Todos os
reagentes usados apresentam grau de pureza analitico e, consequentemente, nao foram

submetidos a processos de purificagao antes do uso.

A solugdo 0,12 mol L' do tampao Britton-Robinson (BR)(BRITTON; ROBINSON,
1931) foi preparada a partir da mistura de 0,04 mol L' de 4cido borico, de acido acético
e de 4cido fosforico. O pH desta solugdo foi ajustado utilizando NaOH (1,0 mol L), no
intuito de preparar solu¢des de tampao BR com valores de pH entre 2 e 6. Estas solucdes
foram empregas como eletrolito suporte na avaliagdo, por meio da voltametria ciclica
(VC), do efeito do pH na resposta eletroquimica da CIP e SAD. Solugdes de H>SO4 (0,05
mol L), HCIOs4 (0,1 mol L) e tampdo BR pH = 2,0 (0,12 mol L) foram empregadas
como eletrélitos suporte na avaliagdo da resposta eletroquimica da CIP ¢ SAD em

diferentes solugdes eletroliticas, com forca idnica equivalente.

Solugdes estoque de SAD (10,0 mmol L) foram preparadas ao solubilizar a
quantidade requerida do padrao em agua deionizada, enquanto as solu¢des padrao de CIP
(10,0 mmol L) foram preparadas pela solubiliza¢do do padrio em tampdo BR pH = 2,0
(0,12 mol L), considerando que a solubilidade da CIP é favorecida em meio 4acido
(ROCA JALIL; BASCHINI; SAPAG, 2015). Essas solugdes foram diluidas em solugdo
eletrolito suporte na célula eletroquimica, de acordo com a necessidade de cada estudo

eletroquimico

A amostra agua de torneira analisada no presente trabalho foi coletada do Instituto
de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia, enquanto a amostra de residuo de
agua foi coletada da estagdo de tratamento de dgua e esgoto de Uberlandia (ETA Bom

jardim, DMAE, Brasil). Para a analise das amostras foi adicionado 86 pL de HClO4
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concentrado (11,6 mol L) em um volume de amostra suficiente para preparar uma
solugdo de 0,1 mol L! (10,0 mL), ou seja, as amostras foram analisadas com o minimo
de dilui¢ao. Considerando que a exatiddo do método ¢ verificada por meio de estudos de
adicdo-recuperagdo, as amostras analisadas foram fortificadas com diferentes
concentragdes dos analitos (CIP e SAD). A quantidade dos antibidticos foi determinada
pela metodologia de calibragdo externa, por meio da equacgdo linear obtida a partir da

curva analitica.

3.2 Fabricacao do eletrodo de trabalho CB/PLA e da célula eletroquimica

O eletrodo de trabalho utilizado foi fabricado ao empregar um filamento
condutivo a base de CB/PLA, comercialmente conhecido como Protoposta (ProtoPlant
Inc, Vancouver, Canada), como matéria-prima de uma impressora 3D Flashforge Dreamer
NX (Flashforge®, Sdo José dos Campos, Sdo Paulo, Brasil), o filamento condutivo
(CB/PLA) fundido foi depositado, camada por camada, at¢ a obtencdo de objetos
retangulares (30 mm em comprimento x 11 mm em largura x 1,2 mm em espessura). O
processo de impressdo foi feito de acordo com os seguintes pardmetros, previamente
otimizados na literatura, a fim de garantir melhor desempenho eletroquimico do eletrodo
(ROCHA et al., 2022b): velocidade de perimetro de impressdo de 30 mm s™!, duas conchas
(fora de perimetro), espessura da camada de 0,05 mm, bico extrusor de 0,4 mm aquecido
a uma temperatura de 220 °C, temperatura da mesa a 55 °C e orienta¢do da impressao
vertical. O modelo impresso em 3D dos eletrodos planares e os pardmetros de corte da
impressdo foram feitos por meio do software Simplify 3D®. Por fim, o excesso de
polimero termoplastico foi parcialmente removido com o auxilio de um papel abrasivo
grao 1200 (3M) umedecido com agua destilada (RICHTER et al., 2019b; ROCHA et al.,

2020a, 2022b, 2023b).
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A célula eletroquimica, com capacidade volumétrica de 10 mL, foi produzida no
laboratério pela técnica FDM, utilizando uma impressora 3D GT-Max3D® acoplada a um
filamento comercial ndo condutivo a base de ABS (acrilonitrila butadieno estireno),
obtido pela 3DX filamentos (ambos obtidos pela GT-Max3D®, Campinas, Brasil). O
modelo 3D da célula eletroquimica e os parametros de impressao empregados também
foram feitos pelo software Simplify 3D®.Os parametros usados nessa metodologia sio:
alta resolu¢ao (0,1 mm por camada depositada); bico extrusor aquecido a 230 °C;

temperatura de mesa a 110 °C (CARDOSO et al., 2018).

A partir disso, o eletrodo CB/PLA planar foi posicionado sobre uma placa metalica
retangular de ago inoxidavel, a fim de garantir o contato elétrico e esse conjunto foi
acoplado a base da célula eletroquimica com auxilio de 3 parafusos, também obtidos por
impressao 3D. Com essa configuragdo, o diametro resultante da superficie do eletrodo de
trabalho CB/PLA em contato com o interior da célula eletroquimica, limitado por um anel
de borracha, foi de 0,48 cm, garantindo uma area geométrica para o eletrodo CB/PLA de
0,18 cm?. Os componentes utilizados na composicdo do sistema eletroquimico estdo

exibidos na Figura 4.

Figura 4. (A) Esquema da célula eletroquimica obtida por impressao 3D. (A)
componentes da célula eletroquimica: (1) cuba da célula (10 mL), (2) base suporte para a
c€lula, (3) parafusos para acoplar o suporte com a cé€lula, (4) tampa da célula, (5) anel de
borracha para impedir vazamentos, (6) placa metalica para garantir o contato elétrico, (7)
eletrodo de trabalho (WE). (B) Esquema da célula montada com todos os seus

componentes.
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Fonte: A autora.

3.3 Instrumentacio e medidas eletroquimicas

Para as medidas eletroquimicas (voltametria ciclica, voltametria de onda quadrada
e voltametria de onda quadrada ciclica) foi empregado um potenciostado/galvanostato
LAUTOLAB Tipo I1I/ PGSTAT128N (Eco Chemie, Metrohm, Holanda), acoplado ao
software Nova 2.1.2, através de um computador. Para os procedimentos voltamétricos,
aplicou-se um sistema de 3 eletrodos como sensor eletroquimico, em que um eletrodo
miniaturizado de Ag/AgCl|KClgat), produzido no proprio laboratério ((PEDROTTI;
ANGNES; GUTZ, 1996) e um fio de platina foram utilizados como eletrodo de referéncia
(RE) e eletrodo auxiliar (CE), respectivamente. O eletrodo CB/PLA obtido por impressao
3D foi empregado como eletrodo de trabalho (WE). Todas as anélises foram feitas em
temperatura ambiente e na presenga de oxigénio dissolvido. Os dados experimentais

foram tratados utilizando os softwares: Nova 1.11, Nova 2.1 e Origin Pro 8.5.
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Antes das medidas eletroquimicas, o eletrodo CB/PLA, obtido por impressao 3D
foi submetido a um tratamento de superficie quimico/eletroquimico, a fim de melhorar a
sua condutividade, por meio da remocao parcial do material ndo condutivo (PLA) na
superficie do eletrodo (ROCHA et al., 2020a). Com isso, o procedimento de ativagao
eletroquimica consiste em utilizar uma solugdo eletrdlito suporte de NaOH (0,5 mol L)
na célula eletroquimica e, através da técnica de amperometria, aplicar um potencial de
+1.4 V (vs. Ag|AgClKClat)), seguido pela aplicagao de -1.0 V (vs. Ag|AgCI|KClsat)),

ambos por 200 s (RICHTER et al., 2019b; ROCHA et al., 2020a).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Efeito da ativacdo quimica/eletroquimica do eletrodo CB/PLA obtido por

impressdo 3D na resposta eletroquimica da CIP e SAD

Embora a impressao 3D, em conjunto com a aplicagdo de filamentos condutivos
comerciais a base de carbono seja vantajosa na fabricagdo de sensores eletroquimicos,
devido ao baixo custo e versatilidade de design (CARDOSO et al., 2018, 2020c; OMAR
et al., 2021; WIRTH et al., 2019a), os eletrodos produzidos com essa tecnologia exibem
uma baixa resposta eletroquimica, ou seja, um alto valor de impedancia quando
comparados a superficies carbondceas de eletrodos convencionais (ex: carbono vitreo e
diamante dopado com boro (BDD)) (ROCHA et al., 2020a).

Isso acontece devido ao alto teor de material ndo condutivo (PLA) exposto na
superficie do eletrodo, concomitante a baixa exposi¢cdo do material condutivo (CB), ou
seja, os sitios eletroativos do CB ndo estdo disponiveis para transferéncia de carga e,

consequentemente, geram uma baixa intensidade de corrente faradaica na presenga de
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espécies eletroativas (FOSTER et al., 2017, HAMZAH et al., 2018; RICHTER et al.,
2019b; ROCHA et al., 2022a; VELOSO et al., 2023).

Assim, o procedimento de ativacao de superficie descrito na parte experimental
(secao 3.3) foi empregado no eletrodo CB/PLA e o seu efeito foi avaliado por voltametria
ciclica, no intuito de comparar as respostas eletroquimicas dos analitos CIP (0,25 mmol
L) e SAD (0,50 mmol L), diluidos em solugdo eletrolitica contendo 0,12 mol L™ de
tampado BR (pH = 2,0) utilizando um eletrodo de CB/PLA ativado
quimica/eletroquimicamente e outro sem aplicacao do procedimento de ativacao. Esses
resultados estdo exibidos na Figura 5. Denominou-se o tratamento como sendo quimico
devido a rea¢do quimica do NaOH junto as cadeias poliméricas do PLA e eletroquimico

devido a aplicagao de uma sequéncia de potenciais ao eletrodo de trabalho.

Figura 5. Voltamogramas ciclicos (1* varredura) obtidos utilizando um eletrodo CB/PLA
antes (linha preta) e depois do processo de ativagao quimica/eletroquimica (linha
vermelha): (A) na presenca de 0,50 mmol L™! de SAD e (B) na presenca de 0,25 mmol L
!'de CIP. As linhas pontilhadas correspondem a resposta eletroquimica de 0,12 mol L de
tampao BR (pH = 2,0) (eletrolito suporte). Pardmetros experimentais: velocidade de

varredura (v) = 50 mV s’!; incremento de potencial (AE;) = 5 mV
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Fonte: A autora.

De fato, as respostas voltamétricas de ambos os analitos, utilizando o eletrodo
CB/PLA ndo tratado, apresentam um baixo sinal de corrente de pico para os processos
eletroquimicos da SAD e CIP (Fig 5. (A) e (B), respectivamente, linhas pretas) inseridos
na janela de potencial analisada.

Em contrapartida, as respostas voltamétricas obtidas nas mesmas condigoes,
empregando o eletrodo CB/PLA submetido ao processo de ativacdo
quimica/eletroquimica, mostraram um aumento significativo para os sinais de corrente de
pico dos processos de oxidagdo da SAD e da CIP (préximos de +1,1 V e +1,3 V vs.
Ag|AgCIKCl(sat.), respectivamente). Adicionalmente, pode-se observar que, ao
empregar o protocolo de ativagdo eletroquimica no eletrodo CB/PLA, os processos de
oxidagdo dos analitos deslocam-se para potenciais menos positivos € apresentam uma
maior resolu¢do dos picos (ROCHA et al., 2020b). Outro aspecto que demonstra a
melhoria da performance do eletrodo ¢ que outros processos eletroquimicos da SAD se
tornam perceptiveis apenas apds o tratamento de superficie do eletrodo CB/PLA,

demonstrando melhora na performance do eletrodo.

Isso € observado, pois, assim como reportado previamente na literatura, o processo

de ativacio eletroquimica em meio alcalino (0,5 mol L' NaOH) garante maior exposi¢io

34



dos sitios condutivos do CB na superficie do eletrodo, por meio da remogao parcial do
PLA (material ndo condutivo), um poliéster alifatico, por reacdo de saponificagdo em
meio de hidroxidos (RICHTER et al., 2019a; ROCHA et al., 2020b, 2023c). O mecanismo
proposto na literatura para essa reagdo baseia-se no ataque nucleofilico dos ions hidroxila

a carbonila eletrofilica do PLA (WIRTH et al., 2019b).

Estudos prévios do nosso grupo de pesquisa demonstram, por meio de imagens de
microscopia eletronica de varredura (MEV), que esse tratamento possibilita um aumento
na rugosidade na superficie do eletrodo e, consequentemente, garante uma maior area
eletroativa ao sensor (RICHTER et al., 2019a; ROCHA et al., 2020b). Com isso, estima-
se que a area eletroativa do eletrodo CB/PLA apds o procedimento de ativacdo
quimica/eletroquimica aumenta cerca de 4 vezes. O célculo foi feito pelos autores
utilizando a equacdo de Randles-Sevcik empregada para um sistema de voltametria
ciclica e a sonda Ru(NH3)s>" (RICHTER et al., 2019a; ROCHA et al., 2023c¢). Além disso,
analises de espectroscopia de fotoelétrons na regido de raio X (XPS) reportadas na
literatura mostram altera¢des em grupos funcionais de carbono na superficie do eletrodo
submetido ao processo de ativagdo, acarretando uma maior velocidade de transferéncia
de carga entre o eletrodo e as espécies eletroativas (RICHTER et al., 2019a). Esse
aumento da atividade eletrocatalitica também ¢ atestado pela alteragdo dos potenciais de
pico dos processos de oxidacdo dos analitos para potenciais menos positivos (Fig. 5).
Desse modo, com base nas informagdes extraidas da Figura 5 e dos resultados discutidos
previamente na literatura, utilizou-se apenas de eletrodos CB/PLA ativados

quimica/eletroquimicamente nos estudos subsequentes.

4.2 Comportamento eletroquimico da SAD e CIP
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Embora o objetivo deste trabalho seja determinar CIP e SAD simultaneamente, a
elucidacao experimental do mecanismo da reacao redox para ambos os analitos de uma
vez ndo ¢ algo trivial. Por isso, 0 comportamento eletroquimico de 0,50 mmol L' de SAD
(Figura 6. (A)) e 0,25 mmol L de CIP (Figura 6. (B)) foi avaliado, separadamente, por
voltametria ciclica, utilizando tampdo BR 0,12 mol L (pH = 2,0) como solugio

eletrolitica.

Figura 6. Voltamogramas ciclicos obtidos usando eletrodo CB/PLA ativado
eletroquimicamente para a primeira e segunda varredura de (A) 0,50 mmol L' de SAD e
(B) 0,25 mmol L de CIP, ambos diluidos em 0,12 mol L' de tampdo BR (pH = 2,0).
ParAmetros experimentais: velocidade de varredura (v) = 50 mV s’!; potencial inicial: -

0,5 V e varredura no sentido anddico.
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Fonte: A autora.

Para a SAD (Fig 6 (A)), € possivel observar na primeira varredura (linha preta),
um pico anddico proximo de +1,1 V vs. Ag|AgCl|KCl(sat.), o qual corresponde ao
processo de oxidacao do grupo fenilamina da SAD para formagdo de um radical livre
(Ox1sap). Subsequentemente, dois radicais formados reagem entre si, por meio de

dimerizacdo, gerando um  dimero intermedidrio (4,4 -(hidrazina-1,2-diil)
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dibenzossulfonamida). A partir da segunda varredura (linha azul), percebe-se um par
redox em potencial proximo de +0,5 V vs Ag|AgCIl|KCl(sat.), cujo sinal esta relacionado
a oxidagdo do dimero intermediario, para formagao do composto 4,4’-(diazeno-1,2-diil)
dibenzenossulfonamida (Ox2sap), o qual ¢ reduzido novamente para o dimero 4,4’-
(hidrazina-1,2-diil) dibenzossulfonamida (Ox2/Redlsap). Esse processo redox
Ox2/Redlsap apresenta uma diferenca entre os potenciais de pico de AE = 70 mV.
Adicionalmente, ao analisar a Figura 6 (A), infere-se que o processo eletroquimico
(Ox2/Redl1sap) ¢ dependente do processo de oxidacdo do grupo fenilamina (Ox1sap),
pois para que a reacao subsequente ocorra (dimerizagao) ¢ necessario que radicais livres
sejam formados. Ademais, ¢ possivel observar no voltamograma um outro pico de
reducdo (Red2sap), proximo a -0,2 V vs. Ag|AgCI|KCl(sat.), o qual ¢ dependente do
processo de Redlsap. Esse processo Red2sap ja foi descrito na literatura em meio acido
(pH entre 2 e 4) (ROCHA et al., 2023c) e, provavelmente, estd associado com a
dissociagdo parcial dos dimeros gerados, no sentido de regenerar moléculas de SAD
(MOMENI; NEMATOLLAHI, 2017). Um outro aspecto relevante ¢ que ao aumentar o
nimero de ciclos, ndo foi observado aumento na intensidade de corrente de pico nos
processos eletroquimicos da SAD, o que sugere que ndo houve geracdo significativa de
um filme formado pela eletropolimerizagdo da SAD na superficie do eletrodo, atestado
também pelo processo Red2sap observado no voltamograma (FERRAZ; PROFETI,
PROFETI, 2018b). Por fim, ainda sobre a Figura 6 (A), € possivel observar um perfil
sigmoidal, no sentido catddico, em potencial proximo a oxida¢do do grupo fenilamina
(Ox1sap), cuja presenga pode estar associada com a contribui¢do do processo de
eletrodimeriza¢do do processo Ox1sap, no sentido anddico. Com isso, o Esquema 1 (A)

exibe o mecanismo reacional proposto para a SAD.
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Em relagdo a CIP (Fig 6. (B)), percebe-se na primeira varredura (sentido anodico),
um pico de oxidacao em potencial proximo a +1,3 V vs. Ag|AgCl|KClsat), 0 qual pode
ser atribuido ao processo de oxidacdo da amina secundaria, presente no anel piperazina
da molécula de CIP, levando a formag¢ao de um derivado hidroxilamina (Ox1cip) (ALVES
etal., 2021a; FOTOUHI; ALAHYARI, 2010). Da segunda varredura em diante, observa-
se um outro processo eletroquimico de oxidagao da CIP em potencial préoximo de +0,3 V
vs. Ag|AgClKClsa) (Ox2crp), 0 que estd de acordo com resultados anteriores na
literatura, utilizando eletrodos de superficies carbonaceas em meio acido (ALVES et al.,
2021a).Visto isso, o Esquema 1 (B) ilustra o mecanismo reacional proposto para a CIP,
cuja primeira etapa (Oxlcip) esta de acordo com trabalhos publicados na literatura
(ALVES et al., 2021a; FOTOUHI; ALAHYARI, 2010). Em contrapartida, nesse trabalho,
propde-se um mecanismo para o segundo processo de oxidagdo (Ox2cip), aparente a partir
da segunda varredura ao reunir dados experimentais com discussdes de estudos prévios
(ALVES et al., 2021a; COLLADON; SCARSO; STRUKUL, 2008; FOTOUHI;

ALAHYARI, 2010).

Esquema 1. Provavel mecanismo reacional para (A) SAD e (B) CIP na superficie do

eletrodo CB/PLA, obtido por impressao 3D.
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Diversas classes de antibidticos foram reportadas como contaminantes em
ambientes aquaticos, bem como os riscos atrelados a presenca desse tipo de poluente
emergente nesse tipo de ecossistema (GUO et al., 2020; LIMA; DE JESUS; NOGUEIRA,
2024). Nesse viés, considerando que o objetivo do trabalho ¢ determinar antibidticos de

diferentes classes, simultaneamente, o efeito do pH (2,0 até 6,0) nas respostas eletroquimicas
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de ambos os analitos, CIP e SAD, foi avaliado, por voltametria ciclica e esses resultados

estao exibidos na Figura 7.

Figura 7. Voltamogramas ciclicos (segunda varredura) obtidos utilizando o eletrodo
CB/PLA na presenca de 0,50 mmol L' CIP e SAD, em meio de tampdo BR 0,12 mol L
(pH entre 2,0 e 6,0), com diferentes valores de pH. Condig¢des experimentais: velocidade de

varredura = 50 mV s’!; incremento de potencial. = 5 mV.

Fonte: A autora.

E possivel notar, ao observar a Figura 7 que, em meio acido (pH < 4,0), obtém-se
uma separagao satisfatoria entre os picos referentes aos processos de oxidacao da CIP e SAD
(OxIcip e Oxl1sap, respectivamente). Além disso, o perfil eletroquimico da SAD perde a
definicdo a medida que o valor de pH aumenta, tornado os processos Red1sap, Red2sap e
Ox2sap pouco perceptiveis. Adicionalmente, o aumento do pH afeta a resolu¢do dos picos

de oxidacdo Oxlsap e Oxlcip, 0 que, consequentemente, torna a diferenciacdo entre os
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analitos e, portanto, sua determinagao inviavel. Por isso, avaliou-se o efeito da aplicacdo de
outras solugdes eletroliticas acidas, com for¢a idnica equivalente, na resposta eletroquimica
de ambos os analitos CIP e SAD e esses resultados estao dispostos na Figura 8 (A) e
demonstram que maiores intensidades de corrente de pico, bem como uma maior separagao
entre os potenciais de pico do Ox1sap € Ox1cip, foram obtidas ao empregar HC104 0,1 mol
L como eletrélito (Figura 8 (B)) e, por conseguinte, essa solugio foi utilizada nos estudos

subsequentes.

Figura 8. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos na presenca de 0,5 mmol L' de SAD e 0,25
mmol L' de CIP, usando H>SO4 0,05 mol L' (linha azul), HClIOs 0,1 mol L (linha
vermelha), e tampdo BR 0,12 mol L' (pH = 2,0) (linha verde), como solug¢des eletroliticas.
(B) Voltamogramas ciclicos gravados em meio de HCIO4 0,1 mol L' na auséncia (linhas
pontilhadas) e na presen¢a de 0,5 mmol L' de SAD e 0,25 mmol L' de CIP (linha vermelha
solida). Condigdes experimentais: velocidade de varredura: 50 mV s™'; incremento de

potencial: 5 mV.
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Fonte: A autora.

Posteriormente, a fim de verificar e classificar o regime de transporte de massa

dos processos eletroquimicos Ox1sap, Red1sap e Ox1crp, na superficie do eletrodo CB/PLA
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fabricados por impressdo 3D, foram registrados voltamogramas ciclicos de 0,10 mmol L!
de CIP e SAD em meio de HCIO4 0,1 mol L, empregando valores de velocidade de

varredura, variando de 10 a 500 mV s!. Esses resultados estio dispostos na Figura 9.

Como exibido nas Figuras 9 ((B1)-(D1)), ao empregar o método dos minimos
quadrados (regressao linear) entre a corrente de pico (/,) € a raiz quadrada da velocidade de
varredura (v!?), obtiveram-se relacdes de linearidade (r > 0,98) entre os pardmetros para
todos os processos eletroquimicos avaliados, o que indica que a etapa determinante dos
processos ¢ a difusdo dos analitos ao eletrodo de trabalho. Além disso, os resultados exibidos
nas Figuras 9 ((B2)-(D2)) também sugerem a mesma conclusao devido ao ajuste linear entre
o logaritmo da corrente de pico (log /) dos processos eletroquimicos e o logaritmo da
velocidade de varredura (log v),que resultaram em valores de coeficiente angular de cada
processo eletroquimico proximos a 0,5 (JANGID et al.,, 2022). Esses dados estdo

sumarizados na Tabela 1.

Tabela 1. Relacdo entre os coeficientes angulares obtidos para os processos eletroquimicos

avaliados e o tipo de regime que governa o transporte de massa no sistema proposto.

Processo eletroquimico Coeficiente angular Regime de transporte
Ox1sap 0,60 Difusédo
Ox1crp 0,43 Difusédo
Redl1sap 0,77 Difusdo/adsorgdo

Figura 9. (A) Voltamogramas ciclicos para 0,10 mmol L' de SAD e CIP, usando HCI1O4
0,1 mol L' como eletrélito suporte e o eletrodo CB/PLA em diferentes valores de
velocidade de varredura (10, 20, 30, 40 50, 60, 70, 80, 90, 150, 250, 500 mV s™). (B1),
(C1) e (D1) mostram a raiz quadrada da velocidade de varredura (v"?) vs. corrente de
pico dos processos Ox1sap, Ox1cip € Red1sap, respectivamente. (B1), (C1) e (D1)
exibem o log v (velocidade de varredura) vs. log I (corrente de pico) dos mesmos

processos eletroquimicos. Condig¢des instrumentais: incremento de potencial =5 mV.
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4.3 Otimizacio dos parametros experimentais

A priori, a técnica SWV foi selecionada para o desenvolvimento do método de

quantificagdo simultdnea da SAD e CIP, ao explorar os processos de oxidagdo de cada
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analito (Ox1cip € Ox1sap), varrendo no sentido anddico na janela de potencial entre +0,5
e +1,5 V. Por isso, visando uma melhor performance da técnica, os parametros da técnica
(amplitude de modulagdao (a); incremento de potencial (AEs); frequéncia (f)) foram

otimizados por teste univariado (n=3).

Os parametros foram avaliados de acordo com seu efeito na corrente de pico (Zp)
e na largura de potencial a meia-altura de onda (W) dos analitos, bem como na
diferenciagdo entre os processos anddicos dos analitos, SAD e CIP. com potenciais
proximos a +1,1 V e +1,3 V vs. Ag|AgCI|KClsat.), respectivamente. Nesse sentido, os
parametros foram avaliados em uma célula eletroquimica contendo 20 pmol L' de SAD
e 30 umol L' de CIP na presenca de eletrdlito (0,1 mol L' de HCIO4). A Figura 10 exibe
os resultados obtidos e a Tabela 2 traz os valores otimizados das condigdes experimentais

e, portanto, os parametros utilizados nos experimentos subsequentes.

Figura 10. (A1) Respostas SWV com correcao de linha base e (A2) efeito do incremento
de potencial na corrente de pico (linha preta) e na. largura de potencial a meia altura de
onda (linha azul). Outros parametros experimentais: (a): 20 mV; (f): 20 Hz. (B1)
voltamogramas SWV com corre¢do de linha base e (B2) influéncia da frequéncia na
corrente de pico (linha preta) e na. largura de potencial a meia altura de onda (linha azul).
Outros parametros experimentais: (a): 20 mV; (4Es): 1 mV. (C1) Perfil SWV com
corre¢do de linha base e (C2) influéncia da amplitude de modulagdo na corrente de pico
(linha preta) e na. largura de potencial a meia altura de onda (linha azul). Outros
parametros experimentais: (f): 30 Hz; (4Es): 1 mV. Todas as avaliagdes foram feitas na

presenga de 20 umol L' de SAD e 30 pmol L™ de CIP, diluidos em HCIO4 0,1 mol L.
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Fonte: A autora.

Tabela 2. Intervalo de valores avaliados e otimizados para detec¢do de SAD e CIP por

SWV
Parimetros Intervalo estudado Valores otimizados
Amplitude de moducio / mV 10-100 40
Frequéncia / Hz 10-30 30
Incremento de potencial / mV 1-10 1

4.4 Determinacao eletroquimica de CIP e SAD por SWV

Visando a determinacdo simultanea de CIP e SAD e empregando as condicdes

experimentais otimizadas da técnica SWV, foi construida uma curva analitica de
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calibracao, por meio de sucessivas adi¢cdes dos analitos em célula eletroquimica contendo
0,1 mol L' de HC1O4. A Figura 11 exibe os voltamogramas obtidos nesse experimento,
bem como a respectiva curva analitica. Assim, a faixa linear de trabalho obtida para a
SAD (Ox1sap) foi entre 2,99 e 8,86 pmol L™ (r=0,9937). Analogamente, foi obtida uma
faixa linear de trabalho entre 1,99 e 8,86 pmol L™ (r = 0,9972) para a CIP (Ox1cp). Tanto
os limites de deteccao (LOD) e de quantificagdo (LOQ) foram calculados de acordo com
defini¢des da IUPAC (MOCAK et al., 1997). Desse modo, tanto o LOD e LOQ obtidos
para a SAD (1,2 e 3,9 umol L, respectivamente) e CIP (0,3 e 0,9 umol L,
respectivamente), bem como os demais parametros analiticos estao sintetizados na Tabela

4

Figura 11. (A) Voltamogramas com corre¢do de linha de base obtidos pela adi¢ao de
solugdes com concentragdes crescentes (1,99 até 55,07 umol L) de SAD e CIP em
solugdo eletrolitica de 0,1 mol L' de HCIO4 e (B) as respectivas curvas de calibragio.
Parametros da SWV: frequéncia (f): 30 Hz; amplitude de modulagdo (a): 40 mV;

incremento de potencial
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Fonte: A autora.

Posteriormente, a precisdo do método foi avaliada, por meio da varia¢ao dos sinais

de corrente obtidos, empregando medidas sucessivas de SWV (n = 10) na presen¢a de 5.0
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pmol L' de SAD e CIP em HC1040,1 mol L. Com isso, o desvio padrio relativo (RSD)
(4,43 % para SAD e 4,72 % para CIP) referente a cada um dos analitos demonstra que o
eletrodo CB/PLA utilizado apresenta uma repetibilidade satisfatoria. Esses resultados
estdo exibidos na Figura 12 (A) e dispostos na Tabela 4, juntamente com os demais

parametros analiticos do método.

De maneira andloga, a reprodutibilidade do método foi avaliada por SWYV,
empregando-se 3 diferentes eletrodos de trabalho CB/PLA, na presenca de 5,0 pmol L
de SAD e CIP em 0,1 mol L' de HC1O4. Desse modo, a partir das variacdes de corrente
observadas nas medidas em triplicada, usando diferentes sensores, calculou-se o desvio
padrdo relativo (2,31 % para SAD e 6,88 % para CIP) para cada analito nas condigdes
otimizadas, demonstrando uma reprodutibilidade adequada, em consoante aos dados

exibidos na Figura 12 (B) e na Tabela 4.

Figura. 12. Voltamogramas com correcdo de linha de base, obtidos para (A) medidas
sucessivas de SWV (n = 10) e (B) diferentes eletrodos CB/PLA (n = 3) em célula
eletroquimica contendo 5,00 pmol L™ de SAD e CIP. As figuras inseridas correspondem
as correntes aferidas (triplicata) para as medidas nesse nivel de concentragdo. Parametros
SWV: frequéncia (f): 30 Hz; amplitude de modulagdo (a): 40 mV; incremento de

potencial (AEs): 1 mV; janela de potencial: +0,5 até¢ +1,5 V (dire¢do anddica).
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Fonte: A autora.

Ademais, investigou-se como a interacdo entre os analitos pode afetar a
sensibilidade e outros pardmetros analiticos individuais das espécies ao empregar o
método proposto. Para isso, construiram-se curvas de calibracdo individuais para cada
analito, por meio de sucessivas adi¢des das solugdes estoque dos padrdes, a fim de
comparar a sensibilidade, faixa linear ¢ LOD da curva analitica simultdnea com as

individuais. Esses resultados estdo exibidos na Figura 13 e estdo dispostos na Tabela 3.

Figura 13. (A) Curva de calibragdo obtida para a SAD e (fig. inserida) respectivos
voltamogramas de onda quadrada com correc¢do de linha de base, obtidos pela adigdo de
solugdes com concentragdes crescentes (0,50 até 10,78 umol L!) de SAD. (B) Curva de
calibracdo obtida para a CIP e (fig. inserida) voltamogramas de onda quadrada com
correcao de linha de base, obtidos pela adi¢cdo de solugcdes com concentragdes crescentes
(0,50 até 10,78 pmol L") de CIP em 0,1 mol L' de HCIO4 Pardmetros da SWV:
frequéncia (f): 30 Hz; amplitude de modulacgao (a): 40 mV; incremento de potencial (AEs):

1 mV.
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Tabela 3. Pardmetros analiticos obtidos para determinacdo individual de SAD e CIP, usando o

eletrodo de CB/PLA
Parimetros analiticos SAD CIP
r 0,9967 0,9975
°Coeficiente angular/ pA L pmol! 0,1070 £ 0,003 0,0465 £ 0,001
bCoeficiente linear/ nA 0,7779 £ 0,020 0,1063 + 0,006
Faixa de trabalho / pmol L-! 3,0-10,0 1,0-10,0
LOD / umol L! 0,56 0,39

a e b) obtidos a partir de regressdo linear

A partir da analise comparativa entre os parametros analiticos obtidos para a curva
construida por meio de adigdes sucessivas das espécies, simultaneamente e individualmente,
conclui-se que a andalise simultanea compromete, de maneira ténue, a sensibilidade do método,
para ambos os analitos. Além disso, obteve-se um coeficiente de correlacdo mais satisfatorio
para a SAD ao analisé-la na auséncia de CIP na célula eletroquimica. Adicionalmente, nessa
mesma condi¢do, observou-se um aumento na detectabilidade da SAD, pela diminuicao do
LOD. Visto isso, deve-se avaliar as possiveis razdes para esse comportamento dos processos
eletroquimicos Ox1sap € Oxlcip e formular estratégias para que a determinacao dos analitos

ndo seja inviavel.
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4.5 Determinacao eletroquimica sequencial de CIP e SAD por CSWV

A aplicagdo da técnica SWV na determinag¢do simultanea da CIP e SAD, ao
explorar seus processos de oxidagdo (Ox1cip € Ox1sap, respectivamente), demonstra uma
performance analitica satisfatoria e sua aplicagdo em amostras reais ¢ promissora. No
entanto, ¢ valido frisar que esses resultados foram obtidos utilizando solugdes padrdo dos
analitos diluidos em eletrélito suporte (0,1 mol L' de HCIOs, preparado com 4gua
deionizada). Assim, com a tentativa de empregar a metodologia SWV (varrendo no
sentido anodico) em amostras de dgua residual, notou-se a possivel presenca de efeito de
matriz da amostra, marcado pela atenuagao das correntes de pico dos processos analisados
(Ox1sap e Oxlcr), pela baixa acuracia, atestada pelos valores de recuperacio obtidos,
bem como a diminui¢do da resolucao dos picos Ox1sap e OxIcrp (proximo de +1,1 V e
+1,3 V vs. Ag|AgClKClat)), impossibilitando a diferenciacdo entre os processos
explorados de cada analito. Visto isso, at¢ o momento, a abordagem proposta para a

determinagado simultanea de SAD e CIP nao ¢ satisfatoria.

A partir disso, no intuito de contornar essa questao, avaliou-se a possibilidade de
explorar outro processo eletroquimico da SAD que ndo apresentasse potencial de pico
proximo ao processo de oxidacdo da CIP (Ox1crp em +1,3 V vs. Ag|AgCl|KClsat)). Assim,
considerando a varredura no sentido reverso (catddico), a SAD exibe um pico de redugdo
(Redlsap) em +0,5 V vs. Ag|AgCIl|KClsat), como mostrado na secao 4.2. Esse processo
(Red1sap) foi selecionado para determinacdo de ambos os analitos, utilizando a técnica
de CSWYV, a qual baseia-se em uma varredura no sentido anddico ou catodico,

sequenciada pela varredura reversa, dentro da mesma faixa de potencial.

Com a aplicacdo dessa estratégia, garante-se uma maior elucidagdo sobre o
comportamento eletroquimico dos analitos, andlogo ao perfil voltamétrico obtido por

voltametria ciclica, associado as vantagens analiticas inerentes de uma técnica de pulso

50



(maior sensibilidade e menor contribuicdo de corrente capacitiva no sistema) (CHO;
WANG, 2018; DE FARIA et al., 2022). Nesse viés, empregando os mesmos parametros
instrumentais otimizados previamente para a técnica SWV, foi realizado um
procedimento CSWV na presenca de 7,89 umol L™ de SAD e CIP em meio de 0,1 mol L-
' de HCIO4, no intuito de avaliar a aplicabilidade dessa abordagem na determinagio
sequencial dos analitos. Os voltamogramas referentes a esse estudo estdo exibidos na
Figura 14 e o procedimento foi feito varrendo no sentido anddico (+0,45 até +1,50 V)

seguido pela varredura catddica (+1,50 até +0,45 V).

Figura 14. Voltamogramas com corregdo de linha base obtidos por CSWV na presenca
de 7,98 pmol L de SAD e CIP, utilizando HC1O4 0,1 mol L' como eletrélito suporte.
Janela de potencial de 0,45 até +1,50 V (direcdo anddica), seguido pela varredura reversa
de +1,50 V até +0,45 V (direcdo catddica). Parametros instrumentais: frequéncia (f): 30
Hz; amplitude de modulacao(a): 40 mV; incremento de potencial (AEs): 1 mV. A figuras

inseridas exibem a ampliacao dos processos eletroquimicos explorados.
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O perfil eletroquimico da CIP e SAD, disposto na Figura 14, estd de acordo com
os resultados obtidos previamente por VC. Em relagdo da CIP, foi observado um pico de
oxidagdo em +1,3 V vs. Ag|AgCl|KClsat.), nomeado em estudos anteriores como Ox1crp.
No ambito da SAD, verificou-se a presenca de dois picos anddicos, proximos de +0,54 V
e +1,15 V vs. Ag|AgCl|KClat), € de dois sinais catédicos em +1,25 V e +0,54 V vs.
Ag|AgCI|KClsat). Em contrapartida, como examinado nas se¢des anteriores, por VC, a
SAD nao apresenta um processo de redu¢do em +1,25 V vs. Ag|AgCl|KClsa) embora
possua uma corrente negativa no voltamograma apresentado na Figura 14. A presenca
desse sinal esta relacionada a como ¢ feito o somatorio das correntes para técnica SWV,
em que, sua natureza subtrativa, faz com que uma parcela da corrente associada com o
processo de oxidagdo da SAD (Oxlsap) seja visualizada com corrente negativa e,

portanto, ndo corresponde a um processo de redu¢do da molécula nesse potencial.

Subsequentemente, visando a determinagdo seletiva de ambos os analitos,

selecionou-se para os proximos estudos o processo de oxidagcdo da CIP, Oxlcp (+1,3 V
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vs. Ag|AgCl|KClsat.), sentido anddico) e o processo de reducao da SAD, Redlsap (+0,54

V vs. Ag|AgCI|KClsat,), sentido catddico).

Com isso, para empregar o procedimento de CSWV na determinagdo sequencial
dos analitos sob condi¢des experimentais otimizadas previamente, foram construidas
curvas analiticas ao adicionar concentragdes crescentes de SAD e CIP em célula
eletroquimica, no intervalo de 1,99 — 10,78 mol L' e 4,96 — 40,61 mol L,
respectivamente. A Figura 15 exibe os voltamogramas obtidos nesse estudo, bem como
suas respectivas curvas de calibragdo. A janela de potencial estd restringida para cada
processo eletroquimico explorado, a fim de melhorar a visualizagdo da variacdo da

corrente causado pelo incremento na concentracio das espécies eletroativas.

Figura 15. Voltamogramas com correcdo de linha de base obtidos em HCIO4 0,1 mol L-
!'na presenca de concentracdes crescentes de (A) 4,96 — 40,61 pmol L! para a CIP e (B)
1,99 — 10,78 pmol L™ para a SAD. As medidas foram feitas varrendo em uma janela de
potencial de +0,45 até¢ +1,50 V (direcdo anddica) seguido pela varredura catddica na
mesma janela. (C) e (D) exibem a respectiva curva de calibra¢do para cada analito. As
linhas pontilhadas correspondem ao sinal do eletrdlito. Parametros CSWV: (a): 40 mV;

AEs: 1 mV; (f): 30 Hz.
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Como pode ser observado, a utilizagdo da técnica CSWV garante uma faixa de
trabalho mais ampla de 4,96 até 40,61 umol L' (r = 0,9977) para Oxlcwp € de 1,99 até
10,78 pumol L' (r = 0,9989) para Redlsap, quando comparada com a obtida pela
metodologia SWV (varredura apenas no sentido anddico). Os valores de LOD para a CIP
(0,56 umol L' (185 ug L)) e para a SAD (0,23 umol L' (40,7 pg L)), assim como os
valores de LOQ paraa CIP (1,85 umol L) e paraa SAD (0,77 pmol L") foram calculados
a partir de definicdes [IUPAC (MOCAK et al., 1997). A Tabela 4 mostra os parametros
analiticos obtido a partir da técnica CSWV em comparagdo com os resultados da técnica

de SWV (sentido anoddico).

A repetibilidade do método foi avaliada por meio da variacdo dos sinais de

corrente obtidos para OxIcip € Red1sap, empregando medidas sucessivas de CSWV (n =
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10) na presenca de 5,00 pmol L' de SAD e CIP em HC1040,1 mol L™!. Com isso, o desvio
padrao relativo (RSD) (2,84 % para SAD e 8,70 % para CIP) mostra que o eletrodo
CB/PLA e a metodologia apresentam uma precisao satisfatoria. Esses resultados estao
exibidos na Figura 16 (A) e dispostos na Tabela 4, juntamente com os demais parametros

analiticos do método.

Analogamente, a reprodutibilidade do método foi avaliada, usando 3 diferentes
eletrodos de trabalho CB/PLA, na presenca de 5,00 umol L' de SAD e CIP em 0,1 mol
L' de HCIOs. A partir das variagdes de corrente observadas nas medidas em triplicada,
usando diferentes sensores, calculou-se o desvio padrao relativo (3,85 % para SAD e 6,00
% para CIP) para cada analito nas condigdes otimizadas, demonstrando uma
reprodutibilidade adequada, em consoante aos dados exibidos na Figura 16 (B) e na

Tabela 4

Figura 16. Voltamogramas com correcdo de linha de base, obtidos para medidas
sucessivas de CSWV (n = 10) para 5,00 umol L' de CIP (A1) SAD (A2). Respostas SWV
obtidas com diferentes eletrodos CB/PLA (n = 3) em célula eletroquimica contendo 5,0
umol L' de CIP (B1) e SAD (B2). (A3) e (B3) correspondem as correntes de pico aferidas
(triplicata) para as medidas nesse nivel de concentragdo. Parametros CSWV: frequéncia
(): 30 Hz; amplitude de modulacdo (a): 40 mV; incremento de potencial (AEs): 1 mV;

janela de potencial: 0,0 até +1,5 V (direcdo anddica), seguida pela varredura reversa.
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Tabela 4. Parametros analiticos obtidos para determina¢ao de SAD e CIP por SWV

(direcdo anddica) e por CSWYV, empregando o eletrodo CB/PLA proposto.

SWYV (direcao anodica) CSwy
Parametros analiticos SAD CIP SAD CIp
R 0,9937 0,9972 0,9989 0,9977

aCoeficiente angular / pA L pmol! 0,1044 + 0,005 0,0808 + 0,002 0,2612 + 0,004 0,108 +0,002
b Coeficiente linear / nA 1,22 + 0,04 -0,118 £0,007 -0,468 + 0,02 -0,118 +£0,02
Faixa linear / pmol L-! 2,99 — 8,86 1,99 — 8,86 1,99 - 10,78 4,96 —40,61

LOD / pmol L-! 1,2 0,3 0,2 0,6

LOQ / pmol L1 3,8 0,9 0,8 1,9

Reprodutibilidade (n=3) / % 2,31 6,88 3,85 6,00

Repetibilidade (n-10) / % 4,43 4,72 2,84 8,70

b Desvio obtido por regressio linear

Ao comparar os valores dos pardmetros analiticos obtidos por meio das suas
metodologias propostas, infere-se que o uso do procedimento CSWYV voltado para
determinacdo dos antibioticos, além de ser mais seletivo, conferiu melhorias na maioria
das figuras de mérito analisadas, com excecdo do LOD e LOQ da CIP, cujos valores

subiram, indicando menor detectabilidade tedrica. O aumento dos valores desses
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parametros esta provavelmente atrelado ao fato de que o primeiro ponto da curva de
calibracdo obtida por CSWV da CIP foi maior (4,96 umol L") do que o primeiro ponto

obtido por SWV (anédico) (1,99 pmol L.

Adicionalmente, a sensibilidade do método aumentou em 25 % e 60 % para CIP
e SAD, respectivamente, ao empregar a abordagem de CSWV. Ademais, embora os
estudos de precisdo indiquem que a técnica de SWV (dire¢do anoddica) ¢ mais robusta que
a metodologia de CSWYV, sabe-se que a determinagdo dos antibioticos por SWV pode
trazer problemas de seletividade pela proximidade entre os processos eletroquimicos
explorados, enquanto pela técnica de CSWV a determinacdo ¢ feita em potenciais
distintos. Assim, os resultados dos estudos de precisdao sdo satisfatorios para ambas as
abordagens propostas. Além disso, dados obtidos previamente na literatura atestam a
estabilidade de um eletrodo CB/PLA impresso em 3D (semelhante ao utilizado nesse
trabalho), por VC, através de varreduras consecutivas (100 ciclos) em meio acido

(PRADELA-FILHO et al., 2023).

Por fim, foram feitas analises de variancia (ANOVA), as quais confirmaram a
significancia e auséncia da falta de ajuste do modelo de regressdo linear ao nivel de
confianca de 95%. Por meio dos testes de Shapiro-Wilk e Cochran, infere-se que os dados
obtidos nesse trabalho seguem o padrdo de distribuicdo normal, bem como um perfil
homocedastisco (variabilidade dos erros do sistema ¢ constante, ou seja, variancia dos
desvios ¢ constante) no nivel de confianca de 95%. Os dados obtidos dessas analises

estatisticas estdo dispostos na Tabela 5.

Tabela 5. Parametros de validacdo estatistica das curvas analiticas obtidas para SAD e
CIP (CSWYV), aplicando anélise de variancia (ANOVA) e testes de Shaphiro-Wilk (W) e

Cochran (C).
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Analito Fralta de ajuste Fsigniflcﬁncia W C

Obtido 2,22 10,206 0,932 0,365
i Critico 2,44 4,183 0,927 0,445
Obtido 2,18 3,538 0,947 0,270
SAD Critico 2,26 4,085 0,945 0,335

4.6 Aplicacao da metodologia desenvolvida em amostras de agua

Como prova de conceito, a metodologia CSWYV proposta, usando o eletrodo
CB/PLA impresso em 3D, foi empregada na quantificacao de CIP e SAD em diferentes
amostras de dgua. As amostras de 4gua de torneira e dgua residual foram coletadas e
adicionadas (~10 mL) na célula eletroquimica sem nenhum tipo de pré-tratamento,
juntamente com uma aliquota (86 pL) de HCIO4 concentrado (70 % m/v), para que
preparar o eletrélito suporte de concentragdo 0,1 mol L. Ou seja, as amostras foram

analisar com o minimo de diluigao.

Na literatura, as quantidades médias encontradas de antibidticos da classe das
sulfonamidas e da classe das fluoroquinolonas em ambientes aquaticos variam de 0,5 até
855 ng L' (CUI et al., 2021; GARCIA-GALAN; DIAZ-CRUZ; BARCELO, 2010)e 0,9
até 68 ng L’! (MEJiAS et al., 2023; ZHU et al., 2022), respectivamente. Visto isso, ¢
valido frisar que o dispositivo eletroquimico proposto ndo apresenta capacidade de
deteccdo suficiente para quantificar os analitos nessa concentragdo e, apesar disso, o
eletrodo de CB/PLA acoplado a técnica de CSWV ¢ uma estratégia promissora para
determinag¢do sequencial de CIP e SAD, devido ao uso de um eletrodo de baixo custo e
de uma técnica instrumental que permite a analise de processos eletroquimicos tanto na
varredura direta, quanto na reversa, tornando a técnica interessante ndo somente para a
aplicacdo proposta nesse trabalho, mas para a andlise seletiva de diferentes espécies em

uma ampla gama de amostras, sobretudo, de maneira simultdnea/sequencial. Vale
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ressaltar que a inviabilidade de deteccao do método desenvolvido para os analitos pode
ser contornada ao aplicar uma etapa de pré-concentra¢ao, como a extracdo em fase solida,

a fim de assegurar a detectabilidade (ROSA et al., 2019).

Ao aplicar a metodologia CSWV nas amostras ndo foram observados sinais
voltamétricos referentes a nenhum processo eletroquimico da CIP e SAD, sugerindo que
ou os analitos ndo estdo presentes como contaminantes nas amostras avaliadas ou que
suas concentracdes estdo abaixo da capacidade de dete¢ao do método. Desse modo, as
amostras foram fortificadas com concentragdes conhecidas de CIP e SAD e, entdo,
submetidas a estudos de recupera¢do. Os experimentos de quantificacdo sequencial
(triplicata) dos analitos foram feitos empregando o método de calibragdo externa. Os
voltamogramas CSWV com corre¢do de linha base, obtidos a partir desse estudo estdo
exibidos nas Figuras 17 (agua residual) e 18 (dgua de torneira) e os resultados de

recuperagdo para os dois analitos em cada amostra de agua estao dispostos na Tabela 6.

Figura 17. Voltamogramas CSWV com corre¢ao de linha base, obtidos para a analise da
amostra de 4gua residual, coletada em estagdo de tratamento de agua antes (linha
pontilhada) e depois (linha s6lida) da adi¢cdo dos analitos em dois niveis de concentragdo:
(A) 10,0 (linha vermelha) e 20 pmol L' (linha azul) de CIP e (B) 2,0 (linha vermelha) e
3,0 umol L! (linha azul) de SAD. Pardmetros CSWV: (AEs) =1 mV; (a) =40 mV; (f) =30

Hz.
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Figura 18. Voltamogramas CSWV com corre¢ao de linha base, obtidos para a analise da
amostra de 4gua de torneira, antes (linha pontilhada) e depois (linha solida) da adi¢do dos
analitos em dois niveis de concentragio: (A) 10,0 (linha vermelha) e 20 pmol L™ (linha
azul) de CIP e (B) 2,0 (linha vermelha) e 3,0 umol L™ (linha azul) de SAD. Parametros

CSWYV: (AEs) =1 mV; (a) =40 mV; (f) =30 Hz.
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Fonte: A autora.

60



Tabela 6. Valores de recuperacao obtidos pelo método de calibragao externa para a CIP e

SAD em amostras de 4gua residuais e de torneira.

Fortifica¢do / pmol L-! (Encontrado = DP) / pmol L-! (Recuperaciao £ DP) / %

Amostra
CIP SAD CIP SAD CIP SAD
i 10,0 2,0 ©+1) 2,19+£0.08)  (90+11)  (109+4)
Agua de
torneira 20,0 3,0 (20,2 +0.3) 2,6+0.1)  (101+£2)  (87+4)
10,0 2,0 (9,7 +0.5) (1,94+0.02)  (97+5) 97+ 1)
Residuo de agua
20,0 3,0 (22,5+0.9) (2,7+0.1) (112£4) (90 +4)

Ao analisar os dados sumarizados na Tabela 6, conclui-se que as porcentagens
recuperadas variam entre 87 % e 112 %, atestando a exatiddo do método analitico
proposto, além de indicar que ndo houve interferéncia por efeito de matriz. Embora sua
detectabilidade possa ser melhorada, o método desenvolvido nesse trabalho mostrou-se
uma ferramenta promissora para determinagao sequencial de CIP e SAD em amostras de
agua, devido a rapidez de analise, ao baixo custo (~US$ 0,18 ou R$1,00) e velocidade de
producao do dispositivo eletroquimico (20 minutos), facilidade de operagdo instrumental,

bem como portabilidade.

Com isso, a Tabela 7 exibe uma comparagdo entre valores de LOD e faixa linear
obtidos na literatura com os obtidos nesse trabalho, ressaltando que o sensor CB/PLA
proposto ¢ de baixo custo e eficiente e pode ser uma alternativa interessante frente a
sistemas eletroquimicos convencionais e eletrodos com modificagdes complexas e
laboriosas de superficie. Alguns trabalhos na literatura utilizam dispositivos
eletroquimicos impressos em 3D, porém sao voltados apenas para a anélise individual de

um dos analitos (LISBOA et al., 2022a; ROCHA et al., 2023d). Além disso, a abordagem
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empregada nesse trabalho € a primeira a reportar a determinacao eletroquimica sequencial

de CIP e SAD.

Tabela 7. Comparacdo do método proposto nesse trabalho com outros métodos

reportados na literatura para determinagdo eletroquimica de SAD e CIP.

Faixa linear/ LOD/pmol

Eletrodo Técnica Amostra Referéncia
pmol L1 L!
Sulfanilamida (SAD)
MIP-Eletrodo 0.05—1.1
de grafite de DPV Plasma sanguineo e agua 0,02 M O(TTéI]{)}%’RE
lapis [I-48 GANESH,
2014)
CB/PLA 1,0-10,0 (ROCHA et al.,
SWV Mel 0,26
impresso em 3D 12.5-35.0 2023a)
(M DE

urina, agua mineral, de lago, de
LSG-MWNCT | BIA-AMP ) ) 10,0 -150,0 2,33 FARIAS et al.,
torneira e solugdo otologica

2023)
CB/PLA Leite materno, urina sintética e (LISBOA et al.,
) DPV ) 1,0-39,2 0,012
impresso em 3D solugdo otologica 2022b)
(FERRAZ et
GCE SWV Medicamento e urina humana 5,0-74,7 0,92
al., 2018)
GCE-ND SWV NR 1,2-581 0,93 (LIetal., 2019)
(BEITOLLAHI
MnO2NR- ; TAJIK; DI
DPV Urina e agua 0,07-100 0,01
IL/CPE BARTOLOME
0, 2022)
CB/PLA
C-SWV Agua 1,99 - 10,78 0,2 Esse trabalho

impresso em 3D
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Ciprofloxacina (CIP)

Eletrodo de , ) (ALVES et al.,
) SWV Agua de torneira 5-100 0,35
grafite de lapis 2023)
Eletrodo de
] SWV Medicamentos 12,0 - 55,0 5,6 (ALVES etal.,
grafite de lapis 2021b)
NH>-UiO- ,
ASV Agua de torneira 0,021 0,006 (FANG etal,,
66/RGO 2019)
BDD SWV Urina humana 0,15-2,11 0,05 (RADICOVA
etal., 2017)
GCE-Cu BTC DPV Agua de torneira 1-20 0,47 (RANTetal,
2020)
SPE-BDD LSV Urina sintética 1-30 0,28 (MATSUNAG
Aetal., 2020)
CB/PLA )
C-SWV Agua 4,96-40,61 0,6 Esse trabalho

impresso em 3D

Eletrodo: BDD -diamante dopado com boro; SPE — eletrodo fabricado por serigrafia;
GCE-ND - carbono vitreo modificado com nanodiamante; GCE (carbono vitreo): GCE-
CuBTC — carbono vitreo modificado com MOF de cobre, LSG-MWCNT — grafite

modificado com nanotubos de carbono

Subsequentemente, avaliou-se se a metodologia empregada na determinacdo
sequencial dos antibidticos estd ou ndo sujeita a efeitos de interferéncias, oriundas de
compostos normalmente encontrados nas amostras analisadas, como outros antibioticos
(amoxicilina (AMX), azitromicina (AZI) e tetraciclina (TCC)), dipirona (medicamento
amplamente utilizado) e espécies i0nicas (carbonato e sulfato). A fim de examinar a
resposta eletroquimica da CIP e SAD na presenga desses possiveis interferentes, foi feito
um estudo voltamétrico, por CSWYV, cuja concentracdo dos analitos e interferentes na

célula eletroquimica ¢ equivalente (1 (CIP e SAD):1 (interferente).

A Figura 19 mostra os resultados obtidos nesse experimento € como observado, a

TCC, AZI, carbonato, dipirona e sulfato ndo causaram efeitos significativos (variacdo da
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corrente dos analitos menor que 15 % na presenca dos interferentes). Contudo, como
mostra o grafico de recuperacao na Figura 19 (C), ocorre uma perceptivel atenuacao da
corrente de pico do processo catédico Redlsap, na presenca de AMX (variagao de
corrente > 28 %). Nesse viés, caso a AMX esteja presente na amostra analisada, ha a
possibilidade de tentar explorar outro processo eletroquimico da SAD na determinagao,

a fim de evitar a interferéncia no sinal analitico.

Figura 19. Efeito de possiveis interferentes na resposta eletroquimica (corrente de pico)
de 10 umol L! de CIP e SAD, empregando 0,1 mol L' HClO4 como eletrélito suporte.
As espécies investigadas: (A) tetraciclina (TCC); (B) carbonato (COs2), (C) amoxicilina
(AMX), (D) sulfato (SO47?), (E) azitromicina (AZI) e (F) dipirona (DIPY). A propor¢io
usada entre os analito e a espécie interferente foi de 1:1. Parametros experimentais

CSWYV: AEs: 1 mV; (a): 40 mV; (f): 30 Hz.
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Portanto, embora a AMX interfira na analise, a abordagem baseada na técnica
CSWYV ¢ uma estratégia eloquente para determinagao sequencial de SAD (sinal catodico)
e CIP (sinal anddico) em potenciais distintos e pode ser aplicada na determinagdo de
multiplos analitos em diferentes amostras, sobretudo quando as espécies eletroativas
apresentam mais de um processo eletroquimico e tém potenciais de pico proximos, o

quais podem se sobrepor na presenca de certos tipos de amostras.

5 CONCLUSOES

A partir dos resultados exibidos nesse relatorio, demonstra-se a possibilidade de
aplicagdo do eletrodo CB/PLA, obtido por impressdao 3D, como sensor eletroquimico do
método em desenvolvimento. Assim, o procedimento de ativagdo eletroquimica
empregado nesse trabalho, garantiu uma melhoria na performance do eletrodo CB/PLA.
Assim, mostramos a possibilidade de determinagdo simultanea de CIP e SAD, por SWV
em amostras de 4gua usando um sensor eletroquimico obtido por impressdo 3D, porém a
proximidade entre os potenciais de pico dos processos eletroquimicos explorados
(Ox1sap e Oxlcip) pode comprometer a seletividade do método. Assim, a abordagem
CSWYV possibilita a determinacdo seletiva e sequencial dos dois analitos propostos em
concentragdes submicromolares (0,23 pmol L' e 0,56 umol L para a SAD e CIP,
respectivamente). Ademais a técnica CSWV garante aumento da sensibilidade e
seletividade do método, por viabilizar a determinagdo das espécies em potenciais
distintos. Por isso, as andlises de amostra de 4gua reais foram feitas sem etapas de dilui¢do
ou preparo de amostra. Além disso, a estratégia do uso da técnica CSWV ¢ promissora e

pode ser estendida para o monitoramento de outros analitos e amostras.
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