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RESUMO

O desenvolvimento e a aplicacdo de plataformas eletroanaliticas simples, rapidas e de
baixo custo sdo essenciais para a determinacao de antibioticos em diferentes matrizes amostrais.
Neste trabalho, foram propostas e avaliadas trés abordagens distintas para a quantificacao de
antibidticos em amostras farmacéuticas, alimentares e ambientais, com foco em estratégias que
aliam seletividade, sensibilidade e viabilidade operacional. Na analise farmacéutica, empregou-
se a técnica de andlise por inje¢do em batelada com deteccdo amperométrica (BIA-AD) e
eletrodo de diamante dopado com boro (BDD) para a determinagdo sequencial de amoxicilina
(AMX) e clavulanato de potassio (CLA). A estratégia analitica consistiu na aplicagdo de dois
pulsos de potencial sequenciais (+1,3 V e +1,8 V), permitindo a quantificagdo seletiva da AMX
em +1,3 V e oxidagdo de ambos (AMX + CLA) em +1,8 V. O acesso a corrente de oxidagdo
do CLA foi obtido por subtracdo, com uso de fator de correcdo. O método apresentou elevada
frequéncia analitica (>200 injegdes/hora), excelente precisdo (RSD < 1,3%) e limites de
detecgdo de 0,31 pmol-L! para AMX e 1,99 umol-L™" para CLA. Na andlise de alimentos, foi
desenvolvido um eletrodo descartavel a base de grafite, verniz vitral e acetona, aplicado a
detec¢do de sulfametoxazol (SMX) em leite. A seletividade e estabilidade foram aprimoradas
mediante uso de dois pulsos de potencial de deteccdo (+1,0 V e +1,3 V) e dois pulsos de
potencial de limpeza (+1,5 V e —1,5 V). O método apresentou boa linearidade (1,0-50,0
pmol-L™), limite de deteccao de 0,31 pmol-L™" e recuperacdes de 68 £ 7%, 103 £ 7% e 115 +
7% para amostras de leite fortificadas com 5,0; 10,0 € 20,0 umol-L~! de SMX, respectivamente.
Para o monitoramento ambiental, foi desenvolvida uma abordagem voltamétrica para detec¢ao
indireta de AMX em 4gua, utilizando sensores descartaveis fabricados por manufatura aditiva
(impressdao 3D). A estratégia envolveu trés etapas sequenciais: (i) ativagdo quimica e
eletroquimica do eletrodo 3D em meio alcalino, (ii) pré-concentracdo da AMX por adsor¢do na
superficie do eletrodo, e (iii) deteccdo via oxidacdo da AMX adsorvida, seguida de reducao e
reoxida¢do do produto oxidado (quinona). A técnica de voltametria de pulso diferencial (DPV)
permitiu alcangar limite de deteccao de 0,01 umol-L™!, com ampla seletividade frente a
interferentes avaliados e recuperagdes entre 82 ¢ 106% em diferentes tipos de dgua. As trés
abordagens demonstraram desempenho analitico robusto, simplicidade operacional, baixo
custo e grande potencial para portabilidade, evidenciando o potencial das plataformas
eletroquimicas como ferramentas eficazes para aplicagdes rotineiras em controle de qualidade,
seguranc¢a alimentar e vigilancia ambiental.
Palavras-Chave: Antibidticos, eletroandlise, sensores descartaveis, leite, dgua, voltametria,

Analise por injecdo em batelada.



ABSTRACT

The development and application of simple, rapid, and low-cost electroanalytical
platforms are essential for the determination of antibiotics in various sample matrices. In this
study, three distinct approaches were proposed and evaluated for the quantification of
antibiotics in pharmaceutical, food, and environmental samples, focusing on strategies that
combine selectivity, sensitivity, and operational feasibility. In pharmaceutical analysis, the
batch injection analysis with amperometric detection (BIA-AD) technique was employed using
a boron-doped diamond (BDD) electrode for the sequential determination of amoxicillin
(AMX) and potassium clavulanate (CLA). The analytical strategy involved the application of
two sequential potential pulses (+1.3 V and +1.8 V), enabling selective quantification of AMX
at +1.3 V and oxidation of both (AMX + CLA) at +1.8 V. The oxidation current of CLA was
obtained by subtraction, using a correction factor. The method showed high analytical
throughput (>200 injections/hour), excellent precision (RSD < 1.3%), and detection limits of
0.31 pmol-L™! for AMX and 1.99 pumol-L™! for CLA. In food analysis, a disposable electrode
composed of graphite, glass varnish, and acetone was developed for the detection of
sulfamethoxazole (SMX) in milk. Selectivity and stability were enhanced by using two
detection potential pulses (+1.0 V and +1.3 V) and two cleaning potential pulses (+1.5 V and
—1.5 V). The method showed good linearity (1.0-50.0 umol-L™"), a detection limit of 0.31
umol-L!, and recoveries of 68 = 7%, 103 = 7%, and 115 &+ 7% for milk samples fortified with
5.0, 10.0, and 20.0 pumol-L™' of SMX, respectively. For environmental monitoring, a
voltammetric approach was developed for the indirect detection of AMX in water using
disposable sensors fabricated by additive manufacturing (3D printing). The strategy involved
three sequential steps: (i) chemical and electrochemical activation of the 3D electrode in
alkaline medium, (ii) preconcentration of AMX by adsorption onto the electrode surface, and
(ii1) detection via oxidation of adsorbed AMX, followed by reduction and reoxidation of the
oxidized product (quinone). The differential pulse voltammetry (DPV) technique enabled a
detection limit of 0.01 pumol-L™', with high selectivity against evaluated interferents and
recoveries ranging from 82 to 106% in different water types. All three approaches demonstrated
robust analytical performance, operational simplicity, low cost, and strong potential for
portability, highlighting the effectiveness of electrochemical platforms as tools for routine
applications in quality control, food safety, and environmental surveillance.
Keywords: Antibiotics, electroanalysis, disposable sensors, milk, water, voltammetry, batch

injection analysis.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 Apresentacio Geral da Tese

A presente tese encontra-se estruturada de forma a conduzir o leitor desde a
contextualizagdo do problema até as conclusdes gerais e as perspectivas futuras, oferecendo
uma visao integrada e coerente da investigacao desenvolvida.

No Capitulo 1, apresenta-se o enquadramento cientifico e social da pesquisa, com
especial énfase na relevancia do monitoramento de antibidticos — farmacos essenciais no
cotidiano das popula¢des — cuja qualidade deve ser rigorosamente controlada para garantir a
sua eficdcia terapéutica. Simultaneamente, destaca-se a crescente atencdo que estes compostos
tém recebido enquanto poluentes emergentes, sendo abordada a utilizacdo de plataformas
eletroanaliticas de baixo custo como solugdo promissora para a sua detec¢do. Sdo discutidos
farmacos de interesse analitico, nomeadamente a amoxicilina (AMX) e o clavulanato de
potassio (CLA), cuja determinacdo simultdnea ¢ crucial em formulacdes farmacéuticas; o
sulfametoxazol (SMX), relevante no controle de qualidade de alimentos; e a AMX,
isoladamente, em matrizes ambientais. Este capitulo inclui ainda uma breve descrigdo dos
principais tipos de eletrodos utilizados — diamante dopado com boro (BDD), eletrodos
serigrafados (SPEs) e eletrodos impressos em 3D — com destaque para suas potencialidades e
limitagoes.

O Capitulo 2 define os objetivos gerais e especificos da investigagao, servindo de guia
para os capitulos experimentais subsequentes. No Capitulo 3, aborda-se a determinacao
sequencial rapida de AMX e CLA em amostras farmacéuticas, recorrendo a técnica de analise
por inje¢do em batelada com detec¢do amperométrica (BIA-AD). Sdo articuladas metodologias
e resultados que evidenciam a robustez e a aplicabilidade do método proposto. O Capitulo 4
expande a aplicagdo da técnica BIA a matrizes alimentares, descrevendo a deteccao de SMX
em leite, utilizando um eletrodo serigrafado a base de carbono. Destaca-se a seletividade
aprimorada e a estabilidade da resposta obtida por “amperometria pulsada”, demonstrando a
capacidade da metodologia para lidar com amostras complexas. No Capitulo 5, amplia-se ainda
mais o escopo da investigacdo, explorando a determinacao indireta de tracos de AMX em
amostras ambientais, através da utilizacdo de um sensor descartavel, de baixo custo, produzido
por manufatura aditiva. Esta abordagem refor¢a a versatilidade e a inovagao das metodologias

desenvolvidas ao longo do trabalho.
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Por fim, o Capitulo 6 apresenta as conclusdes gerais, integrando os resultados obtidos,
destacando as principais contribui¢des cientificas e sociais da investigacdo, e apontando
caminhos para a continuidade da pesquisa e para a aplicacdo pratica das metodologias
propostas. Evidencia-se, assim, o potencial transformador do trabalho no dominio do
monitoramento de antibidticos em diversas matrizes, com impacto direto na saude publica, na

seguranca alimentar e na preservagdo ambiental.

1.2 Contextualizacao

Tendo em conta o elevado consumo e a ampla disponibilidade de medicamentos
contendo diferentes propor¢des de antibidticos, o desenvolvimento de dispositivos
eletroanaliticos de baixo custo revela-se uma estratégia particularmente vantajosa para a
realizacdo de analises em laboratorios com infraestrutura limitada, como é o caso de
Mogambique. Além disso, a portabilidade dos métodos desenvolvidos amplia ainda mais sua
aplicabilidade, permitindo o uso em ambientes com recursos restritos ou em campo, sem
necessidade de equipamentos laboratoriais complexos.

Um dos problemas mais graves enfrentados pelo pais estéa relacionado a comercializagao
informal de medicamentos em mercados locais, nomeadamente Xipamanine e Estrela
Vermelha, na cidade de Maputo; Nhamatanda, na provincia de Sofala; e Feira, Fepom e
Machipanda, na provincia de Manica (Figura 1B). A essa realidade soma-se o contrabando de
medicamentos oriundos de paises vizinhos, como a Tanzania, o Zimbabue, a Zambia e o
Malawi (Figura 1A). Entre os produtos contrabandeados, destacam-se antibidticos,
antimaldricos e anticoncepcionais, incluindo Coartem® (artemether e lumefantrina), danazol,
amoxicilina com clavulanato de potéassio, metronidazol e ceftriaxona (CIP (Centro de
Integridade Publica Mocambique, 2012).

Essa pratica contribui para a circulagdo de medicamentos de origem duvidosa e,
consequentemente, de qualidade inadequada para administragdo segura em pacientes (CIP
(Centro de Integridade Publica Mogambique, 2012). O consumo indiscriminado de antibidticos
constitui uma preocupacdo crescente em escala global, podendo acarretar consequéncias
graves, como o aumento da resisténcia antimicrobiana e, em casos extremos, a morte de
milhares de pessoas (Angola_Mogambique, 2021). A esse cenario soma-se a pratica recorrente
da automedica¢do, amplamente observada entre a populagdo, que agrava os riscos associados

ao uso inadequado de medicamentos (Conselho Municipal de Maputo, 2017).
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Os antibioticos sdo amplamente utilizados no tratamento de infec¢gdes bacterianas, tanto
em humanos quanto em animais (Boger et al., 2021; Komori et al., 2013). De acordo com a
Organizag¢ao Mundial da Satide (OMS), o Brasil apresenta o maior consumo de antibioticos nas
Américas, com uma estimativa de 22,8 doses diarias definidas por 1.000 habitantes. Dentre
esses, a amoxicilina e a azitromicina estdo entre os antibidticos mais prescritos no pais (“WHO
Report on Surveillance of Antibiotic Consumption”, 2016). Apesar de seus beneficios
terapéuticos, os residuos de antibioticos tém sido reconhecidos como poluentes emergentes,
sendo frequentemente detectados em efluentes industriais, hospitalares e farmacéuticos, bem
como em diversos ecossistemas aquaticos, como lagos, rios, agua potavel e ambientes marinhos
(Komori et al., 2013). A presenga de concentracdes residuais de antibioticos no meio ambiente
representa sérios riscos a saude, incluindo possiveis reagdes imunoalérgicas e o surgimento e
dissemina¢do de patdogenos bacterianos resistentes a antibidticos (Nkoh et al., 2024). Por essa
razao, hd um interesse publico crescente no monitoramento de residuos de antibidticos em
diferentes contextos ambientais.

Em muitos paises em desenvolvimento, como o Brasil, uma parcela significativa dos
efluentes sem tratados ¢ descarregada diretamente em rios. Segundo a Pesquisa Nacional de
Saneamento Basico, em 2022, aproximadamente 36,8% dos municipios brasileiros langaram a
maior parte de seus efluentes em corpos hidricos (IBGE, 2025). Nesses casos, em que ha
limitagdo na cobertura de estacdes de tratamento de esgoto, espera-se a ocorréncia de
concentragdes ambientais mais elevadas de antibioticos, o que, por sua vez, aumenta 0s riscos
potenciais tanto para os ecossistemas quanto para a satide publica.

No dominio veterinario, o uso do SMX sem o cumprimento rigoroso do periodo de
caréncia pode originar residuos em alimentos de origem animal, representando uma ameacga a
salde humana (Arvand; Alirezanejad, 2011; Wang et al, 2011, Wang et al 2015).
Paralelamente, a deteccdo de SMX em ambientes aquaticos levanta preocupagdes adicionais,
devido a sua toxicidade potencial (Arvand; Alirezanejad, 2011; Lin; Huang, 2008; Raich-
Montiu et al., 2007), em geral esses compostos ndo sao removidos por estagdes de tratamento
de 4gua convencionais. Esses fatores reforcam a necessidade de desenvolver métodos analiticos
que sejam simultaneamente rapidos, sensiveis e seletivos, capazes de responder as exigéncias
do monitoramento ambiental e da seguranca alimentar.

Neste contexto, o desenvolvimento de plataformas eletroanaliticas simples, rapidas e de
baixo custo revela-se uma estratégia promissora para o avanc¢o da investigacdo cientifica em
areas de interesse académico e social. Estas plataformas apresentam elevado potencial para o

controle rotineiro da qualidade de formulacdes farmacéuticas comerciais, para o rastreamento
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de antibidticos em amostras alimentares e para a quantificagdo precisa desses compostos em
matrizes ambientais. Ao consolidar o papel da ciéncia na promocao da satde publica e da
seguranga sanitdria, tais abordagens contribuem para a construcdo de sistemas de vigilancia

mais eficazes e sustentaveis.

Figura 1. (A) Localizacdo geografica de Mocambique no continente africano. (B) Mapa
politico de Mocambique destacando os principais locais de comercializacdo informal de
medicamentos (Manica, Sofala e Maputo) e os paises fronteiricos associados ao contrabando
de farmacos.
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1.3 Antibioticos

Os antibioticos tém constituido uma verdadeira pedra angular da medicina moderna, em
virtude do seu elevado potencial para o controle de infecgdes. A expressao “antibidtico” deriva
do termo “antibiose”, que significa literalmente “contra a vida” (Etebu; Arikekpar, 2016). A
chamada era dos antibidticos foi inaugurada por uma sucessdo de descobertas marcantes,
iniciando-se com a identificacdo da penicilina por Alexander Fleming, em 1928, seguida pela
demonstragdo de que os extratos de cultura do fungo Penicillium notatum poderiam ser
utilizados com sucesso no tratamento de infecgdes humanas. Posteriormente, em 1940, Florey,
Chain e Heatley conseguiram isolar a penicilina em estado puro (Hugo and Russell’s, 2023). A
partir desse momento, o nimero de antibioticos isolados e identificados a partir de fontes
naturais aumentou significativamente. No entanto, muitos desses compostos ndo podiam ser
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aplicados de forma sistematica e generalizada em seres humanos, com exce¢ao da penicilina,
que se destacou pelo seu perfil antimicrobiano, farmacolégico e toxicoldgico excepcional ,
2023).

A defini¢ao original de antibidtico foi proposta por Selman Waksman — figura central
na descoberta da estreptomicina — que o caracterizou como um composto produzido
naturalmente por microrganismos, capaz de inibir ou destruir outros organismos. Embora essa
defini¢ao fosse adequada a luz das primeiras descobertas, os avangos da quimica medicinal e
sintética permitiram modificacdes estruturais significativas nos esqueletos moleculares dos
antibidticos naturais. Com efeito, muitos dos agentes clinicamente ativos passaram a ser
classificados como semissintéticos ou totalmente sintéticos (Hugo-and- Russell’s, 2023). Deste
modo, o conceito de antibidtico foi posteriormente atualizado, passando a englobar qualquer
substancia produzida por microrganismos ou qualquer composto similar — obtido parcial ou
totalmente por sintese quimica— que, em baixas concentracdes, seja capaz de inibir ou eliminar
o crescimento de outros microrganismos (Hugo and Russell’s, 2023; AWAD et al., 2012). Para
Guimaraes ¢ colaboradores (Guimardes et al., 2010), os antibidticos sdo definidos como
compostos naturais ou sintéticos com capacidade para inibir o crescimento ou provocar a morte
de fungos ou bactérias. Esta definicdo contempla tanto o efeito bactericida (eliminacdo da
bactéria) como o efeito bacteriostatico (inibi¢do da sua replicagdo e crescimento) (Etebu;
Arikekpar, 2016; AWAD et al., 2012).

Desde a sua descoberta, os antibidticos tém desempenhado um papel essencial na
prevencdo de epidemias de doengas de elevada mortalidade, bem como no tratamento de
infeccdes em humanos e animais (Barathe et al., 2024; Kalas et al., 2024). Além disso, ao longo
das tultimas décadas, tém sido amplamente utilizados como promotores de crescimento na
aquicultura e na pecudria, contribuindo para o aumento da produtividade agropecuéria (Nkoh

et al., 2024; Thibodeau et al., 2024; Zhang et al., 2024).

1.3.1 Aspectos Gerais sobre AMX, CLA e SMX
1.3.1.1 Estruturas, nomenclatura e propriedades dos compostos

A AMX ¢ um antibidtico pertencente ao grupo das aminopenicilinas (Abounassif et al.,
1991; Dutta et al., 2017), sendo amplamente utilizada sob a forma de amoxicilina tri-hidratada,
sua formulacdo mais comum e estavel (Roy, 2011). Na literatura cientifica, diversos nomes
quimicos tém sido atribuidos a sua estrutura, entre os quais se destacam as designacdes acido
(6R)-6-[a-D-(4-hidroxifenil)glicilamino]penicilanico (Thambavita et al., 2017) e 4cido 6-[D(-

)B-amino-p-hidroxifenil-acetamido]penicilanico (Roy, 2011). De forma mais sistematica, a
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nomenclatura segundo a IUPAC descreve a molécula como (2S,5R,6R)-6-{[(2R)-2-amino-2-
(4-hidroxifenil)acetil]amino}-3,3-dimetil-7-0x0-4-tia-1-azabiciclo[3.2.0]heptano-2-acido
carboxilico (Roy, 2011; Thambavita et al., 2017).

Do ponto de vista quimico, a estrutura da AMX (Figura 2A) ¢ caracterizada pela
presenca de um anel B-lactamico, elemento central de sua atividade biologica (Santana, [s.d];
Guimaraes et al., 2010; Resnik; Cillo, 2018). Adicionalmente, a molécula possui um grupo
amino livre, o qual intensifica sua agdo contra bactérias Gram-negativas, conferindo-lhe uma
vantagem significativa em relagdo as penicilinas naturais (Castle, 2007).

Complementarmente, o CLA (Figura 2B) ¢ um composto obtido por fermenta¢do do
Streptomyces clavuligerus (Abounassif et al., 1991; Carcione et al., 2021). Trata-se de um
inibidor natural classico das B-lactamases, atuando de forma eficaz na protecao de antibidticos
B-lactamicos contra a degradagdo enzimatica (Bejjani et al., 2016; Hrioua et al., 2021; Lang et
al., 2024). Segundo a nomenclatura da [IUPAC, seu nome sistematico ¢ acido [2R-(2a,3Z,5a)]-
3-(2-hidroxietilideno)-7-ox0-4-oxa-1-azabiciclo[3.2.0]heptano-2-carboxilico (Bejjani et al.,
2016). Estruturalmente, embora o CLA também contenha um anel B-lactamico, distingue-se
das penicilinas G e V pela presenca de um anel oxazolidinico, em substituicdo do anel
tiazolidinico convencional (Carcione et al., 2021).

Apesar da sua aparente simplicidade, evidenciada pela presenca de apenas dois centros
quirais, o carater quimico do CLA revela-se notavelmente complexo. Essa complexidade
decorre, em grande medida, da tensdo angular associada ao anel da molécula, bem como da
presenca de grupos oxidativos, os quais conferem ao composto propriedades estruturais e
reativas de elevado interesse quimico (Lang et al., 2024)

No ambito dos antibiodticos, destaca-se igualmente o SMX, pertencente a familia das
sulfonamidas (Arvand; Ansari; Heydari, 2011; Li et al., 2016; Rohman et al., 2015). Esta classe
de farmacos, considerada pioneira na terapéutica antimicrobiana, marcou o inicio da era dos
antibioticos na medicina moderna (Molina-Garcia et al., 2010). As sulfonamidas distinguem-se
por seu amplo espectro de acdo no tratamento de infecgcdes bacterianas, bem como pela sua
rapida absorcao (Li et al., 2012).

Segundo a nomenclatura da I[UPAC, o nome sistematico do SMX ¢ 4-amino-N-(5-
metilisoxazol-3-il)benzenossulfonamida (Chokkareddy; Kanchi; Redhi, 2022; Issac; Kumar,
2009; Yari; Shams, 2018). Trata-se de um derivado da p-aminobenzenossulfonamida (Van
Bambeke et al., 2017), cuja estrutura quimica (Figura 2C) integra um grupo sulfanilamida (-
SO:NH: e/ou -SO-NH-) e um grupo amino livre. Estes grupos funcionais sdo diretamente

responsaveis pela atividade antimicrobiana do farmaco, a qual € significativamente potenciada
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pela presenca de anéis heterociclicos. Tais estruturas influenciam ndo apenas a absor¢do, mas
também a tolerancia gastrointestinal, contribuindo para uma maior eficicia terapéutica e
estabilidade farmacolégica do SMX (Ovung & Bhattacharyya, 2021.; Van Bambeke et al.,
2017).

Figura 2. Estruturas quimicas da AMX (A), CLA (B) e SMX (C) (Swain, 2012)

HoN

1.3.1.2 Propriedades fisico-quimicas

Do ponto de vista fisico-quimico, a AMX apresenta-se, em geral, como um po cristalino
branco (Castle, 2007; Thambavita et al., 2017), embora algumas fontes mencionem a
possibilidade de uma coloragdo ligeiramente rosada. Esta substincia pode ser encontrada em
duas formas principais: a forma anidra, com peso molecular de 365,40 g-mol™, e a forma tri-
hidratada, mais comum e estavel, com peso molecular de 419,4 g-mol™ (Thambavita et al.,
2017).

Do ponto de vista estrutural, a AMX ¢ considerada uma molécula pouco lipofilica,
caracteristica que influencia de forma significativa sua farmacocinética e capacidade de difusao
(Chulavatnatol; Charles, 1994). Seu perfil de ionizagdo revela um comportamento anfotérico,
decorrente da presenca de grupos funcionais com diferentes propriedades 4acido-base.
Especificamente, a molécula possui sitios fracamente acidos, com valores de pKa de
aproximadamente 3,4 (grupo carboxilico — COOH) e 9,5 (grupo hidroxila — OH), bem como

um sitio fracamente basico, com pKa estimado em 7,2 (grupo amino — NH2) (Swain, 2012).
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Importa salientar que estes valores podem variar ligeiramente entre fontes, em funcdo das
condi¢des experimentais, como a temperatura.

Relativamente a solubilidade, e segundo os critérios definidos pelas Farmacopeias
Internacional e dos Estados Unidos, a AMX na forma tri-hidratada ¢é classificada como uma
substancia pouco solivel em agua, com valores de solubilidade que oscilam entre 1 ¢ 10
mg-mL™" (Thambavita et al., 2017). A AMX apresenta ainda baixa solubilidade em metanol,
sendo, contudo, insoluvel em solventes organicos apolares como o benzeno, o cloroférmio e o
tetracloreto de carbono (Castle, 2007). Adicionalmente, estudos indicam que a AMX apresenta
solubilidade apreciavel em solugdes diluidas de acidos e de hidréxidos alcalinos, o que reforca
o seu carater anfotérico (Thambavita et al., 2017)

O SMX, por outro lado, apresenta-se sob a forma de um po cristalino branco ou
ligeiramente esbranquic¢ado, inodoro e insipido (Roche Quimica e Farmacéutica S.A, 2025; Eric
Scholar, 2007), com massa molecular de 253,28 g-mol™ (Pacifici, 2023). A sua solubilidade
em agua ¢ limitada, situando-se em torno de 0,5 g-L™'. Em relagdo aos solventes organicos, o
SMX apresenta baixa solubilidade em benzeno, sendo moderadamente solivel em cloroféormio,
éter dietilico e isopropanol. Em contraste, apresenta elevada solubilidade em etanol e metanol
(Mehdi, 2015).

Estas caracteristicas fisico-quimicas de solubilidade s3o determinantes para o
comportamento farmacocinético e para a formulacao dos respectivos farmacos, influenciando

diretamente sua biodisponibilidade, estabilidade e eficacia terapéutica.

1.3.1.3 Mecanismo de acio

A AMX se destaca entre os antibioticos de maior relevancia no contexto clinico, em
virtude de sua elevada eficacia contra uma ampla gama de infec¢des bacterianas (Brahman;
Dar; Pitre, 2013). Sua principal agdo consiste na inibi¢ao da sintese da parede celular bacteriana,
atuando especificamente durante o processo de divisdo celular. Este mecanismo impede a
formacdo de novas camadas de peptidoglicano, componente essencial para a integridade
estrutural das bactérias Gram-positivas, conduzindo a lise celular e, consequentemente, a morte
do microrganismo (Dutta et al., 2017; Hrioua et al., 2021; Resnik; Cillo, 2018; Zhang et al.,
2020a).

Todavia, um dos principais mecanismos de resisténcia bacteriana envolve a producao
de enzimas B-lactamases por determinadas cepas, como Staphylococcus aureus. Essas enzimas
atuam por hidrdlise do anel B-lactdimico da AMX, estrutura essencial para a sua atividade

antimicrobiana, comprometendo sua eficacia terapé€utica (Resnik; Cillo, 2018). Com o intuito
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de ultrapassar essa limitacdo, a AMX ¢ frequentemente administrada em associagdo com o
CLA, um inibidor classico das B-lactamases. O CLA atua como uma “molécula suicida”,
ligando-se irreversivelmente as P-lactamases e inativando-as, o que permite restabelecer a
atividade da AMX contra microrganismos produtores dessas enzimas (Oliveira et al., 2009;
Marek; Timmons, 2019).

Além da sua agdo inibitdria, o CLA incrementa a penetragdo da AMX nas membranas
bacterianas, ampliando seu efeito sinérgico frente a diversos agentes patogénicos (Li et al.,
2018). Desse modo, a associagdo AMX/CLA nao s6 aumenta a estabilidade da AMX em relagdo
a degradacdo enzimatica (Ashnagar; Naseri, 2007), como também viabiliza o tratamento de
infecgdes causadas por cepas produtoras de B-lactamase (Idris; Elgorashe, 2011).

O SMX ¢ um antibiotico de amplo espectro, eficaz contra bactérias aerdbias Gram-
positivas e Gram-negativas, bem como contra determinados protozodrios (Arvand; Ansari;
Heydari, 2011). Sua acdo antimicrobiana estd intimamente relacionada com a sua estrutura
quimica, que apresenta analogia ao acido p-aminobenzoico (PABA), composto essencial para
a sintese de acido folico em microrganismos (Van Bambeke et al., 2017). Gragas a essa
semelhanca estrutural, o SMX atua como antagonista competitivo do PABA, interferindo
diretamente na via biossintética do folato (Da Silva et al., 2013; Issac; Kumar, 2009; Sayar et
al.,, 2010; Van Bambeke et al., 2017). Essa interferéncia compromete a producao de acido
folico, elemento vital para o crescimento e replicagdo bacteriana, conduzindo a inibicdo da
proliferacdo dos microrganismos.

A eficacia dessa acdo ¢ significativamente potenciada quando o SMX ¢ administrado
em associacao com diaminopirimidinas, como a trimetoprima. Este composto atua sobre uma
etapa subsequente da mesma via metabdlica, inibindo a enzima diidropteroato redutase. A
combinagdo sinérgica entre SMX e trimetoprima intensifica a inibigdo da sintese de folato,
resultando em um efeito bacteriostatico mais robusto e duradouro (Arvand; Ansari; Heydari,

2011; Da Silva et al., 2013).

1.3.1.4 Dosagem e propriedades farmacocinéticas

A combinacdo de AMX com CLA ¢ disponibilizada em diferentes proporcdes de
dosagem, ajustadas conforme a indicagdo terapéutica e a faixa etaria do paciente. No caso da
administracao por via oral, as formulagdes mais comuns apresentam relagdes AMX:CLA que
variam entre 2:1 — como na formulagdo de 250/125 mg — e 16:1, exemplificada pela dosagem

de 1000/62,5 mg. Importa sublinhar que estas formulagdes ndo sdo intercambidveis entre si
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(Marek; Timmons, 2019), o que assegura a manutencao da eficécia clinica em conformidade
com a especificidade de cada prescrigao.

Para adultos, a dosagem habitual recomendada ¢ de 250 mg de AMX a cada 8 horas,
podendo ser duplicada em func¢ao da gravidade da infec¢do. Em pacientes pediatricos com idade
até 10 anos, a dose tipica ¢ de 125 mg a cada 8 horas, embora possam ser necessarios ajustes
com base no diagnoéstico clinico e na severidade do quadro infeccioso (Thambavita et al., 2017)

Quanto as propriedades farmacocinéticas, a AMX apresenta excelente absor¢ao por via
oral, mantendo-se estavel perante a agao do suco gastrico (Castle, 2017). Apds a administragao,
distribui-se amplamente pelos tecidos e fluidos corporais, atingindo concentragdes séricas
maximas entre 1 a 2 horas (Roy, 2011). Cerca de 60 a 70% da dose administrada é excretada
na urina sob forma praticamente inalterada (Eurofarma, 2025; Thambavita et al., 2017).

Por sua vez, o CLA também apresenta excrecao urindria significativa, sendo eliminado
de forma inalterada em aproximadamente 40 a 65% da dose administrada, nas primeiras 6 horas
apods a administracdo (Eurofarma, 2025)

O SMX, por sua vez, estd disponivel em formulacdes isoladas de diferentes dosagens,
como comprimidos de 500 mg e 1 g, além de suspensdo oral de 500 mg/5 mL (Mehdi, 2015).
Para potencializar o seu efeito bacteriostatico, 0 SMX ¢ frequentemente administrado em
associacao com a trimetoprima (TMP), numa propor¢do de 5:1 (SMX/TMP)(Andrade et al.,
2009a; Issac; Kumar, 2009). Esta formulagao sinérgica esta disponivel em comprimidos de dose
simples (80 mg de TMP e 400 mg de SMX), dose dupla (160 mg de TMP e 800 mg de SMX),
suspensdo oral (40 mg de TMP e 200 mg de SMX por 5 mL) e formulacdo intravenosa (80 mg
de TMP e 400 mg de SMX por frasco de 5 mL) (Roche Quimica e Farmacéutica, 2025; Stanley
Jr, 2010.).

A administragdo do SMX pode ocorrer por via oral ou intravenosa, sendo ajustada
conforme a faixa etaria. Em lactentes, recomenda-se uma dose oral de 120 mg/kg, administrada
duas vezes ao dia. Para criangas com até 5 anos, bem como para aquelas entre 6 e 11 anos e
entre 12 e 17 anos, as doses recomendadas sao de 240 mg, 480 mg e 960 mg, respectivamente,
também em regime de administragcdo duas vezes ao dia (Pacifici, 2023). Importa salientar que
o uso do SMX ¢ contraindicado em individuos com hipersensibilidade conhecida as
sulfonamidas, em lactentes com menos de dois meses de idade, durante a gravidez e no periodo
de amamentacao (Eric Scholar, 2007). Estas restrigdes visam prevenir reagdes adversas graves
e garantir a seguranca terapéutica, especialmente em grupos vulneraveis.

No que respeita as suas propriedades farmacocinéticas, 0 SMX ¢é rapidamente absorvido

por via oral e distribui-se amplamente pelos tecidos corporais, embora atinja concentragdes
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menores no sistema nervoso central. Aproximadamente 70% da substancia liga-se as proteinas
plasmaticas. O metabolismo ocorre predominantemente no figado, por meio de acetilagdo, e
entre 80 a 90% da dose administrada ¢ excretada pelos rins em até 24 horas (Eric Scholar, 2007;

Stanley Jr, 2010).

1.3.1.5 Aplicacoes clinicas

A AMX ¢ um dos antibioticos B-lactdmicos mais amplamente prescritos, sendo utilizada
no tratamento de uma vasta gama de infec¢des bacterianas, com especial destaque para aquelas
que afetam o ouvido, garganta, pele, cavidade nasal e trato respiratério (Hrioua et al., 2021). A
sua administracdo pode ocorrer por diferentes vias, incluindo oral, topica, inje¢do parenteral,
bem como infusdes intramamarias ou intrauterinas (Mitchell et al., 1998). Entre estas, a via oral
¢ a mais frequentemente utilizada, sobretudo devido a superior biodisponibilidade da AMX em
comparagdo com outros antibioticos B-lactamicos (Ashnagar; Naseri, 2007)

A associagdo da AMX com o CLA permite ampliar significativamente o seu espectro
antibacteriano, mantendo simultancamente uma excelente tolerabilidade. Esta combinacao
revela-se eficaz no tratamento de diversas infecgdes, tanto em contexto hospitalar como nos
cuidados primarios de saude. O seu efeito terapéutico estende-se a agentes patogénicos como
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, Streptococcus
pyogenes, Streptococcus pneumoniae € Streptococci viridans, incluindo cepas resistentes a
penicilina e aquelas com resisténcia cruzada a macrolideos e penicilinas (Carcione et al., 2021)

Do ponto de vista clinico, a formulacgdo AMX/CLA ¢ amplamente empregada no
tratamento de infecgdes do trato respiratdrio, gastrointestinal e geniturinario, bem como em
infecgdes cutaneas e de tecidos moles, infeccdes Osseas e articulares. Adicionalmente, ¢
recomendada no manejo de infecgdes associadas a presenga de Helicobacter pylori e em casos
de ulcera duodenal (Eurofarma, 2025; Hrioua et al., 2021).

O SMX, por sua vez, integra a classe das sulfonamidas, vulgarmente conhecidas como
“sulfas”, firmacos historicos que marcaram o inicio da era dos antibioticos e que continuam a
desempenhar um papel relevante na pratica clinica humana e veterinaria (Molina-Garcia et al.,
2010). Quando administrado em associacdo com potenciadores como a TMP, na formulacao
SMX-TMP, observa-se um efeito sinérgico contra diversas cepas suscetiveis, incluindo
Streptococcus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Haemophilus influenzae € anaerdbios
orais (Issac; Kumar, 2009), o que justifica a sua ampla prescricdo médica.

Esta combinacdo ¢ indicada no tratamento de infec¢des urindrias, pneumonia por

Pneumocystis, bronquite crénica, meningite meningococica, otite aguda, toxoplasmose,
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malaria, HIV/SIDA e outras infeccdes oportunistas (Andrade et al., 2009a; Arvand;
Alirezanejad, 2011). Para além do seu uso terapéutico, o co-trimoxazol desempenha um papel
profilatico fundamental na prevengdo de infec¢des por Pneumocystis jirovecii em pacientes
imunossuprimidos, incluindo aqueles submetidos a quimioterapia intensiva ou em estagios
avancados de infec¢do por HIV (Bermingham; Derrick, 2002; Griffith et al., 2018).

Apesar da sua eficécia, o uso de sulfonamidas pode estar associado a reagdes adversas.
As mais comuns incluem manifestagdes alérgicas variadas, como erupgdes cutaneas, eritema
multiforme e dermatite. Podem também ocorrer efeitos hematopoiéticos, como anemia
hemolitica, agranulocitose e anemia aplastica, sobretudo com compostos mais antigos. A
cristaliria ¢ uma complicagdo possivel com farmacos de baixa solubilidade, embora rara com
sulfonamidas modernas, como o sulfisoxazol. Outros efeitos secundarios incluem anorexia,
nauseas, vOmitos e cefaleias, sendo recomendada a ingestdo adequada de liquidos para

minimizar tais ocorréncias (Eric Scholar, 2007).

1.4 Dispositivos eletroquimicos

1.4.1 Eletrodo de Diamante Dopado com boro (BDD)

Os eletrodos de carbono, em suas diversas configura¢des, destacam-se no campo da
eletroquimica pelas suas propriedades singulares, ampla disponibilidade e baixo custo
(Lourencao et al., 2020). A partir da década de 1990, ganhou especial relevancia o estudo do
BDD (Swain, 1994., 1986; Tenne et al., 1993; Vinokur et al., 1996), uma forma de carbono sp?
obtida por deposi¢do quimica em fase vapor (CVD, do inglés “Chemical Vapor Deposition”
que permite a obtengdo de filmes mono, micro, nano e ultrananocristalinos. Este avango
tecnologico ampliou significativamente o leque de aplicagdes eletroquimicas possiveis
(Baluchova et al., 2019; Hupert et al., 2003.; Swain’ & Ramesham, 1993).

Entre os diversos tipos, os eletrodos de BDD microcristalino distinguem-se por
apresentarem uma ampla janela de potencial, baixas correntes de fundo, minima adsor¢ao
molecular, maior cinética de transferéncia de carga, elevada estabilidade estrutural e notavel
capacidade de gerar espécies oxidantes em potenciais elevados (elevado poder oxidante) (Gan
et al., 2015; Hupert et al., 2003.; Luong et al., 2009; Yang et al., 2019). Estas caracteristicas
conferem ao BDD uma versatilidade impar para aplicagdes analiticas (Baluchova et al., 2019;
Compton; Foord; Marken, 2003; Kraft, 2007; Muzyka et al., 2019; Peckové; Musilova; Barek,
2009), podendo ainda ser funcionalizado com nanoparticulas (Figueiredo-Filho et al., 2015;
Zribi et al., 2019), biomoléculas (Alam et al., 2023) ou cromo6foros organicos (Barton et al.,
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2018). Importa referir que o elevado poder oxidante contribui também para a eficiente limpeza
da superficie do eletrodo, assegurando a sua reprodutibilidade e longevidade operacional
(Lourencao et al., 2020).

O desempenho eletroquimico dos eletrodos de BDD esté intrinsecamente relacionado
as caracteristicas estruturais e quimicas resultantes do processo de CVD. Entre os fatores
determinantes, destacam-se a presenca de impurezas ndo diamantinas, a morfologia da
superficie, o acabamento, o teor de boro incorporado e as terminagdes superficiais (Lourencao
et al., 2020). Essas variaveis influenciam diretamente o comportamento eletroquimico do
material, condicionando a sua aplicabilidade em diferentes contextos analiticos.

Inicialmente, os filmes de BDD apresentam-se hidrogenados e hidrofébicos (Notsu et
al., 2000; Yagi et al., 1999). No entanto, mediante tratamentos especificos, € possivel modificar
sua superficie, tornando-a oxigenada e hidrofilica. Entre os métodos mais utilizados para esta
funcionalizacdo, destacam-se a polarizagdo anddica (Martin et al., 1996; Notsu et al., 2000;
Popa et al., 1999), os ciclos de potencial (Goeting et al., 2000; Granger; Swain, 1999) ¢ o
tratamento com plasma de oxigénio (Notsu et al., 2000; Yagi et al., 1999). Estas abordagens
permitem ajustar propriedades criticas como a molhabilidade e a cinética de transferéncia
electronica, fatores essenciais para a otimizagdo da resposta eletroquimica (Duo et al., 2004;
Notsu et al., 2000; Yagi et al., 1999).

Diversos estudos presentes na literatura demonstram que as terminagdes superficiais dos
eletrodos de BDD influenciam diretamente sua atividade eletroquimica perante uma vasta gama
de espécies (Granger; Swain, 1999; Yagi et al., 1999). As investigacOes iniciais sobre o
comportamento dos eletrodos de BDD em funcao de suas terminagdes evidenciaram dois tipos
principais de condicionamento superficial: a presenca de grupos oxigenados ou de terminagdes
predominantemente hidrogenadas. Neste contexto, os pré-tratamentos anddicos (APT)
promovem a formacao de grupos oxigenados na superficie dos BDDEs (Notsu et al., 2000;
Popa et al., 1999), enquanto os pré-tratamentos catddicos (CPT) restauram ou induzem a
formacao de superficies hidrogenadas (Salazar-Banda et al., 2010; Suffredini et al., 2004). Estas
modificacdes superficiais sdo determinantes para o desempenho dos processos eletroquimicos,
uma vez que a resposta das espécies redox depende da sua afinidade especifica com grupos
oxigenados ou hidrogenados.

Os eletrodos de BDD sao frequentemente submetidos a pré-tratamentos eletroquimicos
em meio aquoso, recorrendo-se, para tal, a polarizacdo anddica (APT) ou catddica (CPT). Em
muitos casos, o APT desempenha também uma funcdo de ativacdo, ao remover filmes

passivantes ou contaminantes adsorvidos na superficie do eletrodo, enquanto o CPT contribui
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para uma melhor reprodutibilidade e otimizacdo da resposta eletroquimica. Nao obstante os
avancos alcancados, permanece ausente na literatura uma comparagdo sistematica entre os
diferentes tipos de pré-tratamento aplicados aos eletrodos BDD (Lourencao et al., 2020).

Importa salientar que o grau de oxidagao da superficie dos eletrodos BDD promovido
pela APT depende diretamente da intensidade das condigdes experimentais e da natureza da
solugdo eletrolitica utilizada (Lourencao et al., 2020). Para além da polarizagdo anoddica, os
grupos oxigenados podem ser introduzidos por meio de tratamentos com plasma de oxigénio
(Goeting et al., 2000; Notsu et al., 2000), modificando de forma seletiva o comportamento
eletroquimico das espécies redox — o qual pode ser inibido, acelerado ou permanecer
inalterado, conforme a natureza da funcionalizagdo (Yagi et al., 1999).

A oxidagdo da superficie ocorre, essencialmente, pela geragdo eletroquimica de radicais
hidroxila, os quais promovem a formacao de grupos funcionais como C-OH, C=0, C-O-C e
COOH, coletivamente designados por “0xido de diamante” (Chaplin; Hubler; Farrell, 2013;
Marselli et al., 2003). Estes grupos desempenham um papel crucial na modulagao da atividade
eletroquimica do BDD, conferindo-lhe propriedades ajustdveis e altamente versateis para
aplicagoes analiticas avancadas.

A literatura evidencia que os pré-tratamentos eletroquimicos aplicados aos eletrodos
BDD sdo, na sua maioria, realizados de forma potenciostatica (Popa et al., 1999; Sartori et al.,
2009; Suffredini et al., 2004) ou galvanostatica (Girard et al., 2008; Terashima et al., 2003).
Em determinados casos, recorre-se ainda a abordagens potenciodindmicas (Granger; Swain,
1999; Simon et al., 2008) ou a sequéncias de pulsos alternados de corrente e potencial (Mahé¢;
Devilliers; Comninellis, 2005), especialmente quando se pretende regenerar ou funcionalizar a
superficie de forma constante ou em tempo real. Nos pré-tratamentos galvanostaticos, a
intensidade e a extensdo do processo, expressas pelo valor de |qpt| aplicado, podem ser ajustadas
mediante a densidade de corrente e o tempo de polarizagdo, permitindo uma modulagio precisa
da superficie eletrodica. As solugdes eletroliticas utilizadas nestes procedimentos variam
consideravelmente, englobando acidos, bases, sais e tampdes. De modo geral, solucdes
alcalinas também sdo empregadas em APT, enquanto solucdes 4cidas tendem a ser utilizadas
nos CPT (Lourencao et al., 2020).

Por sua vez, os pré-tratamentos potenciostaticos podem consistir exclusivamente em
ativagoes anodicas ou catodicas, ou ainda na combinacao sequencial de ambas, dependendo dos
requisitos especificos da aplicacdo eletroanalitica. Esta diversidade metodolédgica reflete a
complexidade e a versatilidade dos processos de modificagdo superficial dos eletrodos de BDD,

os quais desempenham um papel determinante na otimizagao da resposta eletroquimica.
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1.4.2 Eletrodos Serigrafados (“Screen-Printed Electrodes - SPEs”)

A serigrafia constitui um conjunto de técnicas simples e de baixo custo, amplamente
empregadas na producao em larga escala de dispositivos eletroquimicos portateis e descartaveis
(Fanjul-Bolado et al., 2007; Li et al., 2017; Pérez-Fernandez; Costa-Garcia; De La Escosura-
Muiiiz, 2020). A introdu¢do dos eletrodos serigrafados (SPEs) na eletroquimica remonta a
década de 1990, tendo o seu sucesso sido impulsionado por atributos como a viabilidade de
producao em massa, baixo custo, boa reprodutibilidade e confiabilidade (Beitollahi et al., 2020;
Pérez-Fernandez; Costa-Garcia; De La Escosura- Muiiiz, 2020). Estas vantagens de fabricagao
permitem que diversos laboratérios desenvolvam os seus proprios SPEs; contudo, empresas
especializadas continuam a fornecer dispositivos mais reprodutiveis para aplicagdes especificas
(Fanjul-Bolado et al., 2007).

Os SPEs podem ser fabricados a partir de uma variedade de materiais, incluindo
diferentes tipos de tintas e substratos, e em multiplos formatos, o que resulta em
comportamentos eletroquimicos distintos (Arduini et al., 2016; Beitollahi et al., 2020).
Tipicamente, sdo produzidos sobre substratos de ceramica, plastico ou papel, sobre os quais sao
depositadas tintas condutoras a base de carbono, grafite, prata ou ouro (Araujo et al., 2020;
Pérez-Fernandez; Costa-Garcia; De La Escosura- Mudiz, 2020). Estas tintas podem ser
posteriormente funcionalizadas com nanomateriais, enzimas ou outros compostos, permitindo
otimizar o desempenho analitico dos (bio)sensores desenvolvidos (Pérez-Fernandez; Costa-
Garcia; De La Escosura- Muiiiz, 2020).

Além das vantagens j4 mencionadas acima, os SPEs oferecem beneficios adicionais,
como a possibilidade de miniaturizagdo (Arduini et al., 2016; Shen et al., 2024), aplicabilidade
em diversos tipos de anélise, adequagao para testes no local de atendimento (POC, do inglés
“point-of-care”) e facilidade de modificagdo da superficie do eletrodo com materiais de
natureza variada (Pérez-Fernandez; Costa-Garcia; De La Escosura- Muiiz, 2020).

Nao obstante as vantagens dos SPEs, esses dispositivos podem sofrer contaminacao da
superficie com o uso repetido, especialmente os de baixo custo produzidos em laboratorio. Para
contornar esse problema, sdo empregadas estratégias antifouling como revestimentos com
nanoparticulas metalicas (Chapman et al., 2015; Habibi; Jahanbakhshi, 2014), materiais de
carbono nanostruturados, polimeros funcionais (Russo et al., 2021) e agentes tensoativos
(Ghanam; Lahcen; Amine, 2017a). Outra abordagem eficaz consiste em integrar os sensores a
sistemas em fluxo ou hidrodindmicos, como a analise por injecdo em fluxo (Flow Injection
Analysis - FIA) ou andlise por inje¢do em batelada, (Batch Injection Analysis - BIA), ambas

com deteccao amperométrica (Islam et al., 2019; Silva et al., 2012; Squissato et al., 2020), que
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reduzem o tempo de contato com o analito e permitem pulsos rapidos de potencial, diminuindo
a contaminacgao e reativando a superficie eletroativa.

Em suma, os SPEs consolidam-se como plataformas versateis € economicamente
vidveis para a detec¢do eletroquimica, ao aliarem produ¢do em larga escala, portabilidade,
reprodutibilidade e facilidade de modificacdo da superficie. Apesar das limitagdes associadas a
contaminagdo em analises sucessivas, as estratégias antifouling e a integragcdo com sistemas de
fluxo ou técnicas hidrodinamicas oferecem solugdes eficazes, ampliando significativamente o

potencial destes sensores para aplicagdes analiticas diversas, incluindo testes POC.

1.4.3 Tecnologia de impressiao 3D

A impressao 3D, também conhecida como manufatura aditiva, ¢ uma tecnologia rapida
e econdmica utilizada na fabricacdo de objetos tridimensionais, baseada na deposi¢do
controlada e digital de camadas sucessivas de material até a obtencdo da estrutura final
(Ambrosi & Pumera, 2016; G. Gokhare, 2017; (Cardoso et al., 2020; Hamzah et al., 2018;
Richter et al., 2019). Contrariamente a manufatura subtrativa, na qual os objetos sdo produzidos
por remocao de material através de técnicas como perfuracao, fresagem ou serragem (Davim,
2008), a impressao 3D constroi as pecas por adi¢ao controlada de material, camada a camada.

Desde o surgimento do conceito na década de 1940 até aos dias de hoje, a impressao 3D
evoluiu significativamente, sendo adaptada para operar com uma vasta gama de materiais e
aplicagdes (Sun et al., 2023). Em 1981, Hideo Kodama foi pioneiro na aplicagdo pratica do
conceito, tendo impresso o primeiro objeto solido a partir de um modelo digital (Gokhare et al.,
2017.; Kodama, 1981). Poucos anos depois, em 1986, Charles Hull desenvolveu a primeira
tecnologia comercial de impressao 3D, denominada estereolitografia (SLA, do inglés
stereolithography) [(Ngo et al., 2018; Sun et al., 2023). No mesmo ano, Carl Deckard patenteou
a técnica de sinterizacdo seletiva a laser (SLS, do inglés selective laser sintering) (Deckard,
1989; Gokhare et al., 2017).

No final da década de 1980, S. Scott Crump, cofundador da empresa Stratasys Ltd.
(1989, Minnesota, EUA), desenvolveu a modelagem por deposicao fundida (FDM, do inglés
fused deposition modelling), também conhecida como fabricacdo por filamento fundido (FFF,
do inglés fused filament fabrication) (Chua, et al., 2003). Atualmente, a tecnologia FDM/FFF
¢ a mais amplamente utilizada, devido a sua simplicidade técnica, baixo custo, elevada
velocidade de impressao e capacidade de deposicao simultanea de multiplos materiais (Chohan

etal., 2017; Ngo et al., 2018).
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Em 1993, cinco anos apds os avangos de Crump, o Instituto de Tecnologia de
Massachusetts (MIT) desenvolveu e patenteou a impressdo 3D por leito de po e cabegote de
jato de tinta (PBIH, do inglés Powder Bed and Inkjet Head 3D Printing), também conhecida
como impressao por aglutinante (binder jet) (Sachs et al., 1993 s.d.; Sachs et al., 1993). Esta
tecnologia destaca-se pela possibilidade de utilizagdo de diversos materiais em po,
especialmente polimeros, embora apresente como principal desvantagem a baixa qualidade dos
objectos impressos (Wang et al., 2017).

Ja em meados da década de 2000, o processamento digital de luz (DLP, do inglés Digital
Light Processing) comecgou a ser aplicado em impressoras 3D (Lu et al., 2006; Zhu et al., 2016).
O seu funcionamento ¢ semelhante ao da SLA, com a diferenga de que utiliza um projetor de
luz digital para curar resinas fotopolimerizaveis, em vez de um laser (Wang et al., 2017).

O desenvolvimento e a aplicagdo da tecnologia de impressdo 3D continuam a se
expandir. Com a reducdo progressiva dos precos das impressoras, observou-se um crescimento
exponencial nas vendas (Gokhare et al., 2017.). Paralelamente, surgiram novas tecnologias,
como o polyjet [(Macdonald et al., 2017)] e a sintese digital de luz (DLS, do inglés Digital Light
Synthesis) (Sun et al., 2023), que ampliam ainda mais o leque de possibilidades desta tecnologia

emergente.

1.4.3.1 Modelagem por Deposicio Fundida / Fabricacio por Filamento Fundido
(FDM/FFF)

Entre as diversas abordagens técnicas associadas a tecnologia de impressdao 3D, a
manufatura aditiva por FDM/FFF tem-se consolidado como a mais empregada no
desenvolvimento de sensores e plataformas eletroquimicas. A relevancia desta técnica
intensificou-se com o surgimento e a disponibilizagdo comercial de filamentos compdsitos, nos
quais a condutividade elétrica ¢ obtida pela combinacdo de polimeros termoplasticos nao
condutores com materiais condutores (Rocha, 2024).

As impressoras que operam com esta técnica funcionam por extrusdo controlada de
filamentos termoplasticos, os quais, ao serem aquecidos, atingem um estado semifundido no
bico extrusor. A partir deste ponto, sdo depositados camada a camada e solidificados, formando
o objeto tridimensional desejado (Ngo et al., 2018; Wang et al., 2017). Durante o processo de
impressdo, o termoplastico € depositado sobre a mesa por movimentos automatizados do bico
extrusor, onde se resfria e solidifica (Stefano et al., 2022).

Para a execucdo deste processo, a literatura aponta diversos materiais poliméricos

isolantes, com destaque para o acido polilactico (PLA) e o acrilonitrila butadieno estireno
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(ABS), ambos com propriedades mecanicas e quimicas especificas. O PLA apresenta vantagens
ambientais e econdmicas, sendo biodegradavel e de baixo custo, com temperatura em torno de
230 °C. Ja o ABS destaca-se por sua resisténcia mecanica e temperatura de extrusao adequada
(até cerca de 250 °C) (Cardoso et al., 2020), embora seja toxico devido a liberagcdo de vapores
de estireno (Stefano et al., 2022).

Para além da matriz polimérica, os filamentos utilizados na técnica FDM permitem a
incorporagao de materiais condutores, conferindo propriedades elétricas aos objetos impressos
e originando os chamados filamentos compositos. Esta inovacao permitiu a impressao 3D
expandir-se para a produgao de dispositivos eletroquimicos, como superficies eletroativas para
aplicagdes analiticas (Wirth et al., 2019). Como materiais condutivos, podem ser incorporadas
nanoparticulas metalicas, especialmente em filamentos de produgao laboratorial, que melhoram
significativamente a condutividade eléctrica e o desempenho analitico. Contudo, materiais a
base de carbono, como o grafeno, o carbon black (CB) e o grafite, tém sido amplamente
utilizados devido a sua alta disponibilidade, boa condutividade, estabilidade eletroquimica e
menor custo que nanoparticulas metalicas.

No mercado, destacam-se filamentos condutores a base de grafeno (Black Magic) e de
CB (Protopasta), geralmente combinados com cerca de 90% de PLA. Apesar da sua
popularidade, estes filamentos apresentam, por vezes, condutividade elétrica limitada, o que
compromete o desempenho eletroquimico dos dispositivos (Stefano et al., 2022). Para superar
esta limitagdo, sdo produzidos filamentos compdsitos laboratoriais com maior percentagem de
materiais carbonaceos, como nanotubos de carbono, grafeno, grafite e CB, ou nanoparticulas
metalicas, podendo ainda combinar-se diferentes materiais condutores. Esta abordagem tem
resultado em melhorias significativas nas propriedades eletroquimicas dos eletrodos impressos
em 3D (Stefano et al., 2022).

O grafeno e o CB s3o amplamente utilizados na formulagdo de filamentos condutivos
devido as suas propriedades distintas e complementares. O grafeno, material bidimensional
(2D), apresenta caracteristicas elétricas, Opticas e fisico-quimicas singulares, sendo aplicado na
impressdo de circuitos eletronicos (Zhang et al., 2016), dispositivos de armazenamento de
energia (Foster et al., 2017) e sensores eletroquimicos e biossensores (O’Neil, 2020). Por sua
vez, o CB destaca-se pelo baixo custo, por ser subproduto da combustiao de derivados de
petroleo, e por sua eficiéncia elétrica, tornando-o especialmente promissor na construcao de

sensores eletroquimicos (Silva et al., 2017).

34



1.4.3.2 Pré-tratamentos dos eletrodos obtidos por impressio 3D

Segundo a literatura especializada, os eletrodos obtidos por impressao 3D, em particular
os produzidos por manufatura aditiva a partir de materiais poliméricos comerciais, como 0s
filamentos de CB/PLA, apresentam desempenho eletroquimico limitado. Tal limitagao
manifesta-se, sobretudo, pela elevada resisténcia a transferéncia de carga e pela fraca resposta
eletroquimica a sondas redox de esfera interna (Rocha et al., 2022). Esta situacdo decorre, em
grande medida, do excesso de material polimérico (isolante) na composicdo, da reduzida
propor¢ao de material condutor (CB) no filamento compdsito (Abdalla; Patel, 2020; Richter et
al., 2019), bem como da sua ndo exposi¢do na superficie ativa do dispositivo eletroquimico.
Acresce ainda a auséncia de grupos funcionais oxigenados na superficie do eletrodo (Kalinke
et al., 2020).

Com o intuito de melhorar significativamente as caracteristicas e o desempenho
eletroquimico destes eletrodos ndo modificados, e de ampliar a sua aplicabilidade como
sensores, recorre-se a pré-tratamentos ou ativagoes da superficie antes da utilizagdo (Rocha et
al., 2022). De forma geral, estes processos visam reduzir o excesso de material polimérico
presente na superficie dos sensores, permitindo uma maior exposi¢ao da fracdo condutora do
compdsito. Os tratamentos podem ser de natureza quimica, eletroquimica, sustentavel (sem uso
de reagentes), ou resultar da combinagdo de diferentes abordagens. O polimento mecéanico
constitui um procedimento frequente, geralmente aplicado como etapa preliminar, com o
objetivo de alisar a superficie e reduzir a camada isolante de PLA na superficie do eletrodo
(Rocha, 2024).

Diversas estratégias t€m sido relatadas na literatura. No ambito dos pré-tratamentos
eletroquimicos diretos, destaca-se o trabalho de Dos Santos et al. (2019), que aplicaram
potenciais sucessivos (+1,8 V/900 s e —1,8 V/50 s) em tampao fosfato. Este procedimento
promoveu a remogao parcial do PLA, expondo fibras de grafeno nanostruturado e introduzindo
grupos funcionais oxigenados na superficie, o que resultou num desempenho superior do
dispositivo (Dos Santos et al., 2019).

No que diz respeito aos tratamentos quimicos com solventes organicos, Pumera e
colaboradores propuseram a imersao de eletrodos G/PLA em acetona, DMF, metanol ou etanol
durante 7 minutos. Apenas os solventes aproticos (DMF e acetona) demonstraram melhorias na
resposta eletroquimica, com separagdes de pico (AEp) de 416 mV e 296 mV para antes e depois
do pré-tratamento, respectivamente. Todavia, esta abordagem apresenta desvantagens: requer
solventes perigosos e ambientalmente pouco sustentaveis, além de exigir um tempo de secagem

prolongado (aproximadamente 24 horas) (Gusmao et al., 2019).
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A combinagdo de polimento mecanico com tratamento quimico/eletroquimico tem-se
revelado particularmente eficiente. Richter et al. (2019) aplicaram um protocolo que envolveu
polimento seguido de imersao em NaOH (0,5 mol L) e ativagao eletroquimica por aplicacao
de potenciais sucessivos (+1,4 V/200 s e —1,0 V/200 s). Esse procedimento resultou em um
aumento expressivo da corrente e em uma reversibilidade melhorada para vérias moléculas
modelo, incluindo dopamina, 4cido urico, acido ascorbico, cloreto de hexaaminoruténio (III) e
o par redox ferri/ferrocianeto (Richter et al., 2019).

No contexto da aplicagao de agentes redutores, Silva et al. propuseram uma sequéncia
de tratamentos envolvendo DMF, HNO; e NaBH. em eletrodos G/PLA. A sonda eletroquimica
ferroceno-metanol indicou melhorias significativas, evidenciadas por elevadas intensidades de
corrente de pico anddica e catddica, bem como por uma melhor reversibilidade do sistema
redox, expressa pela redugdo na separacgao entre os potenciais de pico (AEp). Apesar dos ganhos
eletroquimicos observados, o protocolo apresenta limitacdes importantes, principalmente
devido ao uso de solventes toxicos e ambientalmente pouco sustentaveis (Silva et al., 2020).
Em uma abordagem inovadora, Manzanares-Palenzuela e colaboradores exploraram o
tratamento biocatalitico, incubando os eletrodos em proteinase K (protease de largo espectro)
durante 28 horas. Embora tenha sido obtida uma resposta eletroquimica moderada para o par
redox ferro/ferricianeto (AEp =350 mV), a metodologia apresenta limitagdes relacionadas com
o tempo prolongado e a instabilidade enzimatica frente a variacdes de pH, temperatura ou
umidade (Manzanares-Palenzuela et al., 2019)

A literatura descreve diversos trabalhos sobre o tratamento de superficie de eletrodos
carbonaceos por meio de ativagdes a laser (CO:, azul, plasma). Entre os exemplos mais
relevantes, Girolami e coautores investigaram a possibilidade de reduzir ainda mais a
resisténcia de folha de eletrodos de carbono serigrafados e recozidos por meio de tratamento
com laser de femtossegundos (fs), demonstrando que o processamento com laser fs pode
melhorar significativamente o desempenho de eletrodos de carbono imprimiveis para células
solares de perovskita (Girolami et al., 2020). De forma complementar, Pereira e colaboradores
mostraram que o tratamento com plasma reativo de oxigénio de eletrodos de carbono impressos
em 3D a partir de PLA (CB-PLA) promove uma melhora substancial na taxa de transferéncia
de elétrons — parametro essencial para o desenvolvimento de qualquer dispositivo
eletroquimico (Pereira et al., 2021).

Mais recentemente, em numa abordagem engenhosa, Siqueira et al. (Siqueira et al.,
2024) investigaram o tratamento de superficie com plasma de jato atmosférico portatil (“plasma

jet pen”) aplicado a eletrodos impressos em 3D. Este processo permitiu a remog¢ao parcial do
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PLA e a introdugdo de grupos oxigenados, resultando em um aumento da area eletroativa e da
molhabilidade. Trata-se de uma metodologia rapida, sustentdvel e isenta de solventes toxicos,
que se revelou altamente eficaz na melhoria do desempenho eletroquimico. Para as sondas
redox avaliadas (dopamina, [Fe(CN)s]>*/*" e [Ru(NHs)s]**/**), observaram-se picos mal
definidos nos eletrodos 3D-CB/PLA nao tratados. Em contraste, os eletrodos pré-tratados com
plasma apresentaram picos bem definidos, um aumento expressivo da corrente de pico e uma
redugdo significativa na separagdo entre os potenciais de pico (AEp), para todas as sondas,
indicando menor resisténcia a transferéncia de carga e uma cinética redox mais eficiente.
Apesar da necessidade de otimizacao dos parametros do plasma, a técnica demonstrou ser uma
alternativa simples, econdmica e ambientalmente responsavel para a ativagao de eletrodos em
aplicagdes sensoriais.

Em suma, o pos-tratamento de eletrodos impressos em 3D revela-se crucial para a
otimizagao do seu desempenho eletroquimico. Ao promover a remogao do excesso de polimero,
esses processos permitem uma maior exposi¢ao da fragdo condutora do composito assim como
a funcionalizagdo das particulas condutoras. Entre as estratégias mais utilizadas destacam-se os
tratamentos quimicos, eletroquimicos, mecanicos ou as suas combinagdes, sendo o polimento
associado a ativacdo quimica/eletroquimica uma das abordagens mais eficazes. A selecdo do
método, no entanto, depende de fatores como o tempo de execugdo, a necessidade de reagentes,
a sustentabilidade e a interagdo com o analito. Assim, enquanto as combinacdes de polimento
e ativacdo se revelam mais eficientes, métodos baseados em solventes ou enzimas apresentam

restricdes de toxicidade, estabilidade ou praticidade.

1.5 Adsorc¢ao de moléculas orginicas na superficie de eletrodos a base de carbono

A adsorcao de compostos organicos em superficies exerce um impacto significativo no
desempenho de materiais eletrodicos a base de carbono, abrangendo desde aplicagdes cataliticas
até analiticas. No entanto, a heterogeneidade superficial desses materiais, que, em geral,
apresentam distribui¢cdes de planos de borda e basais, regides amorfas e defeituosas, bem como
diferentes funcionalidades quimicas, dificulta a identificagdo precisa dos fatores que
influenciam os processos de adsor¢do (Weisshaar & Porter, 2001).

No contexto da eletroandlise, os processos adsortivos podem desempenhar papéis
contrastantes: por um lado, atuam como etapa de pré-concentracao, promovendo o acimulo de
reagentes eletroativos na superficie do eletrodo e intensificando a resposta analitica obtida por
técnicas voltamétricas. (Wang; Freiha, 1983; Souza, 1997); por outro, podem resultar na
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contaminagdo ou passivacdo da superficie, comprometendo a reprodutibilidade e a
sensibilidade da andlise (Barek, 2021).

De forma geral, os materiais carbondceos podem apresentar propriedades adsortivas
relevantes para moléculas organicas, especialmente apos tratamentos fisicos ou quimicos
simples (Goyal & Bishnoi, 2011; Kus$mierek et al., 2015, Moreno-Castilla, 2004;
Sabzehmeidani et al., 2021). Esses tratamentos podem promover uma estrutura porosa € a
introducdo de grupos funcionais oxigenados, que favorecem a adsorc¢ao. Neste contexto, a
quantificagdo de espécies eletroativas em niveis trago ¢ frequentemente realizada através da
técnica de voltametria de redissolugdo adsortiva (AdSV). Este método baseia-se na acumulagao
interfacial controlada do analito na superficie do eletrodo de trabalho (fase de pré-
concentragdo), seguida da sua oxidag@o ou reducdo voltamétrica, a partir da qual se obtém o
sinal eletroanalitico correspondente a espécie adsorvida (Wang; Bonakdar; Pack, 1987). A
aplicagdo da técnica envolve a avaliagdo de pardmetros fundamentais, tais como a eficiéncia de
adsorc¢ao do analito, o tempo de acumulagdo, o processo de oxidagdo ou reducdo da espécie
adsorvida e, por fim, a sua redissolu¢ao ou detec¢ao por técnicas de pulso, como DPV

(voltametria de pulso diferencial) ou SWV (voltametria de onda quadrada).

1.5.1.1 Aspectos termodinamicos e fatores que influenciam a adsorcao em superficies
carbonaceas

A adsor¢do, sob a perspectiva termodindmica, revela-se genericamente espontinea,
ocorrendo apenas quando a energia livre de adsorcdo (AG_ads) ¢ negativa. As forcas que
contribuem para esta energia livre podem ser agrupadas em duas categorias principais: forgas
eletrostaticas e nao eletrostaticas. No caso de superficies carbondceas em contato com solucdes
aquosas diluidas de moléculas organicas, o processo adsortivo resulta de interagdes complexas
entre estes dois tipos de forgas, refletindo a natureza multifatorial da adsor¢do nesse tipo de
material (Souza, 1997; Moreno-Castilla, 2004).

As forgas eletrostaticas estdo associadas a presenca de eletrdlitos ionizados nas
condi¢des experimentais aplicadas, como o pH e a forga i6nica da solucdo. Por outro lado, as
forcas ndo eletrostaticas devem-se essencialmente as forcas de dispersdo, as interagdes
hidrofobicas e a formagao de ligagdes de hidrogénio (Moreno-Castilla, 2004). A eficiéncia da
adsor¢do ¢ influenciada por diversos fatores relacionados a superficie do material carbonéceo,
os quais podem ser agrupados, de forma geral, em trés categorias principais:

(1) Caracteristicas do carbono (adsorvente):
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(a) textura dos poros - microporos favorecem a adsor¢do de moléculas pequenas, enquanto
meso- € macroporos sao mais adequados para substancias de maior dimensao;

(b) quimica superficial — a presenca de grupos oxigenados (4cidos ou basicos) altera a carga
superficial, afeta a hidrofobicidade e modifica a densidade eletronica, influenciando tanto as
interagdes fisicas como quimicas (Lopez-Ramon et al., 1999);

(c) teor da matéria mineral — a matéria mineral pode ocupar espaco ou ligar-se a 4gua, reduzindo
a disponibilidade de sitios ativos para os adsorptivos e, consequentemente, prejudicando a
adsor¢ao (Moreno-Castilla, 2004).

(i1) Caracteristicas da molécula organica (adsortivo):

(a) Tamanho molecular — determina a capacidade da molécula em aceder aos poros do
adsorvente;

(b) solubilidade — moléculas menos soltveis tendem a ser mais facilmente adsorvidas;

(c) pKa — influencia as interagdes eletrostaticas ao definir o estado de ionizagdo da molécula;
(d) grupo funcional — define o tipo de ligagdo com a superficie carbonécea ¢ afeta a densidade
eletronica (Mahajan_SepSciTech, 1980; Moreno-Castilla, 2004).

(i11) Quimica da solugao:

(a) pH — controla a carga superficial do carbono e determina o estado de ionizacao do adsortivo;
(b) forga i6nica - a concentracdo de eletrolitos salinos interfere nas interagdes eletrostaticas,
podendo inibir ou favorecer a adsor¢ao consoante as cargas envolvidas (Moreno-Castilla et al.,

1995; Moreno-Castilla, 2004; Radovic et al., 1997).
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2  OBJETIVOS

2.1 Geral

Aplicar plataformas eletroquimicas de baixo custo, desenvolvidas em ambiente laboratorial,
para a quantificagdo de antibidticos em matrizes farmacéuticas, alimentares ¢ ambientais,
visando contribuir para o fortalecimento do controle de qualidade, da seguranca sanitéaria e do

monitoramento do uso desses compostos em diferentes contextos.

2.2 Especificos

> Determinar sequencialmente AMX e CLA em amostras farmacéuticas
comerciais usando um sistema de andlise por injecdo em batelada acoplada a deteccdo
amperométrica (BIA-AD) e eletrodo de BDD ndo modificado como eletrodo de trabalho.

> Desenvolver dispositivos compactos contendo os trés eletrodos ou somente o
eletrodo de trabalho, empregando tinta condutora composta por grafite, verniz vitreo e acetona,
destinado a analise de SMX em amostras de leite; visando avaliar a presenga de residuos de
antibidticos em produtos de origem animal.

> Otimizar o desempenho de eletrodos serigrafados (SPEs) produzidos em
laboratdrio, por meio de sua integragdo a um sistema de andlise em batelada (BIA) com
detec¢do amperométrica (AD).

> Empregar eletrodos impressos em 3D, fabricados com filamento comercial
Protopasta e submetidos a tratamento quimico/eletroquimico, para a deteccdo de AMX em
amostras de agua provenientes de diferentes fontes (rio, lago, torneira e agua potavel),

contribuindo para a vigilancia ambiental de contaminantes emergentes.
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3 DETERMINACAO SEQUENCIAL RAPIDA DE AMOXICILINA E
CLAVULANATO DE POTASSIO EM AMOSTRAS FARMACKUTICAS
UTILIZANDO ANALISE POR INJECAO EM BATELADA COM DETECCAO
AMPEROMETRICA

3.1 Introducgio

Dado o elevado consumo e a disponibilidade de medicamentos com diferentes
proporg¢des de dosagem entre AMX e CLA (Bejjani et al., 2016), o desenvolvimento de métodos
analiticos rapidos e de baixo custo para o controle de qualidade ¢ altamente desejavel. E
importante destacar que o uso inadequado ou insuficiente de antibidticos tdo potentes pode levar
ao desenvolvimento de resisténcia bacteriana a combinagdo AMX/CLA (Kelesidis et al., 2007),
0 que pode ter um impacto negativo sobre a saude publica.

Na literatura, alguns métodos analiticos relatam a determinacdo simultinea de AMX e
CLA em formulagdes farmacéuticas. A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), com
modos de deteccdo espectrofotométrica (UV-Vis) ou eletroquimica (amperométrica)
(Aghazadeh; Kazemifard, 2001), tem sido amplamente utilizada. No entanto, outras técnicas,
como emissdo induzida de raios X (Bejjani et al., 2016), quimiluminescéncia acoplada a
sistemas em batelada e de analise por injecao em fluxo (Hasanpour; Ensafi; Khayamian, 2010),
e espectrofotometria UV-Vis (Gujral; Haque, 2010), também foram exploradas com sucesso
para esse fim. Todos os métodos propostos apresentaram desempenho analitico adequado;
contudo, o uso de instrumentacdo sofisticada e de alto custo, como sistemas cromatograficos e
detectores especificos (Aghazadeh; Kazemifard, 2001; Hasanpour; Ensafi; Khayamian, 2010;
Kelesidis et al., 2007), ou etapas demoradas e complexas de preparagao de amostras (Bejjani et
al.,, 2016) (Martin Santos et al., 2017), representam desvantagens que podem limitar sua
aplicacdo em andlises rotineiras.

Alternativamente, as técnicas eletroquimicas oferecem estratégias valiosas para
aplicagdes no controle de qualidade de amostras farmacéuticas. Essas técnicas apresentam
caracteristicas atrativas, como simplicidade operacional, boa detectabilidade e precisao, baixo
custo, possibilidade de deteccdo de espécies Unicas ou multiplas, além de exigirem
procedimentos minimos de preparag¢do de amostras, como simples dilui¢do e/ou dissolu¢do em
eletrolito suporte (Bitew; Amare, 2020; Martin Santos et al., 2017; Yigit; Yardim; Sentiirk,
2016). Recursos adicionais, como alta produtividade analitica e portabilidade, sdo obtidos

quando sensores eletroquimicos sdo acoplados a sistemas de andlise por inje¢cdo em batelada
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(BIA) com deteccdo amperométrica. Nesse sistema, diversas injegdes sucessivas podem ser
realizadas sem a necessidade de desmontagem da célula para procedimentos de limpeza entre
as injecoes de diferentes amostras, o que ¢ extremamente pratico para analises em campo
(Freitas et al., 2016; Hasso; Matuskova; Svorce, 2023; Has$o; Svorc, 2022; Pereira et al., 2014,
2015a; Tormin et al., 2012). Em sistemas BIA, pequenos volumes de amostra (20—150 pL)
podem ser injetados diretamente sobre a superficie do eletrodo de trabalho posicionado em
células BIA de grande volume interno (~80 mL), utilizando micropipetas (geralmente
eletronicas) (Freitas et al., 2016; Pereira et al., 2015a). Essa estratégia gera fatores de diluicao
elevados (entre 1000 e 2000 vezes) apos a etapa de deteccdo, permitindo inumeras injecdes
sucessivas sem necessidade de desmontagem da célula para limpeza. Os sistemas BIA também
possibilitam a implementagdo de estratégias simples para mitigar uma limitacdo comum dos
eletrodos solidos: a contaminacao gradual da superficie. Entre essas estratégias, destacam-se o
tempo reduzido de contato entre a superficie do eletrodo e o analito alvo (gragas a inje¢ao rapida
e a agitagdo constante da solu¢ao dentro da célula) e a possibilidade de aplicagdo de pulsos de
potencial adicionais para procedimentos de limpeza eletroquimica in situ (Pereira et al., 2014,
2015b; Tormin et al., 2012).

Embora diversas técnicas analiticas tenham sido relatadas para a determinacdo
simultanea de AMX e CLA, até onde se tem conhecimento, apenas um método eletroquimico
foi proposto para essa finalidade, utilizando um eletrodo de carbono vitreo modificado e
voltametria de onda quadrada (Sharma; Jain; Pandey, 2023). No presente trabalho, propde-se
um método simples e rapido para a determinagdo sequencial de AMX e CLA, empregando
analise por inje¢do em batelada com deteccao amperométrica (BIA-AD) e um eletrodo de BDD

ndo modificado como eletrodo de trabalho.
3.2 Experimental

3.2.1 Reagentes, Solucdes e Amostras
Todas as solucdes foram preparadas com agua ultrapura, com resistividade superior a
18,2 MQ-cm, obtida por meio de um sistema Direct-Q3 (Millipore). A AMX (98,6% p/p) e o
CLA (101,9% p/p) foram adquiridos da Copervet (Uberlandia, Brasil), com certificagdo de
andlise fornecida pela propria empresa. O acido bodrico (99,8%) foi obtido da AppliChem
Panreac (Darmstadt, Alemanha), o acido fosforico (85%) da Exodo Cientifica (Sdo Paulo,
Brasil) e o acido acético (CHsCOOH, 99,7%) da Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil).
Os compostos 2-amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol (TRIS) e 3-[{2-hidroxi-1,1-
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bis(hidroximetil)etil}amino]-1-propanossulfonico (TAPS, 99,8%) foram adquiridos da Sigma-
Aldrich (Milwaukee, WI, EUA).

O tampao Britton-Robinson (BR), composto por uma mistura de acidos acético, borico
e fosforico (cada um a 0,1 mol-L™), foi utilizado como eletrélito suporte nos experimentos
eletroquimicos. Os valores de pH entre 2 e 10 foram ajustados utilizando uma solu¢do de NaOH
a 0,50 mol-L™". As solugdes padrao de AMX (1,0 e 5,0 mmol-L") e CLA (1,0 e 10,0 mmol-L™)
foram preparadas em baldes volumétricos de 10 mL, utilizando o eletrélito de suporte
apropriado. Especificamente para as solucdes de CLA, uma vez que o composto foi adquirido
misturado com celulose na propor¢ao 1:1, foi realizado um processo de filtragdo utilizando
filtro com porosidade de 0,45 um (Agilent Technologies).

Duas amostras farmacéuticas comerciais (1 — forma de comprimido: AMX 500 mg +
CLA 125 mg; e 2 — forma de p6: AMX 400 mg + CLA 57 mg) foram adquiridas em farmacias
da cidade de Uberlandia, Minas Gerais, Brasil. Para a amostra em forma de comprimido, dez
unidades foram homogeneamente pulverizadas, cada uma com massa de 0,986 g, ¢ 10 mg do
material pulverizado foram pesados e dissolvidos em 10 mL de eletrélito suporte (tampao BR
0,3 mol-L!, pH 10), visando obter uma concentragao aproximada de 20 umol-L™' de AMX ¢
manter uma propor¢io de 2:1 (mol L) em relacio ao CLA. Para a amostra em forma de po,
destinada a administragdo em suspensao, as massas foram determinadas considerando o volume
final indicado na bula do medicamento (70 mL), de modo a atingir uma concentra¢dao de 80
mg-mL ' de AMX e 11,4 mg-mL "' de CLA, mantendo-se uma propor¢io de 4:1 (mol L) entre
AMX e CLA, respectivamente.

Uma mistura equimolar de TRIS/TAPS (ambos a 10 mmol-L™*; pH 8,4) foi utilizada
como tampao de corrida para a analise por eletroforese capilar (analise comparativa). As
amostras foram injetadas hidrodinamicamente por 1,0 segundo a 25 kPa. Todos os
experimentos foram realizados aplicando uma voltagem de separacdo de +25 kV (lado da
injecdo), sob condi¢do fluxo eletrosmotico normal. Essas condigdes foram adaptadas de um

trabalho previamente publicado (Marra et al., 2017).

3.2.2 Instrumentacio

Todos os experimentos eletroquimicos (voltametria ciclica - CV, voltametria de pulso
diferencial - DPV e BIA-AD) foram realizados utilizando um potenciostato/galvanostato
PAUTOLAB TYPE III (Metrohm Autolab BV, Utrecht, Paises Baixos), controlado pelo
software Nova 2.1. As medi¢des voltamétricas e amperométricas foram conduzidas em uma

célula eletroquimica impressa em 3D contendo eletrodo de BDD, Ag/AgCI(s) construido em
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laboratério e imerso em solugdo saturada de KCl1 (Pedrotti et al., 1996), e um fio de platina
como eletrodo de trabalho, referéncia e auxiliar, respectivamente.

Para as analises BIA-AD, foi utilizada uma micropipeta eletronica da Eppendorf
(Multipette® E3), equipada com uma ponteira combitip® de 1,0 mL, para introdugdo das
solugdes com volume e velocidade de injecdo programdaveis e reprodutiveis. O eletrodo de
trabalho de BDD (Neocast SA, La Chaux-de-Fonds, Suica) era composto por um filme fino de
BDD (espessura de 1,2 um), com nivel de dopagem de boro em torno de 8000 ppm, depositado
sobre uma pastilha de silicio policristalino (7x7 mm) com 1,0 mm de espessura.

Diariamente, antes do uso, o eletrodo de trabalho BDD era submetido a um
procedimento de pré-tratamento previamente estabelecido, envolvendo ativagdo catodica com
aplicag¢do de -0,01 A por 1000 s em solugdo de H>SO4 0,1 mol-L™! (Terashima et al., 2003),
seguida de ativacdo anodica com aplicacdo de +0,01 A em solug¢do tampao BR 0,12 mol-L™
sem ajuste de pH (Salazar-Banda et al., 2010). Ativagdes catodica e anddica adicionais, com
duragdo de 60 s, foram realizadas durante o estudo de transporte de massa da AMX (entre
diferentes velocidades de varredura).

As analises comparativas foram realizadas utilizando um sistema de eletroforese capilar
com detecgio condutométrica sem contato construido em laboratério (CE-C*D) (Fracassi Da
Silva; Do Lago, 1998; Francisco; Do Lago, 2009). As separagdes foram efetuadas utilizando
uma capilar de silica fundida com 50 cm de comprimento total (Agilent, Folsom, CA, EUA; 50
um de diametro interno x 375 um de diametro externo). Todas as andlises foram conduzidas
com o detector C*D posicionado a 10 cm do lado de injegdo (comprimento efetivo da capilar:
10 cm), operando com potencial (4 Vpp) e frequéncia (1,1 MHz) constantes, sem necessidade

de otimizagao.

3.2.3 Experimentos eletroquimicos

O comportamento eletroquimico dos antibidticos (AMX e CLA) foi investigado por
meio de CV e DPV, na faixa de potencial de 0,0 a 2,0 V, utilizando tampao BR 0,3 mol-L™
com valores de pH variando de 2 a 10 como eletrolito de suporte. O impacto dos parametros do
sistema BIA-AD (potencial aplicado, velocidade de inje¢dao, volume de injecdo, velocidade de
agitacdo e potencial de limpeza) foi avaliado de forma univariada, com injegdes em triplicata
(n = 3), utilizando solugdes padrao de AMX e CLA (20 pmol-L™), sendo posteriormente
aplicado a determinagcdo de ambos os antibidticos em amostras farmacéuticas. Todas as
medicdes eletroquimicas foram realizadas a temperatura ambiente, sem necessidade de

remocgao do oxigénio dissolvido.
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3.3 Resultados e discussao

3.3.1.1 Comportamento eletroquimico da AMX e CLA

Inicialmente, o comportamento eletroquimico dos dois farmacos-alvo (AMX e CLA)
foi avaliado por CV, (Figura 3A), e DPV, (Figura 3B), utilizando o eletrodo de BDD como
eletrodo de trabalho. A Figura 3A apresenta os voltamogramas ciclicos obtidos em solugao
tampao BR 0,3 mmol-L™" (pH 10), antes (a) e apds a adi¢ao de 0,5 mmol-L™' de CLA (b), AMX
(c) e da mistura CLA + AMX (d). Como pode ser observado, um pico de oxida¢cdo bem definido
¢ registrado para o CLA em aproximadamente +1,6 V vs. Ag|AgCl(s)|[KCl(sat.). Por outro lado,
dois processos de oxidacao foram observados para a AMX: o primeiro corresponde a um pico
de oxidacdo bem definido em potencial préximo de +0,9 V vs. Ag|AgCl(s)[KCl(sat.), ¢ o
segundo, a um processo de oxidacdo mal definido em potencial superior a +1,5 V wvs.
Ag|AgCl(s)[KCl(sat.). Esses resultados indicam que apenas a AMX ¢ detectada em torno de
+0,9 V, enquanto ambos os compostos (AMX + CLA) sdo oxidados em potenciais superiores
a+1,5 V (Figura 3A-d). Como o segundo pico de oxidagdo da AMX é mal definido empregando
a técnica de CV, experimentos similares foram realizados por DPV, que apresenta melhor
definicdo de picos apos corre¢do da linha de base. Conforme mostrado na Figura 3B, foi
observado um comportamento eletroquimico semelhante por DPV, ou seja, apenas a AMX
apresenta pico no eletrodo BDD em torno de +0,9 V; entretanto, em potenciais superiores a
+1,5 V, ambos os compostos (AMX e CLA) sdo eletroquimicamente oxidados.

Antes de verificar a possibilidade de determinacdo simultdnea de AMX e CLA por meio
de técnica eletroquimica, foram realizados estudos para obter mais informagdes sobre o

comportamento eletroquimico de ambos os compostos-alvo (AMX e CLA).
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Figura 3. (A) CVs obtidos antes (a) e ap6s adi¢do de 0,5 mmol L' de CLA (b), de AMX (c) e
ambos CLA e AMX (d). ParAmetros de CV: velocidade de varredura = 50 mV s’!; incremento
de potencial: 5 mV. (B) Respostas de DPV com corre¢ao de linha base registradas antes (a) e
apos a adigdo de 50,0 umol L' CLA (b), 100,0 pmol L' AMX (c) e ambos os compostos — 50,0
pumol L' CLA e 100,0 pmol L' AMX (d). Pardmetros de DPV: amplitude (a) = 60 mV, tempo
de modulagao (tm) = 50 ms e incremento de potencial (AEs) = 5 mV. Eletrodo de trabalho:
BDD; eletrélito de suporte: tampao BR 0,3 mol L' (pH 10)
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3.3.2 Efeito do pH na resposta eletroquimica da AMX e CLA

Inicialmente, o efeito do pH sobre o comportamento eletroquimico de ambos os
compostos-alvo foi estudado utilizando a técnica de CV, na faixa de potencial entre 0,0 a 2,0 V
(Figura 4A e 4B). No entanto, devido a obteng@o de picos mal definidos, especialmente para a
AMX (Figura4A), optou-se pela utilizacao da técnica de DPV nesses estudos. A Figura 5 ilustra

as respostas obtidas por DPV relacionadas a influéncia do pH na oxidagdo eletroquimica da
AMX (A) e da CLA (B).

Figura 4. Estudo do efeito do pH (2-10) no comportamento eletroquimico de 0,5 mmol L™ de
AMX (A) e CLA (B) por CV em solugdes tampio BR (0,3 mol L™'; pH ajustado com NaOH
0,5 mol L!). ParAmetros de CV: velocidade de varredura = 50 mV s!; degrau de potencial: 5
mV. Eletrodo de trabalho: BDD.
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Como pode ser observado, o CLA apresentou apenas um pico de oxidacdo (em torno de
+1,6 V) com deslocamento de potencial minimo (inclinagdo = 0,006 V; Figura 5C e 5D) na
faixa de pH avaliada (2—10), o que indica que a reagdo de oxidacao eletroquimica do CLA ¢
independente do pH, ou seja, envolve apenas transferéncia de elétrons (sem participagdo de
prétons). Por outro lado, a AMX apresentou dois processos de oxidagdo em valores de pH
superiores a 6 (Figura SA — DPV), e um terceiro processo comega a ser observado em valores
de pH mais baixos. O primeiro processo ocorre em torno de +1,0 V, com inclinagdes de 0,047
V e 0,036 V entre os intervalos de pH 3-6 e pH 7-10 (Figura 5A e 5B), respectivamente. O
segundo processo ocorre em potenciais superiores a +1,5 V e apresenta picos de oxidagao mal
definidos (“ombros™), especialmente em solugdes com pH inferior a 5. Provavelmente, o
comportamento eletroquimico mais complexo da AMX se deve a sua estrutura molecular, que
contém sitios caracteristicos de acido fraco (pKa = 3,4 ¢ 9,5) e base fraca (pKa = 7,2),
caracterizando-a como uma molécula anfotérica (Swain, 2012). Esses resultados sugerem que
o primeiro processo de oxidacdo da AMX (em torno de +1,0 V) envolve transferéncia de
elétrons e protons; entretanto, essa conclusdo ndo pode ser confirmada para o segundo e o
terceiro processos de oxidacao (> +1,5 V) da AMX, devido aos picos de oxidacao mal definidos

obtidos com ambas as técnicas (CV e DPV).

Figura 5. Estudo do efeito do pH (2—-10) no comportamento eletroquimico de AMX e CLA por
DPV em solugdes tampao BR (0,3 mol L!; pH ajustado com NaOH 1.0 mol L). (A) 100,0
umol L' AMX; (C) 100,0 umol L' CLA. Relagdes entre Epa vs pH para AMX (B) e CLA (D).
Pardmetros de DPV: amplitude (a) = 60 mV, tempo de modulagdo (tm) = 50 ms e incremento
de potencial (AEs) =5 mV. Eletrodo de trabalho: BDD.
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A solucao tampao BR (pH 10) foi escolhida como eletrolito suporte para os estudos
subsequentes. Nessa condi¢do, o segundo pico de oxidagdo da AMX apresentou melhor
defini¢do em comparacao aos demais valores de pH, e os dois processos de oxidagao da AMX
apresentam maior separacao (>300 mV). Além disso, a solubilidade da AMX em solugdes
aquosas ¢ mais elevada em pH superior a 9, devido a desprotonac¢do do grupo hidroxila (pH
superior ao valor de pKa = 9,5 (Figura 6 (Swain, 2012)), resultando na formagdo do anion
fenoxido — fator importante para obtencao de resultados satisfatorios em analises sem o uso
de solventes organicos. A concentragao do eletrolito suporte (0,12; 0,20 e 0,30 mol-L™") também
foi avaliada (resultados ndo mostrados). Nos estudos voltamétricos, resultados semelhantes
foram obtidos para todas as concentragdes testadas; entretanto, nas medi¢cdes amperométricas

em fluxo, os melhores resultados foram observados com a concentragao de 0,30 mol-L™.

Figura 6. Comportamento acido-base e perfil de solubilidade da AMX em fun¢ao do pH. (A)
Distribuicao das espécies ionicas da AMX em fungdo do pH. (B) Tendéncia da solubilidade
relativa. (Swain, 2012)
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3.3.3 Efeito da velocidade de varredura sobre os valores de corrente e potencial

Em seguida, o efeito da velocidade de varredura (10 a 250 mV-s™) sobre os perfis
voltamétricos da AMX (considerando apenas o primeiro processo de oxidagdo) e do CLA foi
investigado por meio da técnica de CV. As Figuras 7A (AMX) e 7B (CLA) apresentam os
voltamogramas obtidos para AMX 0,5 mmol-L™" ¢ CLA 1,0 mmol-L! em tampao BR 0,3
mol-L™" (pH 10). As relagdes entre Ipa e v (Figura 7-Ai e 7B-1) apresentaram menor linearidade

(R?=0,96281 para AMX; R*=0,96016 para CLA) em comparagao com as relacdes entre Ipa
e v/ (Figura 7-ii e 7B-ii; R? = 0,99864 para AMX; R? = 0,99944 para CLA), o que indica que
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os processos de oxidag¢ao de ambos os compostos no eletrodo BDD sao controlados por difusao
(Kingsley; Kalambate; Srivastava, 2016). Esse resultado foi ainda confirmado pelas correlagdes
lineares nos graficos de log Ipa vs. log v (R?=0,99967 — (Figura 4A-iii e R*?=0,99989 — Figura
7B-iii para AMX e CLA, respectivamente) e pelos valores de inclinacdo obtidos para AMX
(0,48) e CLA (0,45), que estiao proximos do valor teorico previsto (0,5) para processos tipicos
de difusdo envolvendo moléculas organicas (Kassa; Abebe; Amare, 2021; Martin Santos et al.,

2017; Zhu; Zhang; Pang, 2005).

Figura 7. CVs obtidos em diferentes velocidades de varredura (10 a250 mV s™) usando solucio
tampao BR 0,3 mol L™! pH 10 como eletrélito de suporte. (A) 0,5 mmol L' AMX; (B) 1,0 mmol
LT CLA. Os seguintes graficos foram estabelecidos a partir de experimentos de CV: (i) Ipa vs.
v; (ii) Ipa vs. v!’?; (iii) log Ipa vs. log v; e (iv) Epa vs. v.
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A relagdo entre o potencial de pico e a velocidade de varredura (Figura 7A-iv e 7B-iv)
também pode ser utilizada para estimar a reversibilidade eletroquimica das reagdes de oxidagao
em estudo. Conforme observado em ambos os graficos, os potenciais de pico se deslocam para
valores mais anodicos com o aumento da velocidade de varredura, o que indica que ambos 0s
processos de oxidag¢do apresentam comportamento eletroquimico irreversivel (Kassa; Abebe;
Amare, 2021; Kingsley; Kalambate; Srivastava, 2016; Zhu; Zhang; Pang, 2005).

Esses resultados corroboram com aqueles obtidos por CV (Figura 3A e Figura 4A), pois
nao foram observados picos catddicos na varredura reversa (diregao catddica) para ambos os
compostos. De fato, os voltamogramas ciclicos registrados para a oxidagdo da AMX e da CLA
(Figura 3 e Figura 7) demonstram que ambos 0s compostos passam por um processo de
transferéncia de elétrons irreversivel.

Utilizando os dados obtidos por CV e DPV (Tabela 1), o nimero de elétrons envolvidos
no processo foi calculado a partir da equagdo 1, assumindo um coeficiente de transferéncia de
carga (a) igual a 0,5 (Deroco; Rocha-Filho; Fatibello-Filho, 2018; Fouladgar et al., 2011; Kassa;
Abebe; Amare, 2021; Kingsley; Kalambate; Srivastava, 2016; Mirmomtaz; Ensafi; Karimi-
Maleh, 2008; Tang et al., 2014).

Equacdo: (1) E, — Ee _ 277 (1)

2 an

onde: Ep ¢ o potencial de pico, Ep/2 ¢ o potencial correspondente a Ip/2, e n € o numero de
elétrons transferidos.

Seguindo o protocolo descrito anteriormente, o nimero de elétrons foi estimado em um
e dois para o primeiro e segundo picos de oxidacao da AMX, respectivamente, € em apenas um
elétron para o pico de oxidacdo do CLA. O niimero de elétrons envolvidos no primeiro processo
de oxidacdo da AMX estd em conformidade com os valores previamente reportados por outros
pesquisadores em seus respectivos estudos, conforme apresentado no Esquema 1 (De Souza et
al., 2023; Deroco; Rocha-Filho; Fatibello-Filho, 2018; Hrioua et al., 2021; Kassa; Abebe;
Amare, 2021; Pollap et al., 2018; Wong et al., 2020). Nao foi possivel propor um mecanismo
para o segundo pico de oxidagao da AMX devido a incerteza quanto a dependéncia do nimero
de protons envolvidos. O unico elétron envolvido no pico de oxidagao da CLA pode ser
atribuido ao oxigénio do heteroatomo presente no anel de cinco membros (anel oxazol), uma
vez que esse heteroatomo ndo sofre protonagdo na faixa de pH avaliada (Swain, 2012). Além
disso, o cation radical gerado no processo de oxidagdo pode ser estabilizado por ressonancia

com o grupo alila ao qual esta ligado.
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Tabela 1: Determinagdo do nimero de elétrons envolvidos na oxidagdo de AMX e CLA.

v/mV  Epi1/ Ep12/ Ep2/ Ep12/

Analito Técnica Ep-Ep12 mV N

s! mV mV mV mV

cvV 10 936,6 822 114,6 0,83~=1
AMX 25 9668 850 1168 0,82=1
881,2 764 117.2 0,81=1

DPV 5 ’ ’ ’
1596.2 1540,0 56,2 1,7=2
cvV 10 1611,3 1522,0 89,3 1,07=1
CLA 25 1646.6 1559.,0 87,6 1,091
DPV 5 1550,9 1470,0 80,9 1,18=1

Esquema 1. Proposta das vias do processo eletroquimico de oxidacao dos compostos: (A)
AMX (primeiro pico de oxida¢do); (B) CLA.
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3.3.4 Determina¢io de AMX e CLA pelo sistema BIA-AD

(A

As tentativas de determinacao simultdnea de AMX e CLA foram inicialmente realizadas
por meio de DPV e voltametria de onda quadrada. No entanto, ao utilizar essas técnicas, foi
observado um pico ou “ombro” do sistema (provavelmente relacionado a impurezas de carbono
sp? no eletrodo de BDD (Cobb et al., 2020; Sarakhman; Svorc, 2022) em torno de +1,13 V nas
correntes de fundo (tampao BR 0,3 mol-L™!, pH 10, Figura 8), além de baixa reprodutibilidade
nos processos de oxidagdo em potenciais elevados (> +1,6 V), devido a alta corrente de fundo.
Dessa forma, optou-se por avaliar um sistema hidrodindmico (BIA-AD) para esse proposito,
uma vez que esses fenomenos se mantém relativamente constantes nessa configuragdo.
Considerando que o comportamento eletroquimico pode ser diferente em sistemas estaticos
(voltametria) e em fluxo hidrodindmico (BIA-AD) (Rocha et al., 2018), o comportamento

eletroquimico da AMX e da CLA foi reavaliado utilizando o sistema BIA-AD.

51



Figura 8. Resposta de DPV obtida para (A) AMX 50,0 umol L' e (B) CLA 50,0 pmol L', As
linhas tracejadas representam os respectivos brancos. Parametros de DPV: amplitude (a) = 60
mV, tempo de modulagdo (tm) = 50 ms e incremento de potencial (AEs) =5 mV. Eletrodo de
trabalho: BDD; eletrélito de suporte: 0,3 mol L™ tampdo BR (pH 10).
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A Figura 9 apresenta amperogramas registrados em diferentes potenciais (+1,0 Va+1,9
V; vs. Ag/AgCI/KCl(sat.)) para injecdes em triplicata de AMX (Figura 9A) e CLA (Figura 9B).
Os voltamogramas hidrodindmicos obtidos ao plotar os valores médios de corrente (n=3) para
a oxidagdo eletroquimica de AMX e CLA sao apresentados na Figura 9C. Nesta figura, a

corrente detectada para a injecdo apenas do eletrdlito de suporte (solugdo do branco — ndo

mostrada) foi descontada.

Figura 9. Amperogramas obtidos por BIA-AD pela aplicagdo de potenciais (+1,0 Va+1,9 V)
e injecdes em triplicata de AMX (A) e CLA (B). (C) Voltamogramas hidrodindmicos obtidos
para AMX (m) e CLA (m) ao plotar os valores médios de corrente (n=3) em fun¢do dos
potenciais aplicados. Concentragio: 20 pmol L' de AMX e CLA; eletrélito de suporte: 0.3
mmol L' tampdo BR (pH 10); volume de injecio: 40 pL; velocidade de injecdo: 180 pL s
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Como pode ser observado nas figuras 9A e 9C, a oxidacdo de AMX em condigdes
hidrodinamicas comegou em cerca de +1,0 V e aumentou gradualmente até +1,9 V. Uma
separacao entre os dois processos de oxidagao de AMX observada por CV (Figura 3) e DPV
(Figura 5) nao foi observada com a técnica amperométrica (menor capacidade de resolugdo). O
sinal da oxidagdo de CLA ¢ quase que constante até +1.3 V, e comegou a ser mais evidente em
cerca de +1,4 V (Figura 9C) e a corrente méaxima foi observada em +1,8 V, o que ¢ semelhante
ao encontrado por CV. Ainda nessa figura, nota-se que a corrente em +1,9 V diminui, uma vez
que, nesse potencial, hd maior contribuicdo da corrente proveniente da oxidacao do eletrolito
de suporte. Todos os resultados foram obtidos apds correcdo da linha de base e subtracdo da
corrente do branco. Esses resultados mostraram que a determinagao de AMX sem interferéncia
de CLA ¢ possivel em potenciais menores que +1,4 V. No entanto, em potenciais superiores a
+1,4 V, ambos os compostos (AMX e CLA) sdo oxidados. Antes de verificar a possibilidade
de determinagdo simultanea dos dois compostos alvo, outros parametros do sistema BIA-AD
(volume de inje¢ao, velocidade de injegao, velocidade de agitagdo dentro da célula BIA e tempo
de amostragem de corrente) foram otimizados para alcancar melhor detectabilidade e
repetibilidade. As melhores condi¢des foram observadas com os seguintes valores,
respetivamente: 40 uL (Figura 10A), 180 pL s (Figura 10B), 389 rpm (Figura 10C) e 20 ms

(ndo mostrado).

Figura 10. Correntes de pico médias (n = 3) obtidas para diferentes pardmetros optimizados do
sistema BIA-AD na inje¢do de AMX e CLA, ambos a 20 umol-L'. (A) Volume de injecao; (B)
Velocidade de injecao; (C) Velocidade de agitacao no interior da célula BIA. As medigdes
foram realizadas nas seguintes condi¢des de potencial: AMX a+1,3V (m); AMX a+1,8V (e);,
CLAa+1,8V (A).
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A possibilidade de determinagdo simultdnea de AMX e CLA foi inicialmente verificada
(Figura 11) aplicando-se dois potenciais (+1,3 V e +1,8 V) que foram selecionados com base
no experimento anterior (Figura 9). Nessas condi¢des, foram injetadas solugdes contendo
apenas AMX, apenas CLA e ambos os compostos (n=5). Nestes estudos, diferentes niveis de
concentragdo foram usados, semelhantes aos encontrados em amostras farmacéuticas

comerciais, ou seja, duas (Figura 11A) ou quatro (Figura 11B) vezes mais AMX do que CLA.

Figura 11. Respostas amperométricas (n = 5) detectadas em +1,3 V (linha preta) e em +1,8 V
(linha vermelha) para inje¢do de solugdes contendo: (A) (a) Eletrolito de suporte/soluciao do
branco, (b) 20 pmol L' AMX, (¢) 10 umol L' CLA e (d) 20 umol L' AMX + 10 pumol L™
CLA. (B) (a) Eletrolito de suporte/solucdo do branco, (b) 40 pmol L' AMX, (¢) 10 pmol L!
CLA e (d) 40 pmol L' AMX + 10 umol L' CLA. Eletrélito de suporte: 0,3 mol L™ tampio BR
(pH 10); volume injetado: 40 pL; velocidade de injecdo: 180 pL s™'; velocidade de agitagio
dentro da célula BIA: 389 rpm.
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Como pode ser observado nas figuras 11A-c, 11B-c e Tabela 2, em +1,3 V (linhas
pretas), CLA ndo foi detectado, e a mesma corrente de oxidagdo para AMX foi detectada sem
(Figura 11A-b, 11B-b e Tabela 2) e com (Figura 11A-d e 11B-d, e Tabela 2) a presenca de
CLA, ou seja, a deteccdo seletiva de AMX ¢ possivel em +1,3 V. Por outro lado, em +1,8 V
(linhas vermelhas; Figura 11A e 11B), ambos os compostos sdo detectados. Quando solucdes
com a presen¢a de ambos os compostos foram injetadas (Figura 11A-d, 11B-d, e Tabela 2), a
corrente detectada correspondeu a soma das correntes detectadas para as duas solugdes
contendo apenas AMX (Figura 11A-b, 11B-b, e Tabela 2) ou apenas CLA (Figura 11A-c, e
Figura 11B-c, Tabela 2). Além disso, quando uma solu¢do do branco (apenas eletrolito de
suporte) foi injetada, picos com correntes baixas e constantes foram observados apenas em +1.8
V (Figura 11A-a, 11B-a, (I;s) = 0,54+0,05 pA; linhas vermelhas). De acordo com a literatura

(Hutton et al., 2013; Zhou; Zhi, 2009), esse fendmeno poderia ocorrer na presenca de altas
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correntes de fundo induzidas pela presenca de oxigénio dissolvido, especialmente quando

eletrodos de BDD com terminag¢des em oxigénio (ativagdo anodica) sdo utilizados.

Tabela 2. Correntes de pico anddico médias ({I.), n = 3) obtidas para os analitos AMX, CLA
e mistura AMX/CLA, em diferentes concentragdes, utilizando dois potenciais de detec¢ao (+1,3
V e +1,8 V) no sistema BIA-AD com eletrodo BDD.

Analito Concentracio (u mol L) (Ipa) 13 v)/ pA (Ipa) +1.8v) / pA

Branco 0 --- 0,54 +£ 0,05
AMX 20 3,38 £0,20 15,0+£0,3
40 7,00 + 0,09 29,4 +0,5

CLA 10 --- 2,96 £ 0,30

--- 3,1+0,07

AMX/CLA 20/10 3,40 £ 0,03 17,0 £0,2
40/10 6,93 + 0,09 32,4+0,5

Para acessar a corrente de oxidagdo proveniente apenas de CLA em +1,8 V, a subtracao
direta das correntes detectadas para AMX em ambos os potenciais (i+1,8v - i+1,3 v) ndo permitiria
acesso a corrente de oxidagdo de CLA, pois as correntes de oxidacdo para AMX nesses
potenciais ndo sdo iguais. Como alternativa, foi utilizado um fator de correcao (FC) (Gimenes
et al., 2015; Silva et al., 2011), que pode ser obtido através da detecgdo de AMX em ambos os
potenciais (FC = iamx+1.8 v/iamx+1,3 v). Portanto, em todas as analises, um solugdo contendo
somente AMX necessita ser injetada e, a corrente resultante da oxidagdo de CLA em +1,8 V
sera determinada usando a seguinte equacdo: icra+,s v = i+18 v) - (FC*iamx+13 v). Essa
estratégia, originalmente aplicada na amperometria de multiplos pulsos — técnica
posteriormente descontinuada pela Metrohm — foi aqui adaptada para a determinagdo
sequencial dos analitos.

A estabilidade (repetibilidade intra-dia) do método BIA-AD (Figura 12) foi avaliada
pela inje¢do sucessiva de solugdes com diferentes concentragdes de ambos os compostos: (A)
10 umol L' de AMX + 5,0 pmol L' de CLA (concentragdes minimas da faixa linear); (B) 50,0
umol L de AMX + 25,0 umol L' de CLA (concentragdes proximas das méaximas da faixa
linear). Os valores de RSD calculados foram de 1,3% e 1,2% para 10,0 e 50,0 ummol L' de
AMX (+1,3 V), respectivamente. Para CLA, com as correntes obtidas usando o FC (icLa+18v
=ingv - (FC * iamx+1.3v)), os valores de RSD foram de 1,3% e 2,2% para 5,0 e 25,0 umol L™!
de CLA, respectivamente. Esses baixos valores de RSD foram obtidos apenas apos o uso do
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terceiro pulso de potencial (+2,0 V, 20 s; ndo mostrado na Figura 12), que foi sempre aplicado
apods os dois potenciais de detecgdo (+1,3 V e +1,8 V). Esses resultados também mostram a
auséncia de efeitos de memoria, uma vez que solugdes de concentragdes muito diferentes foram
injetadas alternadamente, e as correntes detectadas permaneceram relativamente constantes. A
repetibilidade inter-dia também foi avaliada com as correntes de oxidacdo detectadas para
solugdes padrao contendo ambos AMX e CLA em trés dias diferentes. Foram adquiridos
valores de RSD inferiores a 9%, o que confirma que o sistema BIA-AD proposto tem vantagens
(uso facil de procedimentos de limpeza eletroquimica) em comparagao com outras técnicas
voltamétricas.

Figura 12. Respostas amperométricas obtidas em +1,3 V e +1,8 V para injegdes sucessivas
(n=10) de solugdes contendo: (A) 10,0 pmol L' de AMX + 5,0 umol L' de CLA; (B) 50,0
umol L AMX + 25,0 umol L! CLA. Eletrélito de suporte: 0,3 mol L' tampdo BR (pH 10);
eletrodo de trabalho: BDD; volume injetado: 40 pL; Velocidade de injecdo: 180 pL s
velocidade de agitacdo dentro da célula BIA: 389 rpm.
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3.3.5 Determinacio sequencial rapida de AMX e CLA em amostras farmacéuticas.

Inicialmente, curvas de calibragdo foram preparadas para identificar as faixas lineares
de AMX em +1,3 Ve +1,8 V, e de CLA em +1,8 V. Relagdes lineares (R? = 0,998) foram
observadas entre 1,0 € 100,0 umol-L™! para ambos os compostos (Figura 13).

Para avaliar a estabilidade do FC ao longo da faixa de concentragao de AMX, foram
calculadas as razdes entre as correntes de pico anddico médias ({I.)) obtidas em dois potenciais
de deteccao distintos: +1,3 V e +1,8 V. O FC foi determinado para cada concentragdo como a
razao (Ipa)+1.8v / (Ipa)+1.3v, resultando em valores que variaram entre 4,27 e 4,60 ao longo da
faixa de 1,0 a 100,0 pmol-L™" (Tabela 3). A média dos FC foi de 4,41 £ 0,12. Para verificar a
consisténcia desses valores, foi calculado o desvio percentual de cada FC em relagdo a média.
Os desvios percentuais obtidos foram inferiores a +4,3% (Tabela 3), indicando excelente

estabilidade do FC em toda a faixa de concentragdo estudada. Essa estabilidade permite
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considerar o FC como estavel, o que simplifica sua aplicacdo pratica na corre¢do de sinais
analiticos e refor¢a a robustez do método proposto.

Adicionalmente, foi verificada a razdo entre os coeficientes angulares das curvas
analiticas construidas para AMX em cada potencial: +1,8 V (Figura 13A) e +1,3 V (Fig. 13C).
A razdo entre as inclinagdes das retas foi a seguinte: 0,67 / 0,16 = 4,19. A proximidade entre
esse valor e a média dos fatores de correcdao (4,41) indica boa concordancia entre os dados
experimentais e os parametros analiticos derivados das curvas de calibra¢do. Essa consisténcia
refor¢a a validade do fator de corre¢do como ferramenta confidvel para compensagdo de
interferéncias e normalizagdo de sinais no sistema BIA-AD, permitindo sua aplicacdo pratica
com seguranca estatistica e robustez metodologica. Vale salientar aqui que este fator de
corre¢do necessita ser determinado em todas as curvas de calibragdo, pois variagdes

consideraveis (> 10 %) podem ocorrer em curvas de calibragdo obtidas em dias diferentes.

Tabela 3. Fatores de corregdo calculados para AMX em toda a faixa de concentragdo avaliada
(1,0 — 100,0 umol-L™"), com base na razdo entre as correntes de pico anddico médias obtidas
em dois potenciais de detecg¢ao (+1,3 V e +1,8 V) do sistema BIA-AD.

Analito Concentracio  (I) ¢13v)/  (Ip) +18v)/  FC=(Ipa) (+1.8 Desvio
(umol L) nA A V) / {Ipa) +1,3 V) percentual
1 0,26+0,02 1,17+0,04 4,50 +2,04%
5 0,89+0,1 3,99+0,2 4,48 +1,59%
10 1,63+0,3 7,35+0,6 4,51 +2.27%
20 3,17+0,5 14,6+1 4,60 +4,31%
AMX 30 5,16+0,4 22,5+0,1 4,36 -1,13%
40 6,72+0,4 29+0,9 431 -2,27%
50 8,6£0,4 37,62 4,37 -0,29%
75 12,2+0,8 52,242 4,28 -2,95%
100 15,9+0,3 67,9+2 4,27 -3,17%
- Média 441 +0,12 -—

Na escolha das faixas lineares a serem utilizadas nas curvas de calibra¢do para analise
de amostras, foram consideradas as seguintes condicdes: (i) obtencdo de coeficientes de
correlagdo superiores a 0,98; (ii) faixa de concentracdo de AMX na qual o valor do fator de
corre¢do (FC = iamx+18 v/iamx+13 v) se mantém relativamente constante (RSD < 5%); (iii)
diferengas de concentragdo entre AMX e CLA em amostras farmacéuticas (proporg¢des de 2:1
e 4:1 para AMX:CLA). Essas condi¢des foram observadas nas faixas de concentragdes em 5,0

e 30,0 umol-L! para CLA ¢ 10,0 e 60,0 umol-L™' para AMX, conforme pode ser visto nas
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Figuras 14A (respostas amperométricas), 14B (curva de calibragdo para AMX; R* = 0,999) e
14C (curva de calibragao para CLA; R? =0,996). Os limites de detecc¢do e quantificagdo foram
de 0,31 e 1,03 umol-L ! para AMX, e de 1,99 ¢ 6,63 umol-L ' para CLA, respectivamente. O
valor de LOD foi estimado segundo as diretrizes da IUPAC, utilizando a relagdo LOD = 3a/s,

em que o representa o desvio padrao da ordenada na origem e s corresponde ao declive da curva

de calibragdo (Mocak et al., 1997).

Figura 13. Respostas amperométricas obtidas em +1,3 V e +1,8 V para a injecdo de solugdes
individuais contendo concentragdes crescentes de AMX ou CLA: a) branco, b) 1,0 pmol L, ¢)
5,0 pmol L', d) 10,0 umol L', €) 20,0 umol L', f) 30,0 umol L', g) 40,0 pmol L', h) 50,0
pmol L1, 1) 75,0 pmol L1, j) 100,0 pmol L, k) 200,0 pmol L! e 1) 400,0 pmol L-!. Eletrélito
suporte (0,3 mol L! tampdo BR - pH 10), eletrodo de trabalho: BDD; velocidade de injecdo:
180 uL s7!; volume injetado: 40 uL; velocidade de agitagdo dentro da célula BIA: 389 rpm. (A)
AMX (+1,8 V); (B) CLA (+1,8 V); (C) AMX (+1,3 V). Na inser¢do: (A1) Curva de calibracao
(R2=0,9960) para AMX em +1,8 V; (B1) Curva de calibracdo (R* = 0,9982) para CLA em
+1,8 V; (C1) Curva de calibracdo (R* = 0,9988) para AMX em +1,3 V.
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As respostas amperométricas para a andlise de duas amostras farmacéuticas contendo
AMX e CLA em diferentes concentracdes (i: 500 mg de AMX + 125 mg de CLA; j: 400 mg de
AMX + 57 mg de CLA) também foram apresentadas (Figura 14). A corrente de CLA foi
determinada usando o fator de corre¢ao médio de 3,82 + 0,02 determinado experimentalmente
durante a aplicagdo do método na detec¢do das amostras farmacéuticas. A Tabela 4 mostra os
resultados obtidos na andlise dessas duas amostras farmacéuticas por meio do sistema BIA-AD
e da técnica CE-C*D (Marra et al., 2017). Esses resultados foram comparados estatisticamente
utilizando o teste t de Student pareado. Os valores de t calculados para AMX (t=-1) e CLA (t
=0,75) foram inferiores ao valor critico de t (12,71; n =2) ao nivel de confianca de 95%, o que
confirmou a confiabilidade e a precisdo da andlise eletroquimica.

Recentemente, foi relatado um método eletroquimico para a determinagdo simultanea
de AMX e CLA (Sharma; Jain; Pandey, 2023). Nesse trabalho, foi demonstrado que ambos os
compostos podem ser detectados em concentragdes muito baixas (0,5 a 2,5 pumol-L™7),
utilizando eletrodo de carbono vitreo tanto ndo modificado e modificado com nanofibras de
carbono (Sharma; Jain; Pandey, 2023). No entanto, os resultados obtidos para CLA nesse estudo
mostraram-se inconsistentes: (i) a corrente de oxidacdo da CLA ndo apresentou melhora apos
a modificacdo do eletrodo de carbono vitreo com nanofibras de carbono (Sharma; Jain; Pandey,
2023); (i1) ndo foi possivel observar um aumento proporcional no pico de oxidacdo do CLA
quando solugdes com concentragdes crescentes foram analisadas por voltametria de onda
quadrada (Sharma; Jain; Pandey, 2023).

Além disso, realizamos diversas tentativas em nosso laboratério para detectar CLA
utilizando eletrodo de carbono vitreo nao modificado e, em todos os casos, a deteccao do CLA
nao foi bem-sucedida, mesmo empregando concentracdes significativamente mais altas.
Portanto, concluimos que os resultados obtidos no presente trabalho nao podem ser comparados

aos apresentados no artigo previamente publicado (Sharma; Jain; Pandey, 2023).
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Figura 14. (A) Respostas amperométricas em +1,3 V ¢ +1,8 V para injegcdes de AMX isolado
(a: 10,0; b: 20,0 pmol L"), misturas AMX + CLA em concentragdes crescentes (c—h: 5,0+10,0
a 30,0+60,0 umol L") e amostras diluidas (i, j) em tampao BR 0,3 mol L' (pH 10); eletrodo
BDD; injecao: 180 uL s'; volume: 40 uL; agitacdo: 389 rpm. (B) Curva de calibragao para
AMX em +1,3 V (R?=0,999). (C) Curva de calibracdo para CLA em +1,8 V com corre¢do por
fator de contribuicao de AMX (R?=0,995).
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* a corrente do CLA veio da subtracdo nos dois potenciais e aplicacdo do FC.

Tabela 4. Resultados obtidos na anélise de amostras farmacéuticas por BIA-AD e CE-C*D*

Amostra Analito Valor rotulado BIA-AD (mg) CE (mg)

[** AMX 500 mg/comprimido 506+ 19 506+ 7

CLA 125 mg/comprimido 145+ 12 144 £2

Ak AMX 400 mg/5 mL 450+ 11 400+ 5
CLA 57 mg/5 mL 58+£2 65+1

*CE-C*D: eletroforese capilar com deteccdo condutométrica sem contato. ** Amostra contendo
AMX e CLA na razdo molar de 2:1 (umol-L™"). *** Amostra contendo AMX e CLA na razao
molar de 4:1 (umol-L™).
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3.3.6 Conclusoes Parciais

Neste trabalho, foi desenvolvido e validado um método robusto e répido para a
determinagao sequencial de AMX e CLA. A proposta baseia-se na utilizagdo de um eletrodo de
trabalho BDD, ndo modificado, acoplado a um sistema eletroquimico simples, portatil e de
baixo custo, baseado em andlise por inje¢do em batelada (BIA).

O sistema BIA oferece caracteristicas altamente favoraveis, incluindo: baixo custo
operacional, alta frequéncia de analise (> 200 inje¢des por hora), boa precisao (RSD < 1,3%),
preparo de amostras simplificado (dissolucao e diluicdo em eletrdlito) e baixa geracdo de
residuos por andlise (volume de injecdo = 40 uL).

Desta forma, o método proposto demonstra grande potencial como ferramenta
alternativa aos métodos cromatograficos ou espectroscopicos para andlises rotineiras de
formulagdes farmacéuticas contendo combinagdes de principios ativos, especialmente em
ambientes com infraestrutura limitada, como farmécias de manipula¢do ou laboratérios de

controle de qualidade de pequeno porte.
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4 DETERMINACAO DE SULFAMETOXAZOL EM LEITE UTILIZANDO UM
ELETRODO IMPRESSO A BASE DE CARBONO: SELETIVIDADE
APRIMORADA E ESTABILIDADE DE RESPOSTA POR MEIO DE
AMPEROMETRIA PULSADA

4.1 Introducao

O SMX ¢ um agente antibacteriano amplamente utilizado no tratamento de diversas
doencas infecciosas, incluindo infec¢des do trato urinario e respiratorias (Chokkareddys;
Kanchi; Redhi, 2022; Markina et al., 2020). Além de seu uso clinico em humanos, 0 SMX ¢
empregado rotineiramente na medicina veterindria, especialmente em bovinos, para prevengao
e tratamento de infecgdes bacterianas. Como consequéncia, residuos de SMX podem
permanecer em alimentos de origem animal, como o leite, representando um risco potencial a

saude publica.

A ingestdo de leite contaminado com residuos de antibioticos pode contribuir para
reacoes adversas em individuos sensiveis e, sobretudo, para o desenvolvimento de resisténcia
bacteriana, um dos maiores desafios globais na area da satide. Nesse contexto, a determinagao
de SMX em amostras de leite torna-se essencial para garantir a seguranca alimentar e o
cumprimento das normas regulatorias que estabelecem limites méaximos de residuos em
produtos lacteos. Dinali e colaboradores, por exemplo, relataram concentragdes na ordem de
6,2 umol L' de SMX em leite ap6s a administragdo do farmaco em bovinos por 12 h (Dinali et
al., 2020), evidenciando a relevancia do monitoramento analitico desse composto em matrizes

alimentares.

Diversos métodos analiticos tém sido desenvolvidos para a determinagdo de SMX
utilizando diferentes técnicas, como HPLC com detec¢do por UV (Amini; Ahmadiani, 2007;
Dinali et al., 2020; Sayar et al., 2010; Sun et al., 2012), espectroscopia UV-Vis (Mehdi, 2015;
Salem; Mossa, 2012), quimiluminescéncia (Qui et al., 2013), eletroforese capilar (Da Silva et
al.,2013; Liuetal., 2017; Teshima et al., 2004) e extracdo em fase sdlida acoplada a eletroforese
capilar (Balakrishnan; Terry; Toito, 2006; Li et al., 2016). Apesar da eficiéncia desses métodos,
a maioria deles exige procedimentos complexos e demorados. Por outro lado, os métodos
eletroquimicos representam uma abordagem interessante para a detec¢do de antibidticos em
amostras alimentares, ambientais, bioldgicas e farmacéuticas (Bitew; Amare, 2020; Bustos

Bustos; Sandoval-Gonzélez; Martinez-Sanchez, 2022).
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Sensores descartaveis de baixo custo representam uma classe de dispositivos
eletroquimicos caracterizados por sua acessibilidade economica e escalabilidade, tornando-se
uma opcao eficiente e acessivel para aplicagdes em diversas areas. Diversas técnicas de
fabricagdo, incluindo impressao 3D (Lopes et al., 2023), gravacao a laser (Yin et al., 2024) e
impressao por tela ou esténcil (Camargo et al., 2021; Kava; Henry, 2021) sdo empregadas na
producdo desses dispositivos eletroquimicos, o que contribui ainda mais para sua

adaptabilidade e escalabilidade.

Dentre os procedimentos mencionados, os eletrodos impressos por serigrafia (SPEs, do
inglés “screen-printed electrodes”) tém recebido atencdo significativa da area de eletroanalise
devido as suas notdveis vantagens, como acessibilidade, simplicidade, baixo custo e potencial
para producdo em larga escala, tornando-os particularmente adequados para aplicagdes
empregando dispositivos analiticos descartaveis (Ataide et al., 2020; Beitollahi et al., 2022;
Crapnell; Banks, 2024; Shen et al., 2024).

Este trabalho emprega um eletrodo de baixo custo produzido em laboratério para
desenvolver um método amperométrico seletivo, estdvel e de alta produtividade para a
determinagdo de SMX em amostras de leite. Essas caracteristicas vantajosas foram alcangadas
por meio do acoplamento de um eletrodo simples, a base de carbono, a um sistema
hidrodindmico portatil conhecido como BIA. Estratégias para melhorar a seletividade e a
estabilidade da resposta ao longo do tempo de eletrodos convencionais a base de carbono

também foram propostas.
4.2 Experimental

4.2.1 Reagentes, Solu¢des e Materiais.

Todas as solugdes utilizadas foram preparadas com agua ultrapura, com resistividade
nao inferior a 18,2 MQ-cm, obtida por meio de um sistema Direct-Q (MILLIPORE). O SMX
(98,5%) foi adquirido da Sinergia Cientifica (Campinas — Sao Paulo, Brasil), o 4cido bdrico
(99,8%) da AppliChem Panreac (Darmstadt, Alemanha), o 4cido fosforico (85%) da Exodo
Cientifica (Sao Paulo, Brasil) e o 4cido acético (99,7%) da Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro,
Brasil). O p6 de grafite sintético com diametro <20 pum foi adquirido da Sigma Aldrich® (Saint
Louis, EUA), o verniz vitral da Acrilex Tintas Artisticas (Sdo Bernardo do Campo — Sao
Paulo, Brasil), a acetona (99,5%) da Sciavicco Comércio e Industria LTDA (Arraial Velho —

Sabard — MG, Brasil), o alcool etilico (95%) da Dindmica — Quimica Contemporanea Ltda
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(Sao Paulo, Brasil), o KCI da F Maia Induastria ¢ Comércio Ltda (Sdo Paulo, Brasil), o
hexacianoferrato(II) de potassio (98,5%) da Casa Americana de Artigos para Laboratérios
LTDA (Sao Paulo, Brasil), e a lixa convencional foi adquirida em mercados da cidade de
Uberlandia (Minas Gerais, Brasil). O papel acetato utilizado como substrato para impressao da
tinta condutiva foi obtido em lojas comerciais da cidade de Uberlandia (Minas Gerais, Brasil).

As solugdes tampdo BR, compostas por uma mistura de acidos acético, borico e
fosforico (cada um a 0,04 mol-L™"), foram utilizadas como eletrolito de suporte nos
experimentos eletroquimicos. Os valores de pH, ajustados entre 2 ¢ 10 com solucao de NaOH
0,50 mol-L™', foram empregados para estudar o efeito do pH sobre o comportamento

eletroquimico do SMX por meio das técnicas de CV e DPV.

4.2.2 Instrumentacio.

Todos os experimentos eletroquimicos foram realizados utilizando um
potenciostato/galvanostato pAUTOLAB TYPE 111, controlado pelo software Nova 2.1.6
(Metrohm Autolab BV — Utrecht, Paises Baixos). As medidas voltamétricas e amperométricas
foram conduzidas em células eletroquimicas impressas em 3D com volumes de 10 e 80 mL,
respectivamente (Cardoso et al., 2018). Um sistema de trés eletrodos foi utilizado nas medigdes
eletroquimicas. Inicialmente, os SPEs foram fabricados com o sistema de trés eletrodos
integrado em uma tunica plataforma (SPE-EI). Todos os eletrodos (trabalho com didmetro de
3,3 mm, pseudo-referéncia e auxiliar) foram impressos utilizando tinta condutiva a base de
carbono. Na segunda configuracdo, foi utilizada uma placa retangular descartavel produzida em
laboratério (SPE-ET), recoberta com tinta condutiva e com area definida por um anel de
borracha (diametro =0,5 cm; A =0,2 cm?) como eletrodo de trabalho, um fio de platina como

eletrodo auxiliar e um eletrodo de referéncia Ag|AgClI(s)[KCl(sat.).

4.2.3 Preparo da tinta condutiva e construcio dos eletrodos.

Os dispositivos eletroquimicos descartaveis foram produzidos seguindo o procedimento
manual descrito em um artigo cientifico anterior (Pradela-Filho et al., 2020). Inicialmente, lixas
convencionais (granulacdes 600 e 1200, em sequéncia) foram utilizadas para tornar a superficie
do substrato (folhas de acetato) mais rugosa, permitindo uma melhor adesdo da tinta condutiva.
Em seguida, a superficie foi limpa com etanol antes da aplicagdo da tinta condutiva (Figura
15A). A tinta condutiva foi preparada conforme descrito por (Pradela-Filho et al., 2020).
Resumidamente, o pd de grafite e o verniz vitral foram medidos na proporcao 1:1,

correspondendo a 310 mg de cada componente, e dissolvidos em 500 pL de acetona. A mistura
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foi homogeneizada manualmente com o auxilio de uma espatula at¢ a formacdo de uma
suspensao uniforme (Figura 15B).

Dois tipos de dispositivos foram utilizados neste estudo. O primeiro foi construido com
0 uso de uma mascara adesiva projetada para obter uma plataforma tnica com trés eletrodos:
de trabalho, auxiliar e de pseudo-referéncia (Figura 15Ca). As mascaras de papel adesivo
(Colacril, Office CC185) utilizadas na confecc¢ao do sistema de eletrodos foram produzidas por
meio de uma impressora de corte (modelo Silhouette Cameo 3, Belo Horizonte, Minas Gerais).
Apos a produgdo, a mascara adesiva foi posicionada sobre o substrato (folhas de acetato), ¢ a
tinta condutiva foi aplicada manualmente sobre a area delimitada. Em seguida, a mascara foi
imediatamente removida para a obten¢do do dispositivo utilizado nas medigdes eletroquimicas
de pequenos volumes (gotas), por meio de técnicas voltamétricas (Figura 15D). O segundo
dispositivo foi construido com a aplica¢do da tinta condutiva sobre um substrato retangular,
sem o uso de mascara (Figura 15Cb). A area do eletrodo de trabalho foi definida com o auxilio
de um anel de borracha quando acoplado a célula BIA (Figura 15E), com detecg¢ao
amperométrica (Figura 15D). Apos a aplicagdo da tinta condutiva sobre o substrato, foi

necessario realizar a secagem a temperatura ambiente por 48 horas.

Figura 15. Diagrama esquematico para produzir tinta condutora e dispositivos eletroquimicos
descartaveis produzidos em laboratorio. (A) Etapas de preparagdo das superficies das folhas de
acetato; (B) Etapas de preparacdo da tinta condutora pela mistura de verniz vitral, grafite e
acetona; (C) Substratos plésticos (folhas de acetato) cobertos com tinta condutora e respectivos
dispositivos eletroquimicos (SPE-EI e SPE-ET); (D) Medicdes eletroquimicas representativas
(CV e amperometria) realizadas com o dispositivo construido; (E) Célula BIA usada para
posicionar o substrato retangular de acetato coberto com tinta condutora (eletrodo de trabalho).
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4.2.4 Procedimentos analiticos.

A solugdo estoque de SMX foi preparada em etanol e diluida em tampao BR 0,12
mol-L™" ajustado para pH 2. Os experimentos de CV ¢ DPV foram conduzidos na faixa de
potencial de —0,4 a +1,5 V. Nos testes iniciais com o sistema BIA, foi utilizada a deteccao
amperométrica convencional com aplicagdo de potencial constante de +1,3 V. Apods a
identificacdo de problemas de contaminagao na superficie do eletrodo, passou-se a empregar a
deteccao amperométrica com aplicacao de pulsos de potencial sequenciais, incluindo, além do
pulso de potencial de deteccao (+1,3 V/20 s,) pulsos de potencial anddico e catddico para etapas
de limpeza/ativa¢ao (+1,5 V/20 s e —1,5 V/20 s). Por fim, para melhorar a seletividade da
técnica amperométrica, foi incluido um segundo pulso de potencial de deteccao (+1,0 V/20 s,
+1,3V/20s,+1,5 V/20 s e —1,5 V/20 s), e a corrente utilizada para a determinac¢ao de SMX foi
obtida pela seguinte equagdo: Ismx = I+13v — I+10 v X FC, onde FC ¢ um fator de corre¢ao
obtido a partir de vinte e quatro injecdes de amostras de leite diluidas dez vezes no eletrolito de
suporte (FC =1i+1,3 V—-i+1,0 V; n=24).

As amostras de leite foram adquiridas em supermercados locais da cidade de Uberlandia
(Minas Gerais — Brasil). Todas as amostras foram analisadas apds uma etapa simples de
preparo: dilui¢do de dez vezes no eletrélito de suporte. Nos estudos de adi¢ao e recuperacao, as
amostras de leite foram fortificadas com SMX e diluidas no eletrélito de suporte, de modo a
alcancar concentragdes finais de 5,0; 10,0 e 20,0 umol-L™*. Trés tipos de leite foram avaliados:

desnatado, semidesnatado e integral.

4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Caracterizacgao eletroquimica do dispositivo descartavel produzido em laboratorio

e deteccio eletroquimica de SMX.

Inicialmente, o desempenho do dispositivo descartavel produzido em laboratorio
(Figura 15C), contendo trés eletrodos (trabalho, contra e pseudo-referéncia — SPE-EI), foi
avaliado por CV utilizando [Fe(CN)s]* (1,0 mmol-L™' como sonda redox em KCI 1,0 mol-L™")
(Figura 16). Os valores obtidos para a separagao de picos (AEp = 188 £ 2 mV) e para a razao
entre as correntes de pico (Ipa/Ipc = 1,240 £+ 0,004) revelam um comportamento eletroquimico
caracteristico de sensores produzidos artesanalmente, quando o ferricianeto ¢ utilizado como
sonda redox. Destaca-se que o valor de AEp observado ¢ inferior aos valores frequentemente
reportados na literatura (> 200 mV) para eletrodos construidos manualmente com materiais

simples (Carvalho et al., 2021; Dossi et al., 2013; Li et al., 2015; Pradela-Filho et al., 2020).
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Esse resultado indica que o processo de fabricacdo foi eficaz, garantindo uma boa
reversibilidade do sistema redox e uma transferéncia eletronica satisfatdria, o que € notavel para
um dispositivo de baixo custo e produzido em laboratorio. Assim, o desempenho eletroquimico
obtido confirma a qualidade e o potencial do sensor para aplicacdes analiticas confidaveis. A
reprodutibilidade intereletrodos (N = 5) foi avaliada para a sonda ferricianeto utilizando cinco
dispositivos distintos preparados em dias diferentes. Os de RSD obtidos para a razdo entre as

correntes de pico foram de 2,36% (n = 5) (Figura 16B), indicando excelente reprodutibilidade

dos eletrodos produzidos.

Figura 16. (A) Cinco varreduras consecutivas de CV realizadas com o dispositivo descartavel
fabricado em laboratério contendo os trés eletrodos (SPE-EI). (B) Respostas de CV (3%
varredura) registradas usando cinco SPE-ET. Diferentes. Pardmetros da CV: velocidade de
varredura de 50 mV s!; incremento de potencial: 5 mV; sonda redox: 1,0 mmol L' de

[Fe(CN)6]*"; eletrélito de suporte: 1,0 mol L' KCI; drea geométrica do eletrodo de trabalho: =
0.085 cm?.
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Ap0s a confirmagdo do desempenho satisfatorio do sensor produzido em laboratdrio,
seu desempenho foi testado para a deteccdo de SMX. Os estudos iniciais foram realizados por
CV (Fig. 17A) e DPV (Fig. 17B), utilizando solucdo tampao BR 0,12 mol-L! (pH = 2) como

eletrolito de suporte.
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Figura 17. (A) Varreduras sucessivas de CV (velocidade de varredura = 50 mV s’'; incremento
de potencial: 5 mV) registradas antes (a) e ap6s (b, ¢ e d; n = 3) a adi¢do de 500 pmol L' de
SMX. (B) Varreduras de DPV com corre¢do de linha de base (a =60 mV, tempo de modulacao
= 50 ms, incremento de potencial =5 mV) registradas antes (a) e ap0s (b, ¢ e d; n = 3) a adi¢ao
de 100 pmol L' de SMX. Sensor: SPE-EI; eletrélito de suporte: tampdo BR 0,12 mol L' (pH
2).
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Conforme pode ser observado, na primeira varredura, um pico de oxidagao irreversivel
e bem definido ¢ registrado para o SMX em torno de +0,90 V vs. pseudo-referéncia de grafite
por CV (Figura 17Ab) e em torno de +0,81 V vs grafite por DPV (Figura 17Bb). No entanto,
foi observada uma reduc¢ao consideravel no sinal de corrente detectado em ambas as técnicas
nas varreduras subsequentes na mesma solu¢do. A diminuicao foi mais acentuada na CV (71%
na segunda e 86% na terceira varredura) do que na DPV (47% na segunda e 68% na terceira
varredura), provavelmente devido a maior concentra¢do utilizada nos experimentos de CV.
Esses resultados indicam que o fendmeno de contaminagdo ou passivagdo afeta fortemente a
superficie do eletrodo de trabalho durante a oxidagdo eletroquimica do SMX. Os dados
demonstram que a determinagdo precisa de SMX utilizando um unico sensor de baixo custo
produzido em laboratério e técnicas voltamétricas em estado estacionario € inviavel, mesmo na
presenca de concentragdes baixas (Fig. 17B). Esse comportamento ¢ comum quando
compositos de carbono de baixo custo sdo utilizados como sensores para detectar diferentes
moléculas organicas.

Para contornar esta limitagdo, foram realizados estudos com o sensor produzido na
configuragdo apenas eletrodo de trabalho (nao integrado) acoplado a um sistema hidrodindmico
portatil impresso em 3D, conhecido como BIA-AD (Cardoso et al., 2018; Rocha et al., 2018).
Este sistema analitico permite a implementagdo de estratégias que minimizam ou até evitam a

contaminac¢ao da superficie dos eletrodos de trabalho sélidos, tais como: utilizagdo de volumes
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reduzidos de amostra (20—150 pL), tempo de contato mais curto entre a amostra e a superficie
do eletrodo (5-30 s) do que experimentos estaciondrios, e possibilidade da aplicagdo de pulsos
adicionais de potencial para evitar fenOmenos de contaminacao ou passivacao da superficie do
eletrodo de trabalho (Tormin et al., 2014). No sistema BIA-AD impresso em 3D selecionado,
a area geométrica do eletrodo de trabalho ¢ definida de forma reprodutivel através de um anel
de borracha. Por este motivo, a fabricacdo do sensor produzido em laboratorio foi simplificada,
uma vez que apenas substratos retangulares de acetato (Figura 15Cb), revestidos com tinta
condutiva (mais faceis de produzir), podem ser facilmente acoplados ao sistema BIA-AD
impresso em 3D.

Como o sistema permite centenas de injecdes (“analises”) sem necessidade de
desmontagem ou procedimentos de limpeza, foram utilizados eletrodos convencionais, auxiliar
(fio de platina) e de referéncia (Ag/AgCl). A utilizacdo do anel de borracha para defini¢dao da
area geométrica do eletrodo de trabalho foi inicialmente avaliada por CV, utilizando
[Fe(CN)s]*~ (1,0 mmol-L™! em KCI 1 mol-L™") como sonda redox (Figura 18 e Tabela 5). Os
valores de separacao de picos (AEp =118 + 6 mV) e a razao entre as correntes de pico (Ipa/Ipc
= 0,920 + 0,006) foram ligeiramente melhores aos obtidos com o dispositivo descartavel SPE-
EI (Figura 16). Essa diferenca pode ser atribuida, em parte, a utilizagdo de eletrodos
convencionais (contra e referéncia), que tendem a apresentar maior estabilidade e desempenho
eletroanalitico. Além disso, o procedimento experimental adotado durante a preparacao da tinta,
baseado na homogeneizagao manual, pode ter influenciado os resultados, uma vez que esse tipo
de preparo ndo garante total reprodutibilidade entre os eletrodos produzidos. A utilizagdo do
anel de borracha também simplificou o procedimento de construcao do sensor produzido em
laboratorio, uma vez que deixaram de ser necessarias mascaras adesivas com o formato dos
eletrodos.

Um aspecto adicional observado refere-se ao deslocamento dos potenciais nos picos de
oxidacdo da sonda ferricianeto, quando se utilizou a configuracdo compacta (SPE-ET) em
comparagdo ao sistema SPE-ET convencional. Na configuragdo compacta, os potenciais
apresentaram deslocamento para valores menos positivos, o que pode ser atribuido a
instabilidade do eletrodo pseudo-referéncia empregado nesse arranjo. Diferentemente dos
eletrodos de referéncia robustos (como Ag/AgCl) utilizados no sistema SPE-ET tradicional, os
pseudo-referenciais sao mais suscetiveis a variacoes decorrentes das condigdes experimentais,
incluindo composicao do eletrolito, pH, forca idnica, temperatura e tempo de uso, fatores que

comprometem a estabilidade e reprodutibilidade dos potenciais medidos.
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Além disso, na configuragdo SPE-ET convencional foram registradas correntes de
oxidacdo mais elevadas, resultado que pode ser explicado pela maior area eletroativa disponivel
nesses eletrodos. Uma area eletroativa ampliada favorece a transferéncia eletronica entre o

ferricianeto e a superficie do eletrodo, aumentando a densidade de corrente observada.

Figura 18. (A) Cinco varreduras consecutivas de voltametria ciclica obtidas com o SPE-ET
(contra: fio de platina; referéncia: Ag/AgCl). Parametros da CV: velocidade de varredura de 50
mV s!; potencial de passo: 5 mV; sonda redox: 1,0 mmol L' de [Fe(CN)6]*; eletrdlito de
suporte: 1,0 mol L! de KCI; area do eletrodo de trabalho: = 0,2 cm?.
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Tabela 5. Parametros eletroquimicos para caracterizagdo do SPE-ET, obtidos com a sonda
eletroquimica de 1,0 mmol L' de [Fe(CN)¢]* em 1.0 mol L' de KCI.

Scan Epa/V  Epc/V  Ipa/nA  Ipc/nA  AEp = Epa -Epc/ mV Ipa/|Ipc|

1 0,322 0,197 17,6 -18,9 126 0,930
2 0,317 0,197 17,8 -19,4 121 0,920
3 0,317 0,202 17,9 -19,7 116 0,910
4 0,317 0,201 18,5 -20,1 116 0,920
5 0,317 0,207 18,7 -20,4 111 0,920
118 + 6* 0,920 + 0,006*
*Média += DP

Além disso, a alteracdo no procedimento de constru¢do do sensor produzido em
laboratorio (utilizando o anel de borracha) foi também avaliada por CV em diferentes
velocidades de varredura (10 a 150 mV-s™), utilizando [Fe(CN)s]*~ como sonda redox (Figura
19A). Conforme se observa na Figura 19B, as correntes de pico catddicas e anddicas sdo
linearmente proporcionais (R* > 0,99) a raiz quadrada da velocidade de varredura (v'/?), o que
indica que os processos eletroquimicos sdo limitados pela difusdo, conforme previsto pela

equagao de Randles-Sevcik (De Freitas et al., 2023; Kingsley; Kalambate; Srivastava, 2016).
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Figura 19. (A) CVs obtidos a diferentes velocidades de varredura (10 a 150 mV s!) usando 1,0
mmol L' de [Fe(CN)s]*" como sonda redox e 1,0 mol L™ de KCI como eletrélito de suporte.
(B) Respectivos graficos das correntes de pico catddicas (R? =0,9911) e das correntes de pico

anddicas (R? =0.9973) versus a raiz quadrada da velocidade de varredura. Eletrodo de trabalho:
SPE-ET.
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4.3.2 Influéncia do pH no comportamento eletroquimico do SMX.

O efeito do pH (2—10) nas respostas eletroquimicas do SMX (100 umol-L™") foi avaliado
utilizando a técnica de DPV e solu¢des tampao BR 0,12 mol-L™! (Figura 21A). Devido ao
fenomeno de passivagdo/contaminagdo durante a oxidagdo do SMX na superficie dos
dispositivos descartaveis produzidos em laboratorio, cada valor de pH foi avaliado utilizando
um dispositivo diferente. Tal abordagem foi possivel gracas a bons resultados obtidos no estudo

de reprodutibilidade entre eletrodos (N = 5) para a deteccdo de SMX (Figura 20A e 20B; RSD
=8,3%;n=Y95).

Figura 20. (A) Respostas de DPV (1? varredura) com corre¢ao de linha de base registradas para
100 pmol L' de SMX usando cinco SPE-ET. diferentes; (B) Correntes de pico obtidas para
cinco SPE-ET. diferentes (RSD = 8,3%; n = 5). Pardmetros de DPV: amplitude (a) = 60 mV,

tempo de modulacdo (tm) = 50 ms e incremento de potencial (AEs) = 5 mV. Eletrolito de
suporte: tampdo BR 0,12 mol L' (pH 2).
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Como se observa nas varreduras de DPV da Figura 21A, o SMX apresenta um unico
pico de oxidag¢do em todos os valores de pH, com um deslocamento do potencial (inclinagao=
0,031, Figura 21B) para potenciais menos positivos a medida que o pH do eletrélito de suporte
(solugdes tampao BR) aumenta, indicando que protons estdo envolvidos no processo de
oxidacdo do SMX (Arvand; Ansari; Heydari, 2011; Cesarino; Cesarino; Lanza, 2013). O
processo de oxidacdo dependente do pH do SMX ¢ consistente com o comportamento descrito
na literatura para a oxidagdo de farmacos do tipo sulfonamida (Souza et al., 2008). A inclinacao
da reta obtida para o SMX (0,031 V) esta proxima do valor teorico esperado para uma reagao
eletroquimica envolvendo dois elétrons. (0,0296 V-pH™ a 25 °C) (Cesarino; Cesarino; Lanza,
2013). A oxidagdo eletroquimica do SMX provavelmente envolve um tnico préton,
correspondendo a 59,2 mV por unidade de pH (h/n), onde h e n representam, respetivamente, o
numero de protons e elétrons envolvidos no processo. Esta observacao estd alinhada com o
mecanismo proposto que envolve a transferéncia de dois elétrons e um préton, em
conformidade com os resultados obtidos por Cesarino et al.(Cesarino; Cesarino; Lanza, 2013).
e Arvand et al. (Arvand; Ansari; Heydari, 2011). Como ilustrado no Esquema 2, a oxidacao do
grupo amino (—NH:) resulta na formacdo de iminobenzoquinona como produto principal,
conclusdo que ¢ ainda corroborada por um estudo recente (Henrique et al., 2021). Como
também se pode observar na Figura 21 A, a maior corrente anddica e o melhor perfil de pico sdao
obtidos a pH 2 (solucdo tampao BR), que foi escolhido como eletrolito de suporte para os

estudos subsequentes.

Figura 21. (A) Varreduras de DPV com correcao de linha de base obtidas no SPE-ET, usando
SMX 100,0 p mol L', em solu¢des BR 0,12 mol L' a diferentes valores de pH; (B) Gréfico das
correntes de pico anddica versus pH (R? = 0,97; inclinagdo 0,031 V). ParAmetros de DPV:
amplitude (a) = 60 mV, tempo de modulagdo (tm) = 50 ms e incremento de potencial (AEs) =
SmV.
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Esquema 2. Proposta do processo de oxidacdo de SMX (Arvand; Ansari; Heydari, 2011;
Cesarino; Cesarino; Lanza, 2013; Henrique et al., 2021).
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4.3.3 Determinacio de SMX pelo sistema BIA-AD.

Para minimizar os problemas de contaminacdo na superficie do eletrodo de trabalho
durante a oxidacdo do SMX, o SPE-ET foi acoplado a um sistema hidrodinamico (BIA-AD)
(Rocha et al., 2018). A Figura 22A apresenta o amperograma obtido pelo sistema BIA-AD a
+1,3 V vs Ag|AgClI(s)|KCl(sat.) para injecdes sequenciais (n = 4) de solugdes de SMX com
concentragdes entre 1,0 e 50,0 umol-L™'. A Figura 22B mostra os respectivos graficos de

calibragao.

Figura 22. (A) Respostas amperométricas (n = 4) detectadas a +1,3 V para a injecdo das
seguintes solugdes: (a) solucdo do eletrolito de suporte (branco) e concentragdes crescentes de
SMX (b ak: 1,0 a 100,0 umol L), (B) Respectivos graficos de calibracio (linha vermelha, R?
=0,9820; linha azul, R? = 0,8554). Eletrodo de trabalho: SPE-ET; eletrélito de suporte: tampio
BR 0,12 mol L! (pH 2); volume injetado: 50 uL; velocidade de injecdo: 180 pL s™'; velocidade
de agitacdo dentro da célula BIA: 970 rpm.
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Como se pode observar na Figura 22A, apesar da inje¢do de volumes reduzidos (50 pL)
e do tempo minimo de contato entre as solucdes e a superficie do eletrodo de trabalho (= 4 s),
foram obtidos resultados tipicos de eletrodos com contaminacdo superficial gradual Tal
comportamento se manifesta pela variagdo do sinal entre as triplicatas e pela consequente falta
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de repetibilidade, indicando uma provavel diminuicdo da area eletroativa disponivel. Foi
observado um coeficiente de correlagdo insatisfatorio ao longo de toda a faixa de concentragdes
avaliada (1,0 a 50,0 umol-L™', R? = 0,8554; Figura 22Bb), incluindo nas concentra¢des mais
baixas (1,0 a 20,0 umol-L™', R? = 0,9820; Figura 22Ba), onde os problemas de contaminagao
tendem a ser menos significativos. O funcionamento do sistema BIA-AD foi igualmente
avaliado utilizando uma molécula bem conhecida — o paracetamol — que apresenta apenas
problemas sutis de “fouling”’. Foram obtidos resultados excelentes (5,0 —150,0 umol-L™'; R? =
0,9996; Figura 23), demonstrando que o SPE-ET acoplado ao sistema BIA esta plenamente
funcional. Estes dados confirmam que o problema observado na detec¢do do SMX esta
associado a contaminacao gradual da superficie do eletrodo durante o processo de oxidagdo da

SMX, e ndo a falhas no desempenho do sistema ou do sensor em si.

Esses resultados correspondem a fase inicial de testes (abordagem exploratoria),
conduzida sem a otimizagdo dos parametros da técnica, com o intuito de avaliar o
funcionamento geral e a resposta eletroquimica do sistema. Entretanto, no caso do SMX
observou-se uma reducdo gradual da intensidade de corrente, auséncia de repetibilidade do
sistema, possivelmente associadas a passivagao da superficie do eletrodo. Diante disso, foram
adotadas estratégias de melhoria do desempenho, incluindo a aplicagdo de potenciais de
limpeza entre as inje¢des, com o objetivo de regenerar a superficie ativa e restabelecer a

estabilidade e a reprodutibilidade do sinal amperométrico antes da otimizacao experimental.

Figura 23. (A) Respostas amperométricas (n = 5) detectadas a +1,3 V vs Ag|AgCl(s)|KCl(sat.)
para a injecdo de solucdes contendo: (a) solucdo de eletrolito de suporte e concentragdes
crescentes de paracetamol (b a k: 5,0 a 150,0 umol L™); (B) Grafico de calibragdo respectivo
(R? = 0,9996). Eletrodo de trabalho: SPE-ET. Eletrélito de suporte: tampdo BR 0,12 mol L
(pH 2); volume injetado: 50 uL; velocidade de injegdo: 180 pL s'; velocidade de agitacio
dentro da célula BIA: 970 rpm.
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4.3.4 Utilizacio de pulsos de potencial como estratégia adicional para limpeza
eletroquimica.

Sistemas de fluxo ou hidrodinamicos com detec¢ao amperométrica permitem também a
aplicacdo de pulsos adicionais de potencial (“amperometria pulsada”) com o intuito de evitar a
contaminagdo eletroquimica (passivacdo por adsor¢do de produtos ou intermediarios) e/ou
promover a reativacao continua da superficie do SPE-ET. Inicialmente, foram avaliados apenas
pulsos de potencial catodicos (entre —1,2 ¢ —1,5 V), aplicados 20 segundos ap6s o potencial de
deteccao (+1,3 V), ndo tendo sido observada qualquer melhoria. Em seguida, foi avaliado o
efeito da aplicagdo sequencial de pulsos de potencial anddicos (entre +1,2 € +1,6 V) e catoédicos
(entre —1,2 e —1,6 V), com duragdo de 20 segundos cada. Na condi¢do avaliada e aplicada
repetidamente em funcao do tempo (+1,3 V/20s; +1,5 V /20 s; -1,5 V /20 s)", verificou-se
uma melhoria consideravel na resposta amperométrica. A Tabela 6 apresenta os resultados
obtidos durante a avaliacdo de diferentes pulsos de potencial sobre os pardmetros (R?,
inclinagdes de retas e valores de RSD) obtidos a partir de curvas de calibragao realizadas com

concentragdes crescentes de SMX (1,0-75,0 umol-L™7).

Tabela 6. Estudo de otimizagdo de pulsos de potencial para limpeza ou reativagao da superficie
do SPE-ET. Dados obtidos a partir dos graficos de calibragdo obtidos a partir de inje¢des (n =
4) de concentragdes crescentes de SMX (1,0 — 75,0 pmol L.

Pulsos de potencial R? Inclinacio MDPR

aplicado* (%)**
+1,2V/-1,2V 0,9519 0,1150 12,2
+1,3V/-1,3V 0,9505 0,2364 8,9
+1,4V/-1,4V 0,9984 0,3130 5,0
+1,5V/-1,5V 0,9946 0,3833 53
+1,6V/-1,6V 0,9954 0,3271 5,7

*Tempo de cada pulso de potencial: 20 s; **MDPR: Média dos desvios padrao relativos.

Os melhores resultados (R? = 0,995; inclina¢ao = 0,3833; RSD = 5,3%) foram obtidos
quando se utilizou a seguinte sequéncia de pulsos de potencial: +1,3 V/20 s (detec¢ao de SMX),
+1,5 V/20 s e —1,5 V/20 s. Nesta condicao, € possivel realizar uma injecao a cada 60 segundos
(frequéncia analitica = 60 inje¢des por hora). As figuras 24A e 24B apresentam,
respectivamente, o esquema da forma de onda de trés etapas de potencial aplicada
continuamente & SPE-ET na célula BIA, e as correntes de fundo (capacitiva + faradaica)
detectadas em cada pulso de potencial. Como se pode observar, quando o pulso de potencial ¢

alterado de —1,5 V para +1,3 V (em cada novo ciclo), ¢ inicialmente detectada uma corrente
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capacitiva elevada (210 pA aos 300 ms), que decai rapidamente para uma corrente de fundo
baixa e constante (= 8 pA). Na abordagem proposta, as solugdes de SMX (padrao ou amostra)
foram injetadas no sistema BIA apenas quando a corrente de fundo se encontrava baixa e estavel
(Figura 24B). Caso fosse utilizada a técnica convencional de amperometria pulsada (Islam et
al., 2019), em que a deteccdo do analito ocorre imediatamente apds a aplicagdo do pulso de
potencial (< 300 ms), a corrente faradaica, de baixa intensidade, seria detectada simultanea a
presenca de correntes capacitivas elevadas, o que dificultaria o acesso a corrente faradaica de
interesse. Assim, a decisdo de excluir a amperometria pulsada convencional nesta abordagem

encontra-se justificada.

Figura 24. (A) Esquema da sequéncia de pulsos de potenciais aplicados ao eletrodo de trabalho
na célula BIA para determinagdo de SMX; (B) Correntes (capacitiva + faradaica) detectadas
em cada pulso de potencial para a determinagdo de SMX.
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A estabilidade e capacidade de detecgao dos sistemas BIA com detec¢do amperométrica
sao influenciadas por parametros como o potencial aplicado, o volume de injecao e a velocidade
de inje¢ao. O melhor desempenho analitico foi obtido com o potencial de +1,3 V, condigao que
proporcionou um ganho significativo de corrente para o analito e, provavelmente, reduziu a
contribuigdo de espécies interferentes oxiddveis em potenciais mais elevados (Figura 25A

Resultados igualmente satisfatorios foram observados para o volume de injecdo de 50 pL
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(Figura 25B) e para a velocidade de inje¢ao de 290 puL-s™' (Figura 25C). Estas condi¢des foram

utilizadas nos ensaios subsequentes.

Figura 25. Otimiza¢dao dos parametros do sistema BIA-AD. (A) Potencial aplicado para a
detec¢do de SMX; (B) Volume injetado; (C) Velocidade de injecdo. Concentragdo de SMX:
30,0 umol L'; eletrdlito suporte: 0,12 mol L™ de tampdo BR (pH 2); volume injetado: 50 uL
(A e C); velocidade de injecao: 180 uL s™! (A e B); pulsos de potencial aplicados: +1,3 V /20
s,+1,5V/20se-1,5V/20s (BeC); velocidade de agitagdao dentro da célula BIA: 970 rpm.
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Apoés a otimizacdo dos parametros do sistema BIA-AD, o desempenho do método
proposto foi avaliado através de injecdes em triplicata de solucdes com concentragdes
crescentes de SMX (1,0 a 50,0 umol-L™). A Figura 26A apresenta as respostas amperométricas
(picos transientes) registadas a +1,3 V/20 s. Pulsos de potencial anddico (+1,5 V/20 s) e
catodico (—1,5 V/20 s) foram também aplicados continuamente, embora as correntes detectadas
nesses pulsos ndo tenham sido incluidas na figura. Ou seja, a seguinte sequéncia de pulsos de
potencial foi constantemente aplicada ao eletrodo de trabalho: (+1,3 V/20 s; +1,5 V/20 s; —1,5
V/20 s)". A Figura 26B mostra o grafico de calibragcdo obtido com os dados da Figura 26A
enquanto a Tabela 7 resume as caracteristicas analiticas derivadas desses resultados e as
compara com aquelas da Figura 22. Como se pode observar, apds a aplicagao dos pulsos de

potencial para limpeza/reativacdo da superficie da SPE-ET, foi obtido um coeficiente de
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determinagdo significativamente superior (R? = 0,9987) para a mesma gama linear (1,0-50,0
pmol-L™") avaliada na Figura 22.

Com base no grafico de calibragao (Fig. 26B; 1,0-50,0 pmol-L™), os limites de detecc¢ao
(LOD) e de quantificacao (LOQ) foram determinados como sendo 1,21 e 3,63 pmol-L™,
respectivamente. O valor de LOD foi estimado segundo as diretrizes da Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), onde LOD = 36/s (o representa o desvio padrao da ordenada

na origem e s o declive da curva de calibragao) (Mocaka-’ et al., 1997).

Figura 26. (A) Respostas amperométricas (n = 3) detectadas a+1,3 V para inje¢do das seguintes
solugoes: (a) solugdo de eletrdlito de suporte (branco) e concentragdes crescentes de SMX (b a
i: 1,0 2 50,0 pmol L. O formato de onda amperométrica pulsada foi continuamente aplicado
ao SPE-ET: (+1,3V /20 s, +1,5V /20 s e -1,5 V /20 s). (B) Grafico de calibragio (R?> =
0,9972). Eletrélito de suporte: 0,12 mol L™! de solugdo tampdo BR (pH 2); volume injetado: 50
pL; velocidade de injecdo: 290 puL s™'; velocidade de agitagdao: 970 rpm.
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Tabela 7. Parametros analiticos do sistema BIA-AD para a determinacdo de SMX.

Parametros analiticos Valores Valores
aplicando pulsos de limpeza Sem pulsos de limpeza
R? 0,99872 0,8554
Sensibilidade (pA L pmol L) 0,5464 + 0,007998 0,0825+0,01384
Intercepto (LA) 0,3454 + 00,2214 1,5046+0,5065
Faixa linear (umol L) 1,0 —50,0 1,0 —50,0
LOD (umol L) 1,21 18,41
LOQ (umol L) 3,63 55,25
Estabilidade (%) 5,1 -

A estabilidade do método para a determinacdo de SMX foi avaliada através da

construcao de cinco curvas de calibracdo sucessivas em diferentes intervalos de concentracao
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(Figura 27 — A até E). Embora os valores de intercepto no eixo Y ndo tenham apresentado boa
reprodutibilidade (média + sd), foram obtidos bons coeficientes de determinagdo (R?> 0,99) e
valores de inclinag¢do consistentes (RSD = 5,1%; n = 5) nos respectivos graficos de calibragao.
Estes resultados demonstram claramente que o sensor SPE-ET proposto apresentou boa
estabilidade apos ser acoplada ao sistema hidrodinamico BIA-AD, com a implementacio de
uma forma de onda amperométrica pulsada, voltada a limpeza/reativagdo constante da
superficie do eletrodo. A aplicacdo dos potenciais de limpeza e reativacao da superficie do
eletrodo foi fundamental para a obtengao destes resultados, embora tenha resultado em uma

reducdo da frequéncia analitica.

Figura 27. Curvas de calibracdo sucessivas obtidas para diferentes faixas de concentracdao de
SMX obtidas com o mesmo SPE-ET acoplado ao sistema BIA-AD. Eletrdlito de suporte:
tampao BR 0,12 mol L' (pH 2); volume injetado: 50 pL, velocidade de inje¢do: 290 pL s,
velocidade de agitacao: 970 rpm.
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4.3.5 Determinacio de SMX em amostras de leite por BIA-AD

O desempenho do método proposto foi avaliado através da determinagdo de SMX em
amostras de leite, apds um procedimento simples de preparo da amostra (dilui¢ao 1:10 no
eletrolito de suporte). Estudos de recuperagao foram realizados com trés tipos diferentes de leite
(integral, semidesnatado e desnatado), fortificados com trés concentragdes distintas de SMX
(5,0; 10,0 e 20,0 umol-L™"), cujos resultados obtidos se encontram na Tabela 8. Foram
observados valores de recuperagdo insatisfatorios (334 = 114%), o que era esperado, dado que
as amostras de leite apresentam uma composi¢do complexa e a amperometria convencional
(deteccao a um unico pulso de potencial) € uma técnica com baixa seletividade. As amostras de
leite apresentam uma matriz complexa, contendo substidncias que podem interferir nos
processos eletroquimicos nesse meio (De Faria et al., 2021). Alguns compostos presentes no
leite, como o 4cido ascorbico, que ¢ eletroativo a potenciais mais negativos (De Faria et al.,
2020), também s3o detectados nas condigdes aplicadas, contribuindo para interferéncias no
sinal analitico.

Em seguida, foi avaliada uma estratégia ja descrita na literatura (HasSo; Mataskova;
Svore, 2023; Ramos et al., 2022; Silva et al., 2023) para melhorar a seletividade da detecgao
amperométrica. Nesta abordagem, foi incluido um pulso adicional de potencial (+1,0 V/20 s),
onde o SMX nao ¢ eletroativo, na forma de onda amperométrica pulsada aplicada
continuamente ao SPE-ET: (+1,0 V/20 s, +1,3 V/20 s, +1,5 V/20 s e —1,5 V/20 s). Nesta
condigao, ¢ possivel realizar uma inje¢ao a cada 80 segundos (frequéncia analitica = 45 inje¢des
por hora). O objetivo da aplicacdo de um pulso de deteccdo em potencial mais baixo € eliminar
a interferéncia de espécies eletroativas presentes nas amostras de leite com potenciais de
oxidagdo até +1,0 V. Se for utilizada a diferenga entre as correntes detectadas nos dois pulsos
de potencial [Ismx = I+13 v — (I+1,0 v)], a influéncia das espécies interferentes com potencial de
oxidagao até +1,0 V podera ser minimizada ou até mesmo eliminada. A Figura 28 apresenta um
exemplo representativo do sinal eletroanalitico obtido para uma amostra de leite ndo fortificado,
injetada no sistema BIA-AD sob dois potenciais distintos de detec¢dao: +1,0 V (linha preta) e
+1,3 V (linha vermelha). Observa-se que, embora ambos 0s potenciais gerem respostas
amperométricas estaveis ao longo do tempo, o tragado correspondente a +1,3 V exibe picos de
corrente significativamente mais intensos, indicando maior atividade eletroquimica nesse
potencial. Essa diferenca de intensidade sugere que, mesmo na auséncia de fortificagdo com
analitos-alvo, o leite contém espécies eletroativas enddgenas, que respondem de forma mais

pronunciada em potenciais elevados.
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Figura 28. Sinal representativo do leite ndo fortificado obtido por BIA-AD nos dois potenciais
de detecgdo sob avaliagdo (+1.3 Ve +1.8 V).
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A Figura 29A apresenta as respostas amperométricas registradas em ambos os pulsos
de potencial (+1,0 V/20 s e +1,3 V/20 s) para injecdes de concentracdes crescentes de SMX (a
até f: 1,0 — 20,0 umol-L™") e trés amostras de leite fortificadas com 5,0 pmol-L™! (g, h e 1), 10,0
umol-L™" (j, kel) e 20,0 pmol-L™! (m, n e 0) de SMX. A Figura 29B mostra o respectivo grafico
de calibragdo (R? = 0,9998) obtido a partir dos dados das solu¢des padrao (a até f: 1,0 —20,0

umol-L™"). Nesta faixa linear, foi calculado um LOD inferior: 0,31 umol-L™".

Figura 29. (A) Respostas amperométricas (n = 3) detectadas em +1,0 V (linha preta) e +1,3 V
(linha vermelha) para a injecao das seguintes solucdes: concentragdo crescente de SMX (a até
f: 1,0 a2 20,0 umol L) e trés solugdes de amostras de leite fortificadas com 5,0 umol L' (g, h e
i), 10,0 umol L' (j, k e 1) € 20,0 umol L! (m, n e 0) de SMX. Sequéncia de pulsos de potenciais
continuamente aplicada ao SPE: (+1,0 V/20s; +1,3V/20s,+1,5V /20se -1,5V /20 s)"
(B) Curva de calibragdo respectiva (R? = 0,9972). Eletrélito de suporte: tampao BR 0,12 mol
L-1 (pH 2); volume injetado: 50 uL, velocidade de injegdo: 290 pL s!, velocidade de agitagio:
970 rpm.
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Como se pode observar, ndo foi detectada corrente em +1,0 V/20 s durante a inje¢ao das
solugdes padrao (Figura 29A; a até f). No entanto, todas as amostras de leite geraram picos de
corrente com intensidade semelhante a +1,0 V/20 s, indicando a presenga de sinal proveniente
de espécies interferentes. Quando os valores de recuperacao foram calculados com base na
diferenca de corrente entre os dois pulsos de potencial (Isux = I+13v — I+1,0v), observou-se uma
melhoria (210 + 45% - Tabela 8). Contudo, esses valores ainda sdo considerados inaceitaveis
para analise de amostras alimentares. Este resultado deve-se, provavelmente, ao fato de a
corrente detectada para as espécies interferentes nas solugdes de amostras de leite ser superior
em +1,3 V/20 s do que em +1,0 V/20 s.

Para contornar esse problema, foram preparadas solucdes a partir de seis amostras
diferentes de leite (diluidas 1:10 no eletrolito de suporte), que foram injetadas repetidamente (n
= 24) com o objetivo de obter um valor médio representativo da diferenga entre as correntes
detectadas em +1,0 V e +1,3 V, considerando amostras de leite sem presenca de SMX. Esta
diferenca média foi utilizada como fator de correcdo (FC = i+13 v / i+1,0 v) nos estudos de
recuperacdo realizados com amostras de leite, com o sinal corrigido calculado como: ISMX =
Li3v — (Is1,0v x FC). O valor de FC obtido foi de 1,99 + 0,20 (n = 24). A Tabela 8 apresenta
uma melhoria significativa nos valores de recuperagdo (109 + 8%) para as amostras de leite
fortificadas com 10 e 20 pmol-L™" de SMX quando o valor de CF foi aplicado. Para as amostras
fortificadas com 5 umol-L™' de SMX, foi obtido um valor médio de recuperagdo de 68 + 7%.
Embora esse resultado esteja abaixo dos limites geralmente recomendados para validagao
analitica, pode ser considerado aceitavel diante da elevada complexidade da matriz leite, da
baixa concentragdo do analito adicionada (5 pmol-L™) e, sobretudo, da simplicidade do
procedimento de preparo da amostra, restrito a dilui¢ao direta no eletrélito de suporte, sem
etapas de extracdo ou purificacdo. Esse desempenho, ainda que modesto, evidencia o potencial
do método para aplicagdes rapidas e de baixo custo, especialmente em triagens preliminares ou
analises exploratorias, onde a praticidade operacional pode prevalecer a exigéncia de alta
exatiddo. Para analises que demandem maior rigor quantitativo, recomenda-se a utilizagdo de
métodos considerados padrdo-ouro, com o objetivo de confirmar os resultados obtidos. A
Tabela 9 apresenta os mesmos resultados de recuperacdo, agora ajustados por um fator de
corre¢do (CF) especifico para cada tipo de amostra de leite analisada. Ou seja, neste caso, os
valores de FC foram determinados a partir de oito injecdes consecutivas de cada amostra,
resultando em 2,06 + 0,25 para a amostra de leite desnatado (A), 1,97 = 0,04 para a amostra de

leite semidesnatado (B) e 1,93 + 0,08 para a amostra de leite integral (C). Esses ajustes refor¢am
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a importancia de considerar variagdes intrinsecas entre diferentes matrizes, contribuindo para

maior precisdo na quantificacdo e melhor interpretacdo dos resultados analiticos.

Tabela 8. Resultados obtidos nos estudos de recuperagdo realizados com trés diferentes
amostras de leite: desnatado (A), semidesnatado (B) e integral (C), usando o FC médio de todas

as amostras.

ir3v ir3v—iov i+1,3 v— (iL,0 v¥FC)

Amostra Valor Valor Valor Rec. Valor Rec. Valor Rec.
encontrado. adicionado encontrado (%) encontrado (%) encontrado (%)

<LOD 5,0 24,2 483 7,27 268 3,27 65,4

A <LOD 10,0 29,9 299 19,4 194 9,72 97,2
<LOD 20,0 44,4 222 33,6 168 23,7 119

<LOD 5,0 23,5 469 7,23 266 3,78 75,5

B <LOD 10,0 31,5 315 20,8 208 10,9 109
<LOD 20,0 43,4 217 32,8 164 23,1 116

<LOD 5,0 23,9 478 17,16 264 3,09 61,9

C <LOD 10,0 31,1 311 203 203 10,2 102
<LOD 20,0 42,8 214 31,8 159 21,8 109

Tabela 9. Resultados obtidos nos estudos de recuperagdo realizados com trés diferentes
amostras de leite: desnatado (A), semidesnatado (B) e integral (C), usando o FC médio para

cada tipo de amostra.

i+13v i+13v—iL0v i+13v— (i,o v¥FC)
Amostra Valor Valor Valor Rec. Valor Rec. Valor Rec.
encontrado. adicionado encontrado (%) encontrado (%) encontrado (%)

<LOD 5,0 24,2 483 7,27 268 3,27 51,0

A <LOD 10,0 29,9 299 194 194 9,72 90,3
<LOD 20,0 44 4 222 33,6 168 23,7 115

<LOD 5,0 23,5 469 7,23 266 3,78 79,4

B <LOD 10,0 31,5 315 20,8 208 10,9 111
<LOD 20,0 43,4 217 32,8 164 23,1 117

<LOD 5,0 23,9 478 7,16 264 3,09 74,1

C <LOD 10,0 31,1 311 20,3 203 10,2 108
<LOD 20,0 42.8 214 31,8 159 21,8 112

O desempenho analitico do método proposto, de baixo custo e de caracteristicas

portateis, foi comparado com outros métodos eletroquimicos que utilizaram eletrodos a base de

carbono para a determina¢ao de SMX (Tabela 10). Como se pode observar, todos os sensores

utilizados nesses trabalhos sao mais dispendiosos e, em sua maioria, requerem multiplas etapas

de modificagdo e/ou construgdo, frequentemente de baixa reprodutibilidade. Apenas dois
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artigos previamente publicados apresentaram valores de LOD inferiores (Andrade et al., 2009b;
Cesarino; Cesarino; Lanza, 2013). Contudo, um desses estudos refere-se a cromatografia
liquida com detecgdo eletroquimica (Andrade et al., 2009b), técnica dispendiosa e que exige
procedimentos laboriosos de preparagdao de amostras. O outro método (Cesarino; Cesarino;
Lanza, 2013) utiliza um eletrodo composito complexo, baseado em uma mistura de parafina
solida modificada com MWCNT e SbNPs — MWCNT-Sb), e foi avaliado apenas na andlise de
uma amostra simples (agua natural). Uma comparagao com os resultados obtidos por Pereira e
colaboradores (PEREIRA et al., 2016), que também utilizaram o sistema BIA, evidencia
maiores valores de LOD. Além disso, esses autores empregaram a detec¢do em multiplos pulsos
(BIA-MPA), um procedimento técnico posteriormente descontinuado pela Metrohm. Assim, o
sistema proposto neste trabalho, além de portatil e de baixo custo, apresenta vantagens
relevantes em comparagao com os procedimentos anteriormente publicados, principalmente em

termos de seletividade, portabilidade e frequéncia analitica.

Tabela 10. Comparacdo do desempenho do método proposto com outros métodos
eletroquimicos relatados na literatura para a determinacdo de SMX.

Técnica Eletrodo Eletrolito de  Faixa linear LOD Ref.
suporte (umol LV (umol LV

SWV BDD PBS,pH 6,0 6,1 —60,1 1,15 (SOUZA et al., 2008)

DPV MWCNT- BR, pH 7,0 0,1-0,7 0,00024 (CESARINO; CESARINO;
SbNPs LANZA, 2013)

DPV CNP AcBS, pH 1,38-11848 0,39 (ARVAND; ALIREZANEJAD,

6,0 2011)

BIA-MPA BDD PBS,pH7,0 15,8-1263,8 0,79 (PEREIRA et al., 2016)

DPV CI:SHL- BR, pH 7 5,0—-100,0 0,40 (HENRIQUE et al., 2021)
GP/WP

DPV 3Ds- PBS,pH7,5 10,0-50,0 0,96 (B. V. DE OLIVEIRA et al.,
CME/AgNP 2023)

HPLC-AD BDD --- 0,20-3,16 0,098 (ANDRADE et al., 2009)

BIA-AD SPE-ET-CI BR, pH 2,0 1,0 —-20,0 0,31 Este trabalho

CNP - pasta de nanotubos de carbono; PBS — tampao fosfato; AcBS — tampao acetato; CI: SHL-
GP/WP — tinta condutora: grafite com goma-laca/papel impermeavel; 3-Ds-CME/AgNP -
suporte de acrilonitrila butadieno estireno (ABS) 3D - material compdsito, modificado com
nanoparticulas de prata; PBS — solug¢do tampao fosfato; HPLC-AD - método de cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplado com deteccdo amperométrica; GO-ZnO QDs -
nanocomposito de pontos quanticos de 6xido de zinco-grafeno modificado com eletrodo de
carbono vitreo; SPE-ET-CI — eletrodo descartavel retangular feito em laboratorio a base de tinta

condutora.
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4.3.6 Conclusdes parciais

Neste trabalho, foi aplicado um eletrodo, simples, de baixo custo e de fabricagdo rapida,
desenvolvido em laboratorio, baseado numa tinta condutora composta por uma mistura de
verniz vitral, grafite e acetona, para a determinacao do antibidtico sulfametoxazol (SMX) em
amostras de leite, apds uma etapa simples de preparacao da amostra (dilui¢do 1:10 em eletrélito
de suporte). O eletrodo proposto apresentou uma boa relagdo custo-beneficio em comparagao
com eletrodos convencionais, configurando-se como uma alternativa viavel para a producao de
sistemas eletroquimicos portateis.

Apesar do procedimento manual de construgao, foi obtida reprodutibilidade satisfatoria
entre eletrodos (RSD = 8,3%; n = 5) para a deteccdo de SMX. Quando o mesmo dispositivo foi
utilizado em medic¢des consecutivas de SMX, os problemas de contaminacao da superficie do
eletrodo (efeito de “fouling”’) foram superados pelo acoplamento do sensor ao sistema BIA-
AD, que permitiu a aplica¢do continua de uma forma de onda amperométrica pulsada, incluindo
etapas de limpeza e reativagdes tanto anddicas como catodicas.

Além disso, ao utilizar a diferenga entre as correntes detectadas em dois pulsos de
potencial, corrigida por um fator de correcao [Ismx = I+1,3 v — (I+1,0 v X FC)], foi alcangada uma
melhoria significativa na seletividade da detec¢do amperométrica. Foram obtidos valores de
recuperagao proximos de 100% para concentragdes adicionados de 10,0 ou 20,0 umol-L™* e
cerca de 70% para 5,0 pmol-L™*, com apenas uma etapa de dilui¢do (1:10) no eletrolito de
suporte como preparo da amostra.

O limite de detec¢do (LOD) e o limite de quantificacdo (LOQ) foram determinados
como sendo 0,31 e 0,93 umol L™, respectivamente. Esses valores permitem a andlise de
amostras de leite, uma vez que foi encontrada uma concentragdo de 6,2 pmol L' de SMX apos
a aplicagdo de SMX em bovinos por 12 h (Dinali, et al, 2020). Para analises exploratorias de
rotina de amostras alimentares, especialmente em laboratdrios com infraestrutura limitada, o
método BIA-AD proposto apresenta grande potencial como alternativa aos métodos analiticos
tradicionais (como cromatografia e espectroscopia), bem como em relacio aos métodos
eletroquimicos que requerem o uso de eletrodos modificados ou sistemas de detec¢do mais

complexos.
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5 DETERMINACAO INDIRETA DE CONCENTRACOES TRACO DE
AMOXICILINA EM AMOSTRAS AMBIENTAIS UTILIZANDO UM SENSOR
DESCARTAVEL, DE BAIXO CUSTO, FABRICADO POR MANUFATURA
ADITIVA

5.1 Introducio

Apesar de a AMX sofrer rapida hidrélise, formando diversos produtos de degradagao
(Gozlan; Rotstein e Avisar, 2013), varios estudos relatam que a remog¢ao da AMX em estagdes
de tratamento de esgoto ¢ frequentemente incompleta (Andreozzi et al., 2004). Boger et al.
(2021) detectaram a presenca de AMX em dois rios distintos no Brasil, com concentragdes
variando entre 0,18 ¢ 4,11 ug-L'. Além disso, Watkinson e colaboradores (Watkinson et al.,
2009) relataram a detecgdo de 6,94 pg-L™' de AMX no afluente de uma estagdo de tratamento
de 4guas residuais.

Nesse contexto, torna-se necessario o desenvolvimento de procedimentos sensiveis e
rapidos para a andlise de AMX em amostras de agua ambiental. Diversos métodos analiticos
tém sido reportados, incluindo técnicas cromatograficas (Boger et al., 2021; Matar, 2006),
espectroscopicas (Pajchel; Pawtowski; Tyski, 2002) e baseadas em fluorescéncia (Pawar et al.,
2017; Zhang et al., 2020b). Apesar da alta sensibilidade e dos baixos limites de deteccdo que
essas abordagens oferecem, elas demandam instrumenta¢do volumosa e de alto custo, sdo
demoradas e exigem pessoal altamente qualificado. Além disso, as técnicas cromatograficas
requerem processos de purificacdo de solventes e longos tempos de estabilizagdo (Hrioua et al.,
2021; Napoledo et al., 2016).

Procedimentos eletroanaliticos oferecem vantagens significativas na deteccdo de
poluentes emergentes, como a AMX, devido as suas caracteristicas, incluindo simplicidade,
baixo custo, rapidez na andlise e possibilidade de medicdes in loco (Cernat et al., 2015;
Crapnell; Adarakatti; Banks, 2023).

Neste trabalho, propomos uma abordagem inovadora para a quantificagdo de AMX em
amostras de agua (rios, lagos, dgua potavel e agua da torneira), utilizando eletrodos fabricados
por manufatura aditiva a partir de filamento condutivo comercialmente disponivel. Até onde
sabemos, este ¢ o primeiro estudo a explorar as propriedades adsorptivas da molécula de AMX
para sua deteccdo em niveis trago. A abordagem proposta envolve a adsorcao (pré-
concentracdo) da AMX na superficie do eletrodo, seguida de sua oxidacdo e posterior

quantifica¢do por meio da reducdo eletroquimica da quinona derivada da AMX (Chiu; Chang;
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Zen, 2009; Rezaei; Damiri, 2009), com subsequente reoxidagao utilizando voltametria de pulso
diferencial. Além disso, este estudo propde um mecanismo para a reducdo eletroquimica do

produto gerado durante o processo de oxidagdo eletroquimica da AMX.

5.2 Experimental

5.2.1 Reagentes e amostras

Todas as amostras aquosas foram preparadas utilizando agua deionizada com
resistividade ndo inferior a 18 MQ-cm (sistema Millipore Direct-Q3, MA, EUA). Todos os
reagentes utilizados eram de grau analitico e empregados sem purificacdo adicional. A AMX
(98 % p/p), tetraciclina (99,5 % p/p), ciprofloxacino (=99 % p/p), acido urico (99 % p/p),
ibuprofeno (99 % p/p), ureia (99 % p/p), fenol (>99,5 % p/p) e cloranfenicol (>98 % p/p) foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (Darmstadt, Alemanha). A sulfanilamida (99 % p/p) e o acido
ascorbico (99 % p/p) foram obtidos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). O paracetamol (98 %
p/p), a glicose (98 % p/p), o acido fosforico (85 % v/v) e o &cido acético (99,8 % v/v) foram
adquiridos da LabSynth (Diadema, Brasil). O hidréxido de sodio (98 % p/p) e o acido boérico
(99 % p/p) foram obtidos da AppliChem Panreac (Barcelona, Espanha). O CLA (102 % p/p)
foi adquirido da Copervet (Uberlandia, Brasil), e a solu¢do de nitrato de chumbo (1000 mg-L™")
foi obtida da SpecSol® (Sao Paulo, Brasil).

Concentragdes equimolares de acidos fosforico, borico e acético foram misturadas para
o preparo do tampao BR em diferentes valores de pH (4,0—10,0). Os valores de pH das solu¢des
foram ajustados utilizando solu¢cdo de NaOH 1 mol-L™'. As solugdes estoque de AMX (1,0
mmol-L™") foram preparadas diariamente por meio da dissolu¢do de quantidades apropriadas

do composto em tampao BR 0,2 mol-L! (pH = 10,0), seguida de dilui¢dao no eletrolito.

5.2.2 Preparo das amostras

As amostras de 4gua da torneira e d4gua potavel foram obtidas no laboratorio localizado
em Uberlandia, Minas Gerais, Brasil. As amostras de dgua de rio e agua de lago foram
coletadas, respectivamente, no rio Uberabinha e no Parque do Sabia, ambos situados na cidade
de Uberlandia (Minas Gerais, Brasil). O procedimento de preparo das amostras de agua da
torneira e agua potavel consistiu na adi¢do das concentragdes adequadas de reagentes para o
preparo de uma solugdo tampao Britton-Robinson (BR) 0,2 mol-L™" (pH = 6,5). Em contraste,

as amostras de agua de rio e de lago foram diluidas em propor¢ao 1:2 no eletrdlito de suporte.
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Todas as amostras foram analisadas antes e apds o enriquecimento com diferentes

concentragdes de AMX, utilizando o método de adi¢ao padrao.

5.2.3 Producio de eletrodos de trabalho por manufatura aditiva

Um filamento condutivo comercial composto por CB e PLA, adquirido da Protopasta®
(WA, EUA), foi utilizado para a impressao dos eletrodos de trabalho. Os eletrodos, com formato
de pirulito (Figura 30), foram impressos utilizando uma impressora 3D do tipo FFF,
especificamente o modelo FlashForge Dreamer NX (Sao José dos Campos, Brasil). Os
eletrodos impressos em 3D foram fabricados com bico de 0,6 mm, a temperatura de 210 °C,
com preenchimento de 100 %, altura de camada de 0,05 mm e velocidade de impressao de 70
mm-s~'. O uso de filamentos condutivos compostos por PLA apresenta vantagens, uma vez que
o PLA ¢ um material ambientalmente amigavel, combinando biodegradabilidade com
reciclabilidade. Pode ser compostado em condigdes industriais e reciclado em instalagdes

especializadas, constituindo uma alternativa sustentavel aos plasticos convencionais.

Figura 30. Eletrodo em formato pirulito impresso em 3D com filamento protopasta

1.5 mm

5.2.4 Medidas eletroquimicas

Todas as medidas eletroquimicas, incluindo CV e DPV, foram realizadas utilizando um
potenciostato/galvanostato PGSTAT128N (Eco Chemie, Metrohm, Paises Baixos), acoplado
ao software NOVA 2.1.7. Um fio de platina e um eletrodo de referéncia Ag|AgCl(s)KCl(sat.)
saturado foram utilizados como eletrodos auxiliar e de referéncia, respectivamente. As
medicoes eletroquimicas foram conduzidas na presenga de oxigénio dissolvido, a temperatura
ambiente. Antes do uso, os eletrodos de CB/PLA impressos em 3D foram ativados por meio de
um procedimento quimico/eletroquimico em meio alcalino, conforme descrito por Richter et
al. (Richter et al., 2019). Em resumo, esse tratamento consistiu na aplicacdo de um potencial de
+1,4 V vs. Ag|AgCl(s)|KCl(sat.) por 200 segundos, seguido de -1,0 V vs. Ag|AgCl(s)|KCl(sat.)
por mais 200 segundos, utilizando solu¢ao de NaOH 0,5 mol-L™' como eletrolito de suporte. O

procedimento de ativacdo e as analises subsequentes foram realizados apds a integragdo do
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eletrodo de trabalho CB/PLA impresso em 3D em uma célula eletroquimica também impressa
em 3D, previamente desenvolvida por nosso grupo de pesquisa (Richter et al., 2019). Nesse
sistema, a area superficial geométrica do eletrodo de trabalho foi definida de forma consistente
pelo didmetro interno (0,54 cm) de um anel de vedagao de borracha (O-ring), resultando em

uma area geométrica de 0,23 cm?. O custo estimado de produg@o de um unico eletrodo impresso

em 3D foi de US$ 0,18.

5.3 Resultados e discussao

5.3.1 Comportamento eletroquimico da AMX em eletrodos 3D ativados e nao ativados
Conforme previamente reportado, eletrodos fabricados por manufatura aditiva (AMEs,
do inglés “additively manufactured electrodes’), produzidos a partir de filamentos comerciais
de carbono, apresentam baixa atividade eletroquimica, evidenciada por elevada resisténcia a
transferéncia de carga e baixa resposta eletroquimica para sondas de esfera interna (Rocha et
al., 2022). Esse comportamento ¢ atribuido a baixa propor¢do de material condutivo
(aproximadamente 20 % em massa de CB) e a presenga significativa de material isolante (PLA)
(Abdalla; Patel, 2020; Richter et al., 2019). Nosso grupo de pesquisa demonstrou que a ativagao
quimica/eletroquimica em meio alcalino (solugdo de NaOH 0,5 mol-L™') melhora
significativamente o desempenho eletroquimico dos AMEs [30]. Essa melhoria ¢ atribuida a
dois fatores principais: a remog¢ao do PLA por meio de reacao de saponificagdo, que expde mais
sitios ativos, e a formacao de grupos oxigenados na superficie do eletrodo (Kalinke et al., 2020).
Essas alteracdes, em conjunto, potencializam a detec¢do eletroquimica de espécies-alvo ao
aumentar tanto a condutividade quanto a reatividade superficial do eletrodo (Rocha et al., 2022).
Em estudos previamente publicados (Richter et al., 2019; Rocha et al., 2022), foram
realizadas analises extensivas de caracterizagdo dos AMEs antes e apds o processo de ativagao
quimica/eletroquimica. Em resumo, todos os resultados indicaram melhorias significativas e
variagdes nas propriedades dos eletrodos apos o tratamento. As técnicas de caracterizacao
empregadas incluiram voltametria ciclica (indicando aumento da corrente detectada e redugao
da separacdo entre picos para sondas redox modelo), espectroscopia de impedancia
eletroquimica (demonstrando menor resisténcia a transferéncia de carga), microscopia
eletronica de varredura (revelando aumento da porosidade e maior disponibilidade de
nanoparticulas de CB), espectroscopia no infravermelho com reflectdncia total atenuada
(confirmando a remocao da matriz polimérica) e espectroscopia de fotoelétrons por raios X

(mostrando reducdo nos sinais de grupos C-C e C-O-C, com aumento nos sinais
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correspondentes a grupos funcionais como C=C e O—C=0). Para verificar se esse efeito também
ocorre na deteccao da AMX, o perfil eletroquimico de uma solugdo de AMX 0,4 mmol-L™! em
tampao BR 0,2 mol-L™" (pH = 6,5) foi avaliado utilizando ambos AMEs ativados e nao ativados,
conforme mostrado na Figura 31A. Antes do tratamento, foi observado um pico de oxidagao
pouco definido (linha preta continua) em potenciais entre +0,8 e +1,2 V s,
AglAgCl(s)[KCl(sat.). Em contraste, apds o tratamento, um pico anddico bem definido foi
observado para a AMX em aproximadamente +0,94 V vs. Ag|/AgCl|(s)KCl(sat.) (linha
vermelha na (Figura 31A), com um aumento substancial na corrente do pico anddico (quatro
vezes maior). E importante destacar que, nos AMEs ativados, o potencial de pico foi deslocado
para valores menos positivos, indicando uma atividade eletrocatalitica significativamente
aprimorada ap0s o tratamento. Segundo a literatura (Chang et al., 2010), esse comportamento
estd associado a interacdo quimica entre os grupos contendo oxigénio presentes na superficie

do eletrodo e os centros reativos das moléculas avaliadas durante o processo eletroquimico.

Figura 31. (A) Varreduras de CV (+0,6 V— 0,0 V — +1,3 V — +0,6 V) registradas utilizando
eletrodos impressos em 3D ndo ativados (linha preta) e ativados (linha vermelha); e (B) trés
varreduras sucessivas de CV (primeira, segunda e terceira representadas pelas linhas preta,
vermelha e azul, respectivamente) registradas com o eletrodo impresso em 3D ativado na
presenga de AMX 0,4 mmol-L™'. As linhas tracejadas representam a analise do branco.
Eletrolito de suporte: tampao BR 0,2 mol-L™ (pH = 6,5). Parametros da CV: velocidade de
varredura = 50 mV-s™'; incremento de potencial =5 mV.
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O comportamento eletroquimico da AMX também foi investigado por meio de
varreduras sucessivas de CV, com o objetivo de compreender melhor suas interagcdes com a
superficie do eletrodo da AME ativado. Para essa investigagao, as varreduras de CV na presenga
de AMX foram registradas em uma faixa de potencial entre 0,0 V e +1,30 V (vs.
Ag|AgCl(s)KCl(sat.)), iniciando a primeira varredura de +0,6 V até 0,0 V, conforme mostrado
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na Figura 31B. A varredura catddica inicial ndo revelou nenhum processo eletroquimico. Em
contraste, a primeira varredura anodica apresentou o pico de oxidagdo mencionado
anteriormente em +0,94 V (Ox1). Durante a segunda varredura catddica, surgiu um par redox
(Red1/0x2, em +0,12 V / +0,15 V, respectivamente), indicando que esses processos estao
diretamente associados ao produto de oxida¢do da AMX (a quinona correspondente) formado
em +0,94 V.

Conforme relatado na literatura, o pico voltamétrico em +0,94 V corresponde a
eletrooxidacao do grupo fendlico presente na molécula de AMX, formando um radical fenoxi
que, posteriormente, ¢ convertido em seu derivado quinona correspondente (Absalan; Akhond
e Ershadifar, 2015; Wong et al., 2020). Esse derivado quinona pode ser convertido
reversivelmente em hidroquinona por meio de um processo envolvendo dois protons e dois
elétrons (Absalan; Akhond; Ershadifar, 2015; Cobb et al., 2019), originando o par redox
Red1/0Ox2 (Figura 31B). O radical fendxi também pode sofrer reacdes de acoplamento e
entrecruzamento, resultando na formagao de uma camada eletropolimerizada passivante, o que
leva ao envenenamento do eletrodo durante a eletrooxidagdo de compostos fendlicos (Park;
Eun, 2016; Santos; Bergamini; Zanoni, 2008; Yang et al., 2013). A diminui¢do progressiva
observada na intensidade do pico de AMX em +0,94 V ao longo das varreduras sucessivas
(Figura 31B) corrobora esse caminho reacional. Assim, o comportamento voltamétrico ciclico
da AMX no eletrodo AME ativado estd em conformidade com estudos anteriores, que propdem
que a eletrooxidagdo da AMX segue os caminhos reacionais representados no Esquema 3.

A instabilidade do sinal voltamétrico da AMX em +0,94 V, causada pelo
envenenamento do eletrodo, torna a eletrooxidagdo direta inadequada para a determinacao da
AMX. Em contraste, o sinal voltamétrico estavel do par quinona/hidroquinona (inserto da
Figura 31B) indica que a determinagdo indireta, via quinona derivada da AMX, representa uma
abordagem mais promissora. Portanto, estudos voltamétricos adicionais desse par redox foram
conduzidos com o objetivo de investigar o mecanismo e a aplicabilidade analitica do processo

redox.
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Esquema 3. Caminhos reacionais da eletrooxidacdo da AMX na superficie do eletrodo AME
ativado, com base em (Absalan; Akhond; Ershadifar, 2015).
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5.3.2 Efeito do pH e da velocidade de varredura (v) na reducio eletroquimica da

quinona derivada da AMX utilizando o eletrodo AME ativado

A influéncia do pH em todos os processos eletroquimicos envolvidos (oxidagdo direta
da AMX, redugdo da quinona derivada da AMX e subsequente oxidagdo da hidroquinona
formada) foi avaliada por meio de DPV (Figura 32A), utilizando solu¢des de AMX 2.5
umol-L~" em tampdo BR 0,12 mol-L™! (pH = 4,0-10,0). Neste estudo, uma varredura anddica
inicial de DPV (0,0 V a+1,3 V) foi realizada para oxidar a AMX adsorvida e gerar seu derivado
quinona. Em seguida, foi realizada uma varredura catddica (+1,3 V a -0,2 V) para reduzir a
quinona derivada da AMX formada durante a varredura anddica. Por fim, uma segunda
varredura anédica de DPV (0,0 V a +1,3 V) foi conduzida para oxidar o derivado hidroquinona
produzido na etapa catddica anterior. Os resultados revelaram que os processos sdo dependentes
do pH em toda a faixa avaliada, com deslocamento dos potenciais para valores menos positivos
a medida que o pH aumenta, em todos os trés processos eletroquimicos. As inclina¢des
observadas nos graficos de Ep vs. pH foram de aproximadamente 70 mV, 69 mV e 69 mV-pH™'
para a oxidagdo direta da AMX (Ox1), reducdo da quinona formada (Redl) e oxidacdo da
hidroquinona formada (Ox2), respectivamente (Figura 32B). Essas informagdes sugerem que
todos os processos eletroquimicos envolvem o mesmo numero de elétrons e prétons, em

concordancia com a conversdo de dois elétrons e dois prétons da AMX para seu derivado
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hidroquinona, bem como com a conversao quinona/hidroquinona de dois elétrons e dois protons
proposta na literatura (Absalan; Akhond; Ershadifar, 2015; Cobb et al., 2019) e ilustrada no

Esquema 3.

Figura 32. (A) Varreduras de DPV com corre¢do de linha de base (0,0 Va+1,3V;+1,3Va-
0,2 V;e0,0Va+1,3 V) obtidas com eletrodo ativado impresso em 3D, utilizando AMX 2,5
umol-L™" em solugdes de tampao BR 0,12 mol-L™' com diferentes valores de pH (4,0 a 10,0);
respectivas (B) curvas de Ep vs. pH (R? = 0,972 — inclinagdo = 70 mV-pH'; R* = 0,994 —
inclinagdo = 69 mV-pH'; R? = 0,999 — inclina¢do = 69 mV-pH™) e (C) curvas de Ip vs. pH
para a oxidagao direta da AMX (Ox1, quadrado preto), reducao da quinona derivada da AMX
(Redl1, triangulo azul) e oxidagdo da hidroquinona formada (Ox2, circulo vermelho),
respectivamente. Pardmetros da DPV: amplitude de modulacdo (a) = 60 mV, tempo de
modulagdo (tm) = 50 ms e incremento de potencial (AEs) =5 mV.
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Outro fato importante deste estudo (Figura 32C) foi que a maior corrente de pico para o
par redox quinona/hidroquinona foi observada na faixa de pH entre 6,0 e 7,0.
Consequentemente, estudos adicionais de otimizagdo foram realizados utilizando tampao BR
0,12 mol-L™" nos pHs 6,0, 6,5 e 7,0 (Figura 33A), bem como com variagdes na concentragao

do tampao BR (Figura 33B). A condic¢do 6tima, maior corrente de pico e menor valor de desvio
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padrdo relativo (RSD), foi obtida utilizando tampao BR 0,20 mol-L™! em pH 6,5, o qual foi

selecionado como eletrolito de suporte para os experimentos subsequentes.

Figura 33. (A) Varreduras de DPV com corre¢do de linha de base registradas com o eletrodo
ativado impresso em 3D na presenca de AMX 2,5 umol-L™!, em solugdes de tampao BR 0,12
mol-L™" com diferentes valores de pH (6,0 — linha preta; 6,5 — linha vermelha; ¢ 7,0 — linha
azul); (B) Varreduras de DPV com corregdo de linha de base registradas com o eletrodo ativado
impresso em 3D na presenca de AMX 2,5 umol-L™" em diferentes concentragdes de tampao BR
apH =65 (0,12; 0,2 e 0,3 mol-L™' — linhas preta, vermelha e azul, respectivamente).
Parametros da DPV: amplitude de modulagao (a) = 60 mV, tempo de modulagdo (tm) = 50 ms
e incremento de potencial (AEs) =5 mV.
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Posteriormente, o efeito da velocidade de varredura (5,0 a 50,0 mV-s™') na reducao
eletroquimica da quinona derivada da AMX foi investigado por meio de CV em tampao BR 0,2
mol-L™* (pH = 6,5), na presenca de AMX 0,2 mmol-L (Figura 34). Conforme mostrado na
Figura 34C, foi obtida uma relagdo linear entre Ipc e v (R* = 0,995), indicando um processo
eletroquimico envolvendo espécies adsorvidas. Além disso, o grafico de log Ip vs. log v (Figura
34B) apresentou uma inclinagdo de 1,1, confirmando que a quinona derivada da AMX
permanece adsorvida na superficie do eletrodo (Cortés; Trivifio € Arancibia, 2023). Portanto, a
capacidade do eletrodo AME ativado de pré-concentrar a quinona derivada da AMX em sua
superficie por meio de adsor¢do ¢ vantajosa para aplicagdes eletroanaliticas, pois

potencialmente aumenta a sensibilidade e reduz os limites de deteccao.
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Figura 34. (A) Varreduras de CV obtidas em diferentes velocidades de varredura (5,0 — 50,0
mV-s™), utilizando solu¢ao tampao BR 0,2 mol-L™! (pH 6,5) como eletrolito de suporte.
Potencial inicial: —0,05 V; potencial de vértice superior: +1,3 V; potencial de vértice inferior: —
0,05 V; concentracdo de AMX: 0,4 mmol-L. (B) Grafico de log Ipc vs. log v. (C) Grafico de
Ipc vs. v.
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5.3.3 Determinacio eletroquimica da AMX

Como o foco desta pesquisa foi a determinacdo da AMX por meio do monitoramento
da reducdo da quinona formada durante o processo de oxidacdo prévia, alguns pardmetros
eletroquimicos foram otimizados utilizando a técnica de DPV. A técnica de voltametria de onda
quadrada (SWV) também foi avaliada para a determinacao da AMX; no entanto, os resultados
obtidos apresentaram baixa repetibilidade. Inicialmente, foram realizados estudos para
identificar o melhor potencial anddico a ser aplicado no inicio da varredura catddica, capaz de
oxidar a AMX e gerar seu produto de oxidagao (quinona derivada da AMX). A Figura 35Figura
35 apresenta os resultados de DPV para varreduras catodicas iniciadas em diferentes potenciais
(+1,5 a +0,8 V). Conforme observado, o maior pico catddico para a redugdo da quinona

derivada da AMX foi obtido com potencial inicial de +1,3 V vs. Ag|AgCI(s)KCl(sat.) (Figura
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35A e 35B). Isso indica que, durante a varredura catodica de DPV (entre +1,3 V ¢ +0,9 V), toda
a AMX adsorvida na superficie do eletrodo ¢ eficientemente oxidada. Assim, o valor de +1,3 V

foi selecionado como potencial inicial das varreduras catddicas nos ensaios subsequentes.

Figura 35. Varreduras de DPV com corregdo de linha de base iniciadas em diferentes potenciais
(+1,5 a +0,8 V), obtidas com o eletrodo ativado impresso em 3D, na presenca de AMX 2,5
umol-L™" em solu¢dao tampao BR 0,2 mol-L™' (pH 6,5). Parametros da DPV: amplitude de
modulagdo (a) = 60 mV, tempo de modulacao (tm) = 50 ms e incremento de potencial (AEs) =
SmV.
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Outro parametro que também influenciou a intensidade da redu¢ao da quinona derivada
da AMX foi o tempo de contato entre a solu¢do de AMX e a superficie do eletrodo (com
agitacdo da solugdo), antes do inicio da andlise, comumente conhecido como tempo de
acumulagdo. A Figura 36A exibe as varreduras de DPV, enquanto a Figura 36B apresenta o
grafico da relagcdo entre Ipc e o tempo de acumulacdo (em potencial de circuito aberto),
utilizando uma solugdo de AMX 0,5 pmol-L™'. Conforme observado, a intensidade do pico
catodico associado a quinona derivada da AMX aumentou até 80 segundos (Figura 36B). Apos
esse tempo, o sinal permaneceu constante. Consequentemente, 80 segundos foi selecionado

como tempo de acumulacdo antes do inicio da analise.
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Figura 36. (A) Varreduras de DPV com corre¢@o de linha de base registradas com o eletrodo
ativado impresso em 3D na presenca de AMX 0,5 umol-L™, utilizando tampao BR 0,2 mol-L™*
(pH 6,5) como eletrolito de suporte. As medigdes foram realizadas com diferentes tempos de
acumulagdo (20 a 180 s) em potencial de circuito aberto. (B) Relagao entre Ipc e o tempo de

acumulagdo. Parametros da DPV: amplitude de modulacao (a) = 60 mV, tempo de modulagao
(tm) = 50 ms e incremento de potencial (AEs) =5 mV.
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Em seguida, os parametros da técnica de DPV (incremento de potencial, amplitude e
tempo de modulacdo) foram sistematicamente otimizados por meio de avaliagdo univariada,
com foco em seu efeito sobre a intensidade de corrente voltamétrica e o formato dos picos.
Esses estudos foram realizados utilizando AMX 2,0 umol-L™! em tampao BR 0,2 mol-L™! (pH
= 6,5), conforme mostrado nas Figuras 37A1-C1. O melhor desempenho analitico foi obtido

com as seguintes condi¢des otimizadas: incremento de potencial de 6 mV, amplitude de 50 mV

e tempo de modulagdo de 90 ms.

97



Figura 37. Otimizagdo dos parametros da técnica DPV. Varreduras de DPV com corregdo de
linha de base registradas com o eletrodo ativado impresso em 3D, na presenca de AMX a 2,0
pmol-L™" em tampdo BR 0,2 mol-L™! (pH = 6,5), com varia¢des no incremento de potencial
(A), amplitude de pulso (B) e tempo de modulacao (C). Os efeitos do incremento do potencial,
da amplitude de pulso e do tempo de modulacao sobre a corrente de pico e a largura a meia
altura estdo apresentados nas Figuras 36 A1, Bl e C1, respectivamente.
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Considerando o comportamento eletroquimico da AMX (Figura 31B), que envolve

processos distintos, oxidagdo direta da AMX (Ox1), redugdo da quinona derivada da AMX

(Redl) e sua reoxidacdo (Ox2), esses processos podem ser monitorados sequencialmente na

superficie do eletrodo impresso em 3D. Assim, sob condi¢des otimizadas, curvas de calibragdo
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baseadas nos processos eletroquimicos da AMX foram realizadas utilizando o eletrodo
impresso em 3D. Para isso, foi estabelecido o seguinte protocolo: (i) tempo de acumulagdo de
80 s em potencial de circuito aberto (com agitagdo); (ii) varredura catdodica de DPV de +1,3 V
a 0,0 V; e (ii1) varredura anddica de DPV de 0,0 V a +1,3 V. A etapa de oxidagdo direta da
AMX, devido a sua baixa sensibilidade, ndo foi utilizada para a sua determinagdo. A oxidacao
da AMX adsorvida na superficie do eletrodo, responsavel pela formagao da quinona derivada,
ocorre no inicio da varredura catodica de DPV, conforme evidenciado nas figuras 35A ¢ 35B).
A Figura 38 Figura 38 A apresenta as varreduras sequenciais catddica (+1,3 Va 0,0 V) e anddica
(0,0 Va+1,3V)de DPV obtidas para solugdes com concentragdes crescentes de AMX (0,1 a
5,0 umol-L™"). A Figura 38B mostra as curvas de calibragdo correspondentes a redugdo da
quinona derivada da AMX (+0,16 V; Red1) e para sua reoxidag@o subsequente (+0,11 V; Ox2).
Nessa faixa de concentragdo de AMX (0,1-5,0 umol-L™"), a sensibilidade obtida com a
oxidacdo direta da AMX foi insuficiente para gerar uma curva de calibragdo, conforme
evidenciado pela baixa intensidade do pico em +0,82 V (Ox1 na Figura 38A). A calibragdo
baseada na oxidag¢do direta da AMX em +0,82 V foi vidvel apenas em uma faixa de

concentracdo muito mais elevada (2,0-30,0 pmol-L™"), como pode ser observado nas figuras

39A e 39B.

Figura 38. (A) Varreduras sequenciais automatizadas de DPV realizadas com eletrodo ativado
impresso em 3D, registradas na direcao catodica (+1,3 V a 0,0 V) para deteccao de
Redl(reducdao da quinona derivada da AMX) e na direcdo anddica (0,0 V a +1,3 V) para a
deteccao de Ox2 (reoxidacao da quinona) e Ox1 (oxidagdo direta da AMX), utilizando solugdes
com concentragdes crescentes de AMX (0,1 a 5,0 umol-L™"). (B) Curvas de calibracdao para
Redl (+0,16 V; R*=0,999), Ox2 (+0,11 V; R*=0,995), e para a soma dos valores em modulo
das correntes |[Redl| + |Ox2| (R? = 0,999). Eletrolito de suporte: tampao BR 0,2 mol-L™* (pH
6,5); amplitude de modulagdo (a) = 50 mV, tempo de modulagdo (tm) = 90 ms e incremento de
potencial (AEs) = 6 mV; tempo de acumulacdao: 80 s em potencial de circuito aberto sob
agitacdo (antes do inicio da andlise).
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Figura 39. (A) Varreduras de DPV com correg@o de linha de base registradas com o eletrodo
impresso em 3D para as seguintes solugdes: (linha preta) solugdo branca contendo apenas o
eletrélito de suporte e concentragdes crescentes de AMX (vermelho a ciano: 2,0 a 30,0
umol-L™"). (B) Curva de calibragdo correspondente ao sinal anddico (pico de oxidagao direta
da da AMX, Ox1), com R? = 0,985. Eletrolito de suporte: tampao BR 0,2 mol-L™" (pH 6,5);
amplitude de modulagdo (a) = 50 mV, tempo de modulagao (tm) = 90 ms e incremento de
potencial (AEs) = 6 mV.
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Esses resultados destacam a eficacia da detecgdo indireta da AMX (via redugdo do
derivado quinona) utilizando um eletrodo impresso em 3D nao modificado. A Tabela 11 resume
e compara os parametros analiticos obtidos a partir dessas curvas de calibragdo, incluindo
linearidade, sensibilidade, faixa linear, limite de deteccdo (LOD), limite de quantificacio
(LOQ), bem como precisdo intraeletrodo e interdiaria (entre dias). O LOD foi estimado com
base na defini¢ao da IUPAC (30/s), onde ¢ € o desvio padrdao do coeficiente linear obtido pela
curva analitica e s € a sensibilidade analitica da curva (inclinacao).

Além de oferecer alta sensibilidade e baixo limite de detecgdo, a determinagao indireta
da AMX contribui para evitar os efeitos de passivagdo associados a eletrooxidacdo direta da
AMX, resultando em melhor repetibilidade do método. A precisado intra-eletrodo do método de
DPV proposto foi avaliada por meio de dez medicdes repetidas (n = 10) em dois niveis de
concentracdo de AMX: (i) 0,2 umol-L™" (Figura 40A) e (ii) 5,0 umol-L™' (Figura 40B). Os
valores de desvio padrdo relativo (RSD) foram de 3,5% e 1,8% para 0,2 e 5,0 umol-L™,
respectivamente, demonstrando elevada precisdo do método proposto. A precisdo entre dia
também foi avaliada com base nos valores de inclinagdo obtidos a partir de curvas de calibragdo
construidas em trés dias distintos (n = 3) (Figura 41 A—C). Foi obtido um valor de RSD inferior
a 4,4%, confirmando a robustez e reprodutibilidade do método proposto para a determinagao
da AMX por meio da redu¢do da quinona derivada, utilizando um eletrodo ativado impresso

em 3D.
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Tabela 11. Compara¢do dos parametros analiticos obtidos para todos
eletroquimicos da AMX.

0S Processos

Parametros analiticos Reat O O |Red1|+Ox2
(+0.16 V) (+0.11V) (+0.82 V)
R? 0.999 0.994 0.985 0.999

Inclinagido (uA L pmol L)  -0.162+0.001  0.0986+0.002 0.0112+0.0005  0.268+0.0002

Intercepto (nA) 0.008 £0.002  0.004+0.004 -0.0021£0.006 -0.0013+0.0001

Faixa linear (umol L) 0.1-5.0 0.1-5.0 2.0-30.0 0.1-5.0
LOD (umol L) 0.05 0.12 0.44 0.01
LOQ (umol L) 0.15 0.36 1.31 0.03

Figura 40. Respostas de DPV com corre¢do de linha de base (n = 10) registradas com o eletrodo
impresso em 3D para AMX em solu¢do tampao BR 0,2 mol-L™' (pH 6,5). (A) AMX 0,2
pmol-L™". (B) AMX 5,0 pmol-L'. Parametros de DPV: amplitude de modulacdo (a) =50 mV,

tempo de modulagdo (tm) = 90 ms e incremento de potencial (AEs) =6 mV.
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Figura 41. Varreduras de DPV com corre¢ao de linha de base registradas com trés diferentes
eletrodos ativados impressos em 3D (A — C), em concentracdes crescentes de AMX (0,1 a 5,0
pumol-L™"), em solugdo tampao BR 0,20 mol-L™" a pH 6,5. As respectivas curvas de calibragio
estao apresentadas em Al a Cl. Parametros da DPV: amplitude de modulagdo (a) = 50 mV,
tempo de modulagdo (tm) = 90 ms e incremento de potencial (AEs) =6 mV.
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5.3.4 Espécies interferentes

Diversos compostos que podem estar presentes em amostras ambientais, incluindo
chumbo (Pb), fenol (Ph), glicose (Gl), 4cido ascérbico (AA), acido urico (UA), ibuprofeno
(IBU), clavulanato (CLA), paracetamol (PAR), cloranfenicol (CLO), sulfanilamida (SUL),
tetraciclina (TET) e ciprofloxacino (CIP). Com isto, tais compostos foram avaliados como
possiveis espécies interferentes na deteccdo da AMX utilizando o eletrodo ativado impresso em
3D (Figura 42). As respostas eletroquimicas de todas as espécies interferentes avaliadas e da

AMX foi comparada sob condi¢des otimizadas (todas em 2,0 umol-L™"), utilizando os trés
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processos eletroquimicos: oxidacdo direta da AMX (Ox1), reducdo da quinona derivada da
AMX (Redl) e reoxidagdo da hidroquinona formada (Ox2).

Entre as espécies interferentes avaliadas, apenas a sulfanilamida e o fenol afetaram
diretamente o sinal de redugdo da quinona derivada da AMX. No entanto, com o uso combinado
dos trés processos eletroquimicos caracteristicos da AMX, foi possivel discriminar a AMX de
todas as moléculas interferentes avaliadas. A importancia da detec¢do indireta da AMX torna-
se particularmente evidente na presenga de espécies interferentes como o fenol e o
ciprofloxacino, que também sao oxidados em +0,83 V (Ox1). Caso a detec¢ao da AMX fosse
baseada exclusivamente por sua oxidagdo direta, essas espécies atuariam como interferentes.
Isso reforca a vantagem adicional de monitorar a AMX tanto por meio da reducdo de seu
derivado quinona na varredura catodica (+0,16 V) quanto por sua reoxidagdo na varredura
anddica (+0,11 V). Assim, o método proposto demonstra sua eficicia e sua seletividade,
consolidando-se como uma ferramenta confiavel para a detecgdo da AMX em amostras

ambientais complexas.

Figura 42. Varreduras de DPV com correcdo de linha de base registradas realizadas com
eletrodo ativado impresso em 3D, na presenca de AMX (2,0 umol-L™") e de espécies
potencialmente interferentes comumente encontradas em amostras ambientais. (A) Varreduras
catodicas: deteccao da redugdo da quinona derivada da AMX (Red1). (B) Varreduras anddicas:
deteccao da reoxidacao da hidroquinona formada (Ox2) e da oxidagdo direta da AMX (Ox1).
Eletrolito de suporte: solugdo tampao BR 0,20 mol-L' em pH 6,5. Parametros da DPV:
amplitude de modulagdo (a) = 60 mV, tempo de modulacao (tm) = 50 ms e incremento de
potencial (AEs) =5 mV.
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5.3.5 Determinacio de AMX por DPV em amostras de agua

Para avaliar a aplicabilidade analitica do método proposto, seu desempenho foi testado
na determinagao de AMX em amostras de agua, ap6s etapas minimas de preparo de amostra.
Para as amostras de 4gua da torneira e agua potavel, o preparo envolveu a adi¢ao de reagentes
para obtenc¢do de uma solucdo contendo tampao BR 0,2 mol-L™! em pH 6,5. As amostras de
agua de rio e de lago foram diluidas duas vezes no eletrdlito de suporte.

Todas as amostras de 4gua foram analisadas antes e ap0s o enriquecimento com solugdes
padrao de AMX em trés niveis de concentracao (0,5; 0,75 e 1,25 umol-L™), utilizando o método
de adicao padrio. Os resultados estdo apresentados na Tabela 11.

As figuras 43A—C mostram as respostas voltamétricas obtidas na analise das amostras
de 4gua de lago, enquanto as figuras 43A1-C1 exibem as respectivas curvas de calibragdo. As
respostas voltamétricas e curvas de calibracao para as demais amostras estdo apresentadas nas
Figuras 43.1-43.3. Os dados da Tabela 12 demonstram os valores de recuperagao satisfatorios
obtidos para os trés niveis de concentragdo avaliados, confirmando a exatidao e aplicabilidade

do método desenvolvido utilizando o eletrodo impresso em 3D.
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Figura 43. Voltamogramas de DPV com correcdo de linha de base registrados utilizando o
eletrodo ativado impresso em 3D para amostra de agua de lago enriquecida com AMX nos
seguintes niveis de concentragdo: (A) 0,5; (B) 0,75; e (C) 1,25 pmol-L, diluida duas vezes no
eletrolito de suporte. A linha preta corresponde a amostra diluida no eletrolito de suporte. As

figuras A1, B1 e C1 apresentam as respectivas curvas de calibragdo (R? =0,998; R? =0,996; e
R?= 0,994, respectivamente).
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Figura 43.1. Voltamogramas de DPV com correcdo de linha de base registrados utilizando o
eletrodo impresso em 3D para amostra de 4gua de rio enriquecida com solugdo padrao de AMX.
(A) amostra enriquecida com 0,0 pmol-L™' de AMX (linha preta); amostra enriquecida com
0,5; 0,75 e 1,25 umol-L™ de AMX (linha vermelha: A, B e C, respectivamente), com adigao

sequencial de solugdes padrao de AMX em concentragdes crescentes. (Al, Bl e C1) curvas de
calibragdo correspondentes.
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Figura 43.2. Voltamogramas de DPV com correc¢do de linha de base registrados utilizando o
eletrodo impresso em 3D para amostra de 4gua da torneira enriquecida com solugdo padrdo de
AMX. (A) amostra enriquecida com 0,0 umol-L™' de AMX (linha preta); amostra enriquecida
com 0,5; 0,75 e 1,25 pmol-L' de AMX (linha vermelha: A, B e C, respectivamente), com

adi¢ao sequencial de solugdes padrao de AMX em concentragdes crescentes. (Al, Bl e C1)

curvas de calibragdo correspondentes.
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Figura 43.3. Voltamogramas de DPV com correcdo de linha de base registrados utilizando o
eletrodo impresso em 3D para amostra de dgua potavel enriquecida com solucdo padrao de
AMX. (A) amostra enriquecida com 0,0 umol-L™' de AMX (linha preta); amostra enriquecida
com 0,5; 0,75 e 1,25 pmol-L' de AMX (linha vermelha: A, B e C, respectivamente), com

adi¢ao sequencial de solugdes padrao de AMX em concentragdes crescentes. (Al, Bl e C1)

curvas de calibragdo correspondentes.
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Tabela 12. Resultados obtidos nos estudos de adi¢@o e recuperagdo realizados com quatro
diferentes amostras de dgua e trés niveis de concentragdo distintos.

Amostra Valor Valor Valor Recuperacao
encontrado adicionado encontrado (%)
(umo L) (umo L)
0.50 0.43+0.03 86+7
Agua de <LOD 0.75 0.78+0.02 104+2
torneira 1.25 1.33+0.04 106+3
0.50 0.42+0.01 84+1
Agua de beber <LOD 0.75 0.76+0.05 101+7
1.25 1.40+0.01 112+1
0.50 0.41+0.01 82+2
Agua do rio* <LOD 0.75 0.63+0.006 84«1
1.25 1.06+0.04 85+4
0.50 0.50+0.04 100+8
Agua de lago* <LOD 0.75 0.68+0.01 91+1
1.25 1.02+0.05 82+5

* Diluido duas vezes na célula eletroquimica

5.3.6 Comparacio do método proposto com outros relatados na literatura

O desempenho eletroquimico do método proposto, em termos de limite de detec¢do
(LOD) e faixa linear de resposta, utilizando um eletrodo ativado impresso em 3D, foi
comparado com o de outros sensores eletroquimicos descritos na literatura para determinagao
de AMX. Conforme apresentado na Tabela 13, os sensores relatados em estudos anteriores sao,
em geral, mais onerosos, além de frequentemente requererem multiplas etapas de modificacao
e/ou fabricagdo complexas, dificultando sua reprodutibilidade em larga escala. Além disso, a
maioria dos estudos baseia-se na oxidagao direta da AMX para sua quantifica¢do, com excegao
do estudo (Santos, et al., 2008), que empregou o mesmo par redox (Red1/0x2) empregado no
presente estudo. No entanto, os valores de LOD e LOQ reportados por esse estudo foram
superiores aos obtidos com o método proposto, evidenciando o desempenho aprimorado da
abordagem aqui desenvolvida, capaz de detectar e quantificar concentragdes mais baixas de

AMX.
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Os melhores LOD foram relatados para sensores eletroquimicos que empregam técnicas
de redissolucdo apds a pré-concentragdo por adsor¢do, com detec¢do realizada por SWV
(Brahman; Dar; Pitre, 2013; Fouladgar et al., 2011). No entanto, esses estudos utilizaram
eletrodos modificados, cuja construgdo envolve etapas de fabricagdo complexas e laboriosas,
resultando em reprodutibilidade entre dispositivos. O método proposto neste trabalho
apresentou um LOD competitivo, comparavel aos valores relatados em outros estudos (Ensafi;
Allafchian; Rezaei, 2012) e superior aos alcancados na maioria das determinagdes
eletroquimicas previamente reportadas (Chen et al., 2019; Deroco; Rocha-Filho; Fatibello-
Filho, 2018; Kumar; Rosy; Goyal, 2017; Ojani; Raoof; Zamani, 2012; Pollap et al., 2018;
Rezaei; Damiri, 2009; Santos; Bergamini; Zanoni, 2008). Destaca-se, ainda, que o desempenho
analitico do método proposto ¢ adequado para a anélise de amostras ambientais de dgua, pois
possibilita a detec¢do em niveis de concentragdo tracos eventualmente encontrados nessas
matrizes. Essa caracteristica, combinada a sua simplicidade operacional e ao baixo custo,

destaca sua aplicabilidade pratica na quantificagdo de AMX em cenarios ambientais reais.
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Tabela 13. Comparacio do desempenho eletroquimico do eletrodo impresso em 3D proposto
com o de outros trabalhos previamente reportados na literatura para a detec¢do de AMX.

Faixa linear LOD
Técni Eletrod Ref.
écnica etrodo (mol L) (mol L) e

Chron. Ni/CR/CPE 8.0-100.0 50 (Ojani et al.,

2012)
0.6-28.0 (Rezaei &
FISASV. - MWENTS-GEE 150 - 80.0 02 Damiri, 2009)
PGA/3D- (Chen et al.,
.0 —60. A1
SWV GE/GCE 2.0-60.0 0.118 2019)
SWV CB-DHP/GC  2.0-16.1 0.12 (Deroco et al,
2018)
AuNP-PdNP- (N. Kumar et
SWV ErGO 30.0 —350.0 9.0 al., 2017)
CV/DPAdASV 2.0-6.5 0.00035 (Brahman et al.,
PyF-CPE
CV/SWAdSV 2.0-6.5 0.00073 2013)
FeCr,0* 0.1 -10.0 (Ensafi et al.,
DPV MWCNTs 10.0—70.0 0.05 2012)
0.03-0.35 (Fouladgar et
SWvV FDCCNTPE 0.5 32.70 0.0087 al., 2011)
cv Ti02/CMK- 0.5-25 0.3 (Pollap et al.,
3/AuNPs/Nafion  2.5-133.0 ’ 2018)
(D. P. Santos et
SWV PGA/GLU 2.0-25.0 0.92 al., 2008)
(Rosy & Goyal,
SWV EPPG 5.0-500.0 0.84 2015)
El
DPV etrodo 0.1-5.0 0.01 Este trabalho

impresso 3D

Chron.: chronoamperometry. Ni/CR/CPE: Ni—curcumin on the carbon paste electrode.
MWCNTSs-GCE: multiwalled carbon nanotubes modified glass carbon electrode. EIS-ASV:
electrochemical impedance spectroscopy and adsorptive stripping voltammetry. PGA/3D-
GE/GCE: polyglutamic acid/three-dimensional graphene/glassy carbon electrode. CB-DHP/GC:
carbon black—dihexadecylphosphate/glassy carbono. AuNP-PANP-ErGO: gold-palladium
nanoparticles decorated electrochemically reduced graphene oxide. Co@CNFs-Ag: bimetallic
nanoparticles Co-Ag nanoparticles carbon nanofibers. PyF-CPE: polyaniline film modified
carbon past electrode carbon past electrode. cyclic voltammetry (CV), differential pulse adsorptive
stripping voltammetry (DPAdSV), and squarewave adsorptive stripping voltammetry (SWAdSV).
EPPG: edge plane pyrolytic grafite. FeCr204—MWCNTs: FeCr204 - multiwall carbon nanotubes.
FDCCNTPE: ferrocenedicarboxylic acid modified carbon natubes paste electrode. TiO2/CMK-
3/AuNPs/Nafion: titantum  dioxide sol/ CMK-3-type mesoporous carbon/gold
nanoparticles/Nafion. PGA/GLU: glutaraldehyde cross-linked polyglutamic acid modified glassy
carbon electrode.
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5.3.7 Conclusdes parciais

Neste estudo, foi desenvolvido um procedimento eletroquimico sensivel, estavel,
rapido, e preciso para o monitoramento de concentragdes tragco de AMX (em amostras
ambientais, com um limite de detecgao (LOD) de 10 nmol-L™'. O preparo das amostras foi
simples, envolvendo apenas adi¢cao de tampao ou dilui¢do no eletrolito de suporte. A estratégia
analitica proposta baseou-se na pré-concentracdo da AMX por adsor¢do na superficie do
eletrodo, em potencial de circuito aberto por 80 segundos com agitacdo, seguida pela
eletrooxidacdo da AMX a seu derivado quinona. A subsequente redu¢do da quinona formada
forneceu o sinal analitico utilizado para a quantificagdo indireta da AMX.

Essa estratégia aumentou significativamente a seletividade do método, permitindo o uso
de eletrodos impressos em 3D, ndo modificados, fabricados em laboratério por manufatura
aditiva (FDM). Além disso, o par redox quinona/hidroquinona derivado da AMX apresentou
alta estabilidade voltamétrica, demonstrando resisténcia a passivacao da superficie do eletrodo,
o que favorece a reprodutibilidade analitica.

O método proposto, baseado em DPV combinado com o método de adicdo padrao,
mostrou-se eficaz na determinacdo de AMX em amostras ambientais (4gua da torneira, rio, lago
e potavel), com valores de recuperagdo variando de 82% a 112%. A precisdo do método foi
confirmada por baixos desvios padrao relativos (RSD < 5%) obtidos em medigdes repetidas (n
= 10) para diferentes concentragdes de AMX.

Os resultados apresentados indicam que a tecnologia de manufatura aditiva por
deposi¢do de material fundido (FDM) representa uma alternativa promissora para a fabricagao
de eletrodos descartaveis de baixo custo (custo unitario estimado em USS$ 0,18). Embora o
sensor impresso em 3D tenha sido projetado como descartavel, ele demonstrou potencial de
reutiliza¢do, como evidenciado, por exemplo, nos experimentos representados na Figura 4, nos
quais um Unico sensor foi utilizado em miultiplas medi¢cdes sem perda significativa de

desempenho.
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6 CONCLUSOES GERAIS

Este trabalho demonstrou a viabilidade de plataformas eletroquimicas de baixo custo
para a quantificacdo de antibidticos em diferentes matrizes, abrangendo aplicagdes
farmacéuticas, alimentares e ambientais. A presente conclusao integra os resultados obtidos em
trés frentes de investigacdo, evidenciando a versatilidade das plataformas propostas. Ressalta-
se que, embora a maioria tenha sido concebida em laboratorio, o eletrodo de diamante dopado
com boro (BDD) utilizado na anéalise farmacéutica foi adquirido comercialmente, em virtude
das limitagdes da janela de potencial observadas com eletrodos impressos em 3D.

Apesar do custo inicial elevado, o BDD nado deve ser descartado como alternativa de
baixo custo, uma vez que sua robustez e estabilidade eletroquimica compensam o investimento
ao longo do tempo. Sua ampla janela de potencial, baixa corrente de fundo e elevada resisténcia
a passivacao permitem a realizacdo de diversas andlises sem perda significativa de desempenho.
Além disso, sua durabilidade reduz a necessidade de substituigdes frequentes, tornando-o
economicamente competitivo frente a outras plataformas.

A utilizagdo de sistemas BIA-AD para a determinagdo sequencial de amoxicilina
(AMX) e clavulanato de potassio (CLA) em formulagdes farmacéuticas evidenciou elevada
robustez e precisao, com frequéncia analitica superior a 200 inje¢des/hora e RSD < 1,3%,
configurando alternativa eficiente aos métodos cromatograficos em laboratorios com recursos
limitados.

Na analise de alimentos, o desenvolvimento de eletrodos descartaveis de grafite
mostrou-se eficaz na deteccdo de sulfametoxazol em leite, sendo possivel mitigar a
contaminagdo por meio de formas de onda pulsadas e estratégias de correcdo de corrente,
alcancando recuperacdes proximas a 100% em concentragdes de 10,0-20,0 pmol-L™.

No monitoramento ambiental, sensores descartaveis impressos em 3D por manufatura
aditiva (FDM), associados a voltametria de pulso diferencial, permitiram detectar amoxicilina
em niveis de traco (LOD = 10 nmol-L™"), com precisdo satisfatoria (RSD < 5%) e custo unitario
reduzido (US$ 0,18), reforgando seu potencial para vigilancia de contaminantes emergentes.

A andlise comparativa entre o primeiro e o terceiro trabalhos desenvolvidos evidencia
que o BDD, em virtude de sua ampla janela de potencial e baixa tendéncia a adsor¢do molecular,
possibilitou a determinacao sequencial de AMX e CLA. No caso especifico da AMX, verificou-
se que sua eletroquimica no BDD envolve dois processos de oxidagdo em potenciais distintos,
ambos irreversiveis e com cinética predominantemente controlada por difusdo. Em contraste, o

eletrodo obtido por manufatura aditiva e submetido a pré-tratamento permitiu monitorar apenas
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um processo de oxidagdo direta; entretanto, revelou respostas eletroquimicas adicionais em
varreduras reversas. A superficie do eletrodo impresso em 3D apresentou cinética
majoritariamente adsortiva e possibilitou a deteccdo de pares redox, caracteristica que se
mostrou vantajosa para a identificacao de concentragdes de AMX em niveis trago, viabilizando
sua determinacao indireta. Esses resultados reforcam que, embora os dois sistemas apresentem
mecanismos distintos de interacdo com os analitos, ambos oferecem contribuicdes relevantes
para a expansao das plataformas eletroquimicas aplicadas a analise de antibidticos em diversas
matrizes.

Por fim, a comparagdo entre as plataformas desenvolvidas evidenciou desempenho
analitico consistente, destacando-se pela simplicidade construtiva, baixo custo ¢ adaptabilidade
as diferentes matrizes. Os resultados de validagao estatistica confirmaram a confiabilidade dos
métodos, consolidando-os como alternativas competitivas e tecnicamente vidveis para
aplicagdes rotineiras em controle de qualidade farmacéutico, seguranga alimentar e

monitoramento ambiental.

Perspectivas futuras

Como desdobramento desta investigagdo, estio em andamento a finalizagdo ¢ submissao
de dois manuscritos cientificos: (1) Técnicas analiticas para quantificacdo simultanea de
amoxicilina e clavulanato: uma revisdo critica e abrangente, que discutird comparativamente
os métodos disponiveis para andlise conjunta desses farmacos, destacando suas limitagdes e
perspectivas; e (i) Determinagdo indireta de cloranfenicol em amostras ambientais e
alimenticias utilizando eletrodo 3D impresso e ativado por plasma, que apresentarad uma
abordagem inovadora para a detec¢do de residuos de antibioticos em matrizes complexas, com
énfase em sensibilidade e seletividade.

Paralelamente, prevé-se a elaboragdo de projetos de pesquisa voltados a captagdo de
recursos junto a agéncias de fomento, visando a aquisi¢do de equipamentos laboratoriais — em
especial potenciostatos — que possibilitem a estruturagao de um nucleo dedicado a pesquisa
eletroquimica em Mogambique. Tais iniciativas tém como objetivo consolidar a continuidade
da linha de investigacdo desenvolvida, impulsionar o avango da instrumentacdo eletroanalitica
e promover a formacgao de recursos humanos altamente qualificados, fortalecendo a capacidade

cientifica e tecnoldgica na area.
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