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b Coeficiente angular
BDDE Eletrodo de diamante dopado com boro
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BR Britton-Robinson
Cc Capacitancia
Cal Capacitancia da dupla camada elétrica
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CE Contraeletrodo
CP Cronopotenciometria
CS Canabinoide sintético
DA Deteccdo amperométrica
DDB Diamante dopado com boro
DDP Diferenca de potencial
DE Deteccao eletroquimica
DP Desvio padrédo
DPa Desvio padréo do coeficiente linear
DPR Desvio padréo relativo
E Potencial
Ep Potencial de pico
Epa Potencial de pico anddico
Epc Potencial de pico catodico
EAA Espectrometria de absorcao atdmica
ECS Eletrodo de calomelano saturado

EIE Espectroscopia de Impedéancia Eletroquimica




EPA Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos, do inglés
Environmental Protection Agency
EPR Eletrodo de pseudorreferéncia
ER Eletrodo de referéncia
ET Eletrodo de trabalho
FDM Modelagem de deposicédo fundida
FIA Analise de injecdo em fluxo
FTIR Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
GCE Eletrodo de carbono vitreo
GLI Glicose
Glif Glifosato
[ Corrente eletrica
ip Corrente de pico
Ipa Corrente de pico anddica
pc Corrente de pico catodica
J Densidade de corrente
LD Limite de deteccéo
LER Lesdo por esforco repetitivo
LIG Grafeno induzido a laser
LQ Limite de Quantificacdo
MEV Microscopia eletronica de varredura
MSLA Estereolitografia mascarada
m/v Massa/volume
NPS Novas substancias psicoativas
OoCP Potencial de Circuito Aberto
OMP Omeprazol
PAR Paracetamol
PC-MS Policia civil de Mato Grosso do Sul
PDE Eletrodo desenhado a lapis
PDMS Polidimetilsiloxano
PLA Acido polilactico
POC

point-of-care

10



PP Ponto de penalidade
PVC Cloreto de polivinila
R2 Coeficiente de determinacgéo
Ric Resisténcia a transferéncia de carga
Rs Resisténcia da solugéo
SLA Estereolitografia
Tolu Tolueno
uv Ultravioleta
VC Voltametria ciclica
Vis Visivel
VMP Valor maximo permitido
VvVOQ Voltametria de onda quadrada
VPD Voltametria de pulso diferencial
a Coeficiente de transferéncia
AEp Separacdo entre potenciais de pico
) Angulo de contato
nFIA Analise de injecdo em microfluxo
nTED Dispositivo eletroanalitico microfluidico baseado em fios
v Velocidade de varredura
p Fator de rugosidade
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RESUMO

Nesta tese, é apresentado o desenvolvimento de trés sistemas eletroquimicos alternativos
para aplicacGes analiticas. O trabalho esta divido em quatro capitulos: o Capitulo 1 expde
0S conceitos tedricos essenciais para o entendimento dos estudos realizados; o Capitulo 2
apresenta um sensor eletroquimico inovador, feito com eletrodos desenhados a lapis
(PDE) e um substrato biodegradavel impresso em 3D por estereolitografia mascarada
(MSLA). Esse dispositivo é de baixo custo (~R$ 0,60) e tem menor impacto ambiental.
Comparado ao papel, o substrato 3D MSLA é hidrofébico e mais resistente, garantindo
sensores mais estaveis e duradouros. Além disso, o MSLA-3D-PDE, junto com uma
célula customizada, demonstrou 6timo desempenho eletroquimico, semelhante ao do
eletrodo de carbono vitreo, sem necessidade de ativacdo. A plataforma foi aplicada na
quantificagdo de omeprazol, alcangando um limite de deteccao de 0,72 umol L' e alta
precisdo (erro < 1,50%). Sua sustentabilidade foi confirmada pelo indice de Eco-Escala,
destacando 0 MSLA-3D-PDE como uma ferramenta promissora em eletroanalitica; o
Capitulo 3 apresenta uma nova abordagem para a injecdo em dispositivos eletroanaliticos
microfluidicos baseados em fios (LTED), substituindo micropipetas manuais por pipetas
eletrbnicas para maior precisdo e reprodutibilidade. Sendo assim, foi desenvolvida uma
nova plataforma impressa em 3D que permite acoplar a pipeta eletronica ao PWTED e
sempre realizar injecdes em uma posicao fixa, aumentando a reprodutibilidade das
medidas. Para demonstrar a aplicabilidade pratica, essa abordagem foi utilizada para
analise do ion Fe?* em suplementos farmacéuticos e amostras ambientais. O método
apresentou ampla faixa linear (0,70 a 200,0 pmol L), baixo limite de deteccdo (0,21
umol L1), boa exatiddo (recuperacdes entre 96 e 103%) e excelente precisdo (desvio
padrao relativo < 3,3%). Assim, a injecdo automatizada pode ser um grande avancgo no
estado da arte em relacdo aos PWTEDs; o Capitulo 4 investiga a caracterizacdo
eletroquimica e aplicagdo forense da ADB-butinaca (ADB-B), um canabinoide sintético
que vem cada vez mais sendo apreendido no Brasil. Utilizando eletrodos convencionais
e uma célula impressa em 3D, foi possivel desenvolver um método portatil e de menor
custo que os convencionais. Os estudos mostraram alta precisdo e exatiddo (recuperagéo
de 107-108%) do método proposto e permitiu a deteccéo seletiva da ADB-B em amostras
apreendidas, com mais de 80% de acerto em um teste de quantificacdo realizado as cegas.
Os resultados destacam o potencial da metodologia para analises forenses de identificacdo
rapida da ADB-B em campo e combate ao trafico de drogas.

Palavras-Chave: impressao 3D; eletrodos de carbono; anélises de injecdo em fluxo;
analises forenses; canabinoide sintético.

23



ABSTRACT

This thesis presents the development of three alternative electrochemical systems for
analytical applications. The work is divided into four chapters: Chapter 1 outlines the
essential theoretical concepts necessary to understand the conducted studies; Chapter 2
introduces an innovative electrochemical sensor made with pencil-drawn electrodes
(PDE) and a biodegradable substrate 3D-printed via masked stereolithography (MSLA).
This low-cost (~R$ 0.60) device has a reduced environmental impact. Compared to paper,
the MSLA 3D substrate is hydrophobic and more resistant, ensuring more stable and
durable sensors. Additionally, the MSLA-3D-PDE, combined with a custom-designed
cell, demonstrated great electrochemical performance, similar to that of a glassy carbon
electrode, without requiring activation. The platform was applied to omeprazole
quantification, achieving a detection limit of 0.72 pmol L' with high precision (error <
1.50%). Its sustainability was confirmed using the Eco-Scale index, highlighting the
MSLA-3D-PDE as a promising tool in electroanalysis; Chapter 3 presents a new approach
for sample injection in microfluidic thread-based electroanalytical devices (UWTED),
replacing manual micropipettes with electronic pipettes for improved precision and
reproducibility. A novel 3D-printed platform was developed to attach the electronic
pipette to the uTED, ensuring injections occur in a fixed position, thereby enhancing
measurement reproducibility. To demonstrate practical applicability, this approach was
used to analyze Fe** ions in pharmaceutical supplements and environmental samples. The
method exhibited a wide linear range (0.70 to 200.0 umol L"), a low detection limit (0.21
pmol L), high accuracy (recoveries between 96% and 103%), and excellent precision
(relative standard deviation < 3.3%). Thus, automated injection represents a significant
advancement in the state of the art for U TEDs; Chapter 4 investigates the electrochemical
characterization and forensic application of ADB-butinaca (ADB-B), a synthetic
cannabinoid increasingly seized in Brazil. Using conventional electrodes and a 3D-
printed cell, a portable and cost-effective method was developed. Studies demonstrated
the method’s high precision and accuracy (107-108% recovery) and enabled the selective
detection of ADB-B in seized samples, achieving over 80% accuracy in a quantification
blind test. The results highlight the potential of this methodology for rapid forensic
identification of ADB-B in the field, aiding in drug trafficking control.

Keywords: 3D printing; carbon electrodes; flow injection analysis; forensic analysis;
synthetic cannabinoid.
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CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA




1.1. ELETROANALITICA

A eletroanalitica € uma subarea da quimica que desenvolve métodos de anélise de
compostos com base em propriedades elétricas utilizando eletrodos como sensores. Suas
aplicacdes incluem monitoramento ambiental, controle de qualidade industrial e analises
biomédicas, como a medicdo de glicose no sangue via glicosimetro. Dentre 0os métodos
eletroanaliticos existentes, estdo os voltamétricos e amperométricos, que sao de interesse
deste trabalho. Ambos sdo baseados em processos de oxirreducdo que ocorrem na
interface eletrodo-solucdo dentro de uma célula eletroquimica, cuja composicdo se da
normalmente por trés eletrodos (de trabalho, de referéncia e contraeletrodo) imersos em
um eletrolito [1-3]. O eletrodo de trabalho responde diretamente ao analito de interesse
através de processos de oxirreducdo; o eletrodo de referéncia tem a funcéo de manter o
potencial do eletrodo de trabalho controlado, a fim de que se defina um valor para este
ultimo. Ha também o pseudorreferéncia, que € menos preciso, mas uma étima estratégia
para algumas configuracdes eletrodicas; e o contraeletrodo completa o circuito elétrico,
além de evitar que a corrente flua entre o eletrodo de trabalho e o de referéncia. Sendo
assim, a instrumentacdo das células eletroquimicas se da pela conexdo dos eletrodos a um
potenciostato que tem a funcdo de controlar a diferenca de potencial entre os eletrodos de
trabalho e de referéncia, gerando um fluxo de corrente entre o eletrodo de trabalho e o
contraeletrodo. O eletrélito de suporte, geralmente uma mistura de sais ou tampdes, é
essencial para minimizar a contribuicdo do efeito de migracéo para o transporte de massa
do analito do seio da solucéo até a superficie eletrodo-solucéo e para a estabilidade idnica

da solugéo [4-9].

1.2. TECNICAS ELETROANALITICAS

A voltametria é uma técnica que estuda a relacdo entre potencial, corrente e tempo
durante reacdes de oxirreducdo em uma célula eletroquimica, sendo usada para investigar
propriedades basicas dos materiais e determinar concentragdes de analitos [10,11]. As
respostas voltamétricas se diferem com base no sinal de excitagdo utilizado. Sinais de
excitacdo comuns em voltametria incluem a varredura linear, técnicas de pulso e a
aplicacdo de um potencial fixo. A varredura linear é usada em voltametria ciclica (VC),
no qual uma varredura triangular de potencial avalia a reversibilidade, a transferéncia de
elétrons e transportes de massa das espécies eletroativas [1,2,12]. J& as técnicas de pulso,

mais utilizados em analises quantitativas, sdo encontrados em técnicas como voltametria
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de onda quadrada (VOQ) e voltametria de pulso diferencial (VPD), que se diferem na
forma de aplicacdo da varredura de potencial e da amostragem da corrente, sendo a VOQ
mais répida [1,2,6,13,14]. A aplicacdo de um potencial fixo € utilizada na técnica de
deteccdo amperométrica (DA), que mede a corrente em potencial constante e, quando
utilizada em sistemas de fluxo e de batelada, se destaca pela execucgéo de andlises rapidas
com pequenos volumes de amostra (na ordem de microlitros) e pela minimizagéo de
contaminacdo da superficie do eletrodo por proporcionar uma analise em fluxo
[5,11,13,15,16].

Todas as técnicas citadas sdo amplamente utilizadas em sensores eletroquimicos,
sendo uma alternativa mais simples e econdmica aos métodos analiticos convencionais

(como as cromatografias), que tendem a ser mais complexos e custosos de executar.

1.3. SENSORES ELETROQUIMICOS

Nos dias de hoje, substancias essenciais em &reas como medicina e ciéncias forenses
sdo analisadas por técnicas como cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massa, fluorescéncia e quimioluminescéncia, mas esses métodos usualmente envolvem
processos complexos e caros. Em contrapartida, os sensores eletroquimicos se destacam
pela facilidade de uso, resposta rapida, deteccdo ndo destrutiva, miniaturizacao,
sensibilidade - que pode ser aprimorada com o uso de eletrodos quimicamente
modificados - e baixo custo. Esses sensores detectam substancias através da correlacédo
entre os sinais elétricos medidos por meio de eletrodos e a concentracdo do analito alvo,
sendo amplamente aplicados nos setores agricola [17], ambiental [18], industrial [19,20]
e clinico [21,22]. Uma subclasse importante de sensores sdo os chamados voltamétricos,
que medem correntes em diferentes potenciais, exigindo o ajuste de condicdes, como
escolha do material do eletrodo e aplicacdo de varreduras diretas ou em pulsos de
potencial, para obter maior seletividade na deteccdo de diferentes espécies na solucao
[1,6,23-27].

1.3.1. Miniaturizacao

Os avancos na miniaturizagdo de sistemas eletronicos tém impulsionado o
desenvolvimento de dispositivos analiticos mais compactos e eficientes, beneficiando
areas como as de monitoramento ambiental [28] e de testes farmacéuticos [29]. A

miniaturizagdo permite analises de pequenos volumes de amostra (em microlitros ou
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nanolitros) com alta resolucdo, reduzindo o uso de reagentes e a geracdo de residuos,
promovendo sustentabilidade. Além disso, a possibilidade de tornar esses sistemas
portéteis facilita analises em campo e no ponto de atendimento (POC, do inglés point-of-
care), evitando atrasos e interferéncias associados ao transporte de amostras para
laboratdrios centralizados. Para viabilizar essa portabilidade, sdo utilizados eletrodos de
tamanho reduzido, como fios de prata, platina ou grafite, e pseudoeletrodos substituem
os eletrodos de referéncia tradicionais [23,26—-31].

1.3.2. Eletrodos de carbono

A selecdo do material do eletrodo é influenciada principalmente pela faixa de
potencial Util no solvente e pela pureza do material, sendo o limite de potencial
determinado pelo ponto em que a corrente de fundo ultrapassa um valor especificado.
Embora o mercurio tenha sido amplamente utilizado por sua renovabilidade de superficie
e extensa faixa de potencial negativo, sua toxicidade e instabilidade levaram a preferéncia
por eletrodos solidos, que oferecem melhor estabilidade mecénica, ampla faixa de
potencial catédico e anddico, atividade eletrocatalitica para eletro-oxidacdo ou reducao
de diversas moléculas organicas e adaptabilidade para diversas aplicacfes. Metais como
ouro, prata e platina sdo comuns em eletrodos solidos, assim como materiais a base de
carbono que, ainda que exibam cinética de transferéncia de elétrons mais lenta em
comparacdo com eletrodos metélicos, sdo valorizados por sua ampla faixa de potencial
de trabalho, inércia quimica, baixa corrente de fundo, custo acessivel, disponibilidade em
varias formas e quimica de superficie diversa. Diferentes formas de carbono podem ser
utilizadas como eletrodo, permitindo uma infinidade de possiveis combinagdes que
podem potencializar seu desempenho [6,13]. Suas formas mais usualmente utilizadas sao:
carbono vitreo [32-34], pasta de carbono [35-37], diamante dopado com boro [38-41],
grafite [27,42—45], nanotubos de carbono [32,35,46,47], carbono serigrafado (screen-
printed) [48-50], fibra de carbono [51-53] e negro de fumo (carbono black) [54-57]. Na
Tabela 1 encontram-se as faixas de potencial alcancadas por diferentes materiais

eletrodicos frequentemente utilizados em eletroanalise.
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Tabela 1. Faixas de potencial, medidas contra um eletrodo de referéncia de calomelano
saturado, para alguns dos eletrodos mais amplamente usados (considerando todos em
solucdo de H2SO4 1 mol L™?). As faixas de potencial para todos os materiais a base de

carbono que ndo estdo na tabela sdo comparaveis as do carbono vitreo. Retirado de [58].

Eletrodo Faixa de potencial aproximada (V vs ECS)
Platina -0,2a+09V
Ouro -0,3a+14V
Mercurio -13a+0,1V
Carbono vitreo -08a+11V
Diamante dopado com boro -15a+17V

1.4. IMPRESSAO 3D APLICADA A SENSORES ELETROQUIMICOS

A impressdo 3D (trés dimenses), também conhecida como manufatura aditiva, € um
processo baseado na deposicdo digitalmente controlada de sucessivas camadas de
material até que um objeto tridimensional seja criado. Esse processo envolve vérias etapas
até que o produto final seja obtido, iniciando com a renderizacdo de um modelo virtual
da estrutura a ser fabricada através de um software de desenho assistido por computador,
conhecido como CAD (do inglés computer-aided design). Apos a criagdo do modelo do
objeto, ele € convertido em um formato de arquivo STL (do inglés STereoLithography),
adequado para ser usado em qualquer tipo de impressora 3D. Finalmente, o arquivo é
convertido em um arquivo codificado, conhecido como G-code, que é o formato lido pela
impressora a ser utilizada para a construcdo do objeto. Esse formato é responsavel por
dividir o modelo 3D em diversas secOes transversais em 2D, que sdo geradas
sucessivamente pela impressora até que a peca em 3D seja criada [59,60].

A tecnologia de impresséo 3D foi reportada pela primeira vez em 1983 por Hull [61],
que descreveu a técnica de estereolitografia como uma inovacédo na criagdo de objetos de
formas variadas, sendo essa técnica a primeira tecnologia 3D relatada. No contexto dos
sensores eletroquimicos, a impressdo 3D ganhou notoriedade na quimica analitica a partir
de 2012 [62] devido as suas vantagens em relagdo aos meétodos convencionais de
fabricacdo de sistemas eletroanaliticos, como baixo custo de producdo, capacidade de
usar uma grande variedade de materiais e a possibilidade de fabricar estruturas de diversos

formatos. Isso permite o desenvolvimento de dispositivos com alta flexibilidade, leveza
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e Otimas resolucbes, além de possibilitar a construcdo de sistemas miniaturizados e
portateis que podem ser levados a campo e de poder se integrar a dispositivos de fluxo
[59,63,64].

Dentre os variados tipos de impressdo 3D existentes, 0s mais comumente utilizados
para a fabricacdo de sensores eletroquimicos sdo a modelagem por deposic¢do fundida
(FDM, do inglés fused deposition modeling), a estereolitografia (SLA, do inglés
stereolithography) e a fuséo seletiva a laser (SLM, do inglés selective laser melting)
[59,65,66]. A técnica de FDM é a mais utilizada devido a sua simplicidade e menor custo.
Desenvolvida em 1989 por Scott Crump, ela consiste na extrusdo de materiais
termoplasticos aquecidos que sdo depositados camada por camada para criar objetos
tridimensionais. Os termoplasticos mais utilizados sdo acrilonitrila butadieno estireno
(ABS, do inglés acrylonitrile butadiene styrene) e o acido polilactico (PLA, do inglés
polylactic acid), que podem ser misturados com alétropos de carbono, como negro de
fumo (também chamado de carbono black) e grafeno, para formar materiais condutivos.
A FDM é considerada uma técnica simples devido a sua rapidez e acessibilidade, porém
apresenta limitagdes, como acabamento superficial de baixa qualidade, encolhimento
térmico e resolu¢dao moderada (~200 um) [59,65-69].

O método de SLM se baseia na criagdo de objetos sélidos a partir de particulas de
metal, espalhando uma fina camada de pé metélico que é fundida seletivamente por um
laser conforme o modelo digital. Suas vantagens incluem a minimizacao de residuos - 0
p6 de metal ndo utilizado serve como material de suporte -, a producao de pecas duraveis
com excelente acabamento de superficie e alta resolugdo (~100 pum). Porém, uma
importante desvantagem que faz com que essa técnica nao seja tdo utilizada quanto a de
FDM ¢ seu custo elevado. A SLA, também conhecida como fotopolimerizacao, foi criada
por Hideo Kodama em 1981 e usa luz ultravioleta (UV) para solidificar camada por
camada de resina polimérica liquida para formar as estruturas em 3D. Existem mais de
um tipo de fonte de luz UV e dois tipos de arranjo da plataforma onde o objeto é
construido, entdo a SLA apresenta diversas variacfes dependendo dos parametros
utilizados para a impressao. Esse método oferece excelentes resolugdes (25-100 um) e
acabamento superficial, entretanto, na produgéo de sensores eletroquimicos ele é limitado
pelos materiais que podem ser utilizados, pois a maioria ndo é condutiva, necessitando de

processos adicionais que podem ser bastante complexos [59,60,65,66,70].
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Uma outra técnica que vem sendo utilizada se baseia no uso de canetas de impressao
3D. Apesar de néo serem digitalmente controladas, pois sdo dependentes da acdo humana,
essas canetas funcionam de forma similar & FDM, efetuando a extrusdo de filamentos
termoplasticos aquecidos para formar os objetos. Porém, ao contrario da FDM, essa
técnica apresenta baixa reprodutibilidade na fabricacdo de sensores, pois a precisdo da
caneta depende do operador. Embora as canetas ofere¢cam portabilidade e facilidade de
operacéo, ainda apresentam limitacOes, como a faixa restrita de velocidade e temperatura
de extrusdo (60-220°C), o que restringe os tipos de termoplasticos que podem ser
utilizados nela. Essa técnica ainda é relativamente nova no contexto de desenvolvimento
de sensores eletroquimicos e apresenta um grande potencial na fabricacdo de sensores por
meio da moldagem [67,68].

Os primeiros estudos relacionados a impressao 3D de sensores eletroquimicos
utilizavam metais como platina, ouro, iridio e bismuto para a construcdo desses
dispositivos, porém esses materiais apresentavam algumas desvantagens consideraveis,
como alto custo e uma quantidade limitada de tipos de metais aplicaveis. Sendo assim,
eletrodos a base de carbono vém ganhando mais popularidade por sua versatilidade e
simplicidade, no qual filamentos condutivos para impressdo 3D podem ser produzidos a
partir da mistura de materiais termoplasticos (como ABS e PLA) com al6tropos de
carbono [59,64]. Estudos relacionados ao uso das mais diversas combinagdes de carbono
para filamentos vém sendo publicados, como ABS com negro de fumo [71,72], PLA com
grafeno [73,74] e composito de poliestireno com nanofibras de carbono e grafite [75,76].

Quanto a mistura de materiais para filamentos condutivos comerciais, a quantidade
de termoplastico isolante presente nos filamentos para impressdo 3D em comparag¢ao com
0 montante de carbono é muito maior, gerando sensores impressos com cinética de
transferéncia eletrénica lenta e desempenho abaixo da média quando comparados com
outros eletrodos a base de carbono. Logo, diferentes pré-tratamentos apds a impressao
podem ser utilizados para melhorar a atividade eletroquimica dos sensores: tratamento
mecanico, que consiste na abrasdo dos eletrodos por meio do uso de lixas para que se
obtenha uma superficie mais lisa e homogénea; tratamento eletroquimico, que envolve a
aplicacdo de potenciais altamente positivos (anodizacdo) e altamente negativos
(catodizacéo) - podendo-se usar tanto uma das duas estratégias quanto ciclar entre elas -,
com o objetivo de aumentar a presenca de grupos funcionais de oxigénio e amina na

superficie para melhorar o desempenho eletroquimico e a cinética de transferéncia de
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elétrons do sensor; tratamento quimico com o uso de solventes como dimetilformamida,
acetona e hidréxido de sddio para dissolver o ligante ndo condutor do filamento e
melhorar a condutividade e a cinética de transferéncia de elétron do sensor; e tratamento
bioldgico, no qual enzimas como lipase, esterase, protease e alcalase sdo utilizadas para

digerir o termoplastico isolante e expor a porcao eletroativa do filamento [59,65,66].

1.4.1. Impressao 3D e sustentabilidade

Se tratando de sustentabilidade, a impressdo 3D tem grande potencial para reduzir
significativamente as demandas de recursos e energia. Diferentemente dos métodos
tradicionais de manufatura, como a usinagem e a fresagem, que utilizam processos
subtrativos para formar objetos, a impressdao 3D, por ser um processo de manufatura
aditiva, tende a minimizar consideravelmente os residuos gerados na construcdo de
estruturas diversas. 1sso ocorre pois na manufatura subtrativa, frequentemente grandes
por¢des de material sdo retiradas de um bloco sélido e descartadas, permanecendo apenas
uma pequena parte desse bloco para ser utilizado no produto final [77,78]. J& a manufatura
aditiva, por construir um objeto a partir da deposicdo camada por camada de um material,
usa apenas a quantidade de matéria-prima necessaria para o produto requerido, com o
minimo de sobras, reduzindo muito o desperdicio de materiais residuais. Na industria essa
reducdo de desperdicio é bastante benéfica quando hé& a producédo de baixo volume de
itens, no qual o uso de métodos convencionais acarretaria em quantidades
desproporcionais de residuos [77-79].

No quesito de eficiéncia energética, enquanto processos subtrativos demandam
NUMEerosos insumos para etapas de aquecimento, corte e montagem de produtos [80], a
manufatura aditiva, portanto a impressdo 3D, pode reduzir o consumo de energia de
variadas formas: reducdo da necessidade de grandes instalacGes de fabricacdo e de locais
de armazenamento, bem como a minimizacdo de transporte e logistica, quando ha a
necessidade de producdo pontual de itens sob demanda; temperaturas mais baixas para o
processamento de materiais, ja que métodos de impressdo 3D, como a FDM e a SLA,
tipicamente operam em temperaturas entre 180 e 250 °C, enquanto processos tradicionais,
como a moldagem por injecdo e a fundicdo de metais sob pressdo, operam em
temperaturas acima de 1000 °C; capacidade de produzir componentes integrados em
menos etapas ou, muitas vezes, em uma Unica etapa, aumentando a eficiéncia do uso de

recursos; criagdo de estruturas leves, levando ao uso de menos insumo e & economia de
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energia na producado; e uso de matéria prima ecoldgica, como polimeros biodegradaveis
(um exemplo é o PLA), materiais reciclaveis (o politereftalato de etileno, PET, vem sendo
utilizado como filamento na impresséo 3D) e resinas sustentaveis [78,81-85].

Por essas caracteristicas, a tecnologia de manufatura aditiva tende a alcancar
grande parte dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) estabelecidos pela
Organizacéo das Nagdes Unidas (ONU). As ODS sdo um conjunto de 17 metas que foram
estabelecidas para se obter um futuro sustentavel, abordando questdes e desafios globais
para melhorar os aspectos ambientais, econdbmicos e sociais do mundo. Essas metas
consistem em: erradicacdo da pobreza (ODS 1), fome zero e agricultura sustentavel (ODS
2), salde e bem-estar (ODS 3), educacdo de qualidade (ODS 4), igualdade de género
(ODS 5), &gua potavel e saneamento (ODS 6), energia limpa e acessivel (ODS 7), trabalho
decente e crescimento econémico (ODS 8), industria, inovacao e infraestrutura (ODS 9),
reducdo das desigualdades (ODS 10), cidades e comunidades sustentaveis (ODS 11),
consumo e producdo responsaveis (ODS 12), acdo contra a mudanca global do clima
(ODS 13), vida na agua (ODS 14), vida terrestre (ODS 15), paz, justica e instituicdes
eficazes (ODS 16) e parcerias e meios de implementacdo (ODS 17) [86-89].
Considerando os beneficios apresentados pela manufatura aditiva, diversas ODS podem
ser alcangadas pelo seu uso, destacando-se as ODS 7, 8, 9, 11, 12 e 13 [89,90].

Dadas as vantagens da tecnologia de impressédo 3D, com destaque para seu uso na
fabricacdo de sensores eletroquimicos e dispositivos microfluidicos [91-93], essa
abordagem vem sendo cada vez mais estudada, otimizada e aplicada aos mais variados
campos, incluindo 0 monitoramento ambiental [94-96], as analises bioldgicas [97-99] e
as ciéncias forenses [100-102].

1.5. TECNICAS AUXILIARES

Algumas técnicas secundarias foram utilizadas para auxiliar na interpretacdo dos
resultados obtidos neste trabalho. Como néo sdo as técnicas principais, uma abordagem
superficial de cada uma delas sera descrita abaixo, ndo sendo uma visdo aprofundada por

néo ser o objetivo do trabalho.

1.5.1. Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE)
A espectroscopia de impedancia eletroquimica é uma técnica amplamente

utilizada na eletroquimica tanto para analisar eletrodos quimicamente modificados quanto
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para obter melhor compreensao acerca das reacfes eletroquimicas. Realizada em uma
célula de trés eletrodos com uma solu¢do contendo um par redox padrdo, como
ferro/ferricianeto, essa técnica aplica um sinal de potencial elétrico alternado em
diferentes frequéncias, registrando a impedancia em funcdo dessas frequéncias. A
impedancia reflete a resisténcia ao fluxo de corrente em circuitos elétricos e pode ser
modelada por circuitos equivalentes, como o de Randles, que é o mais comum. A forma
gréafica resultante dos valores de impedancia medidos para as multiplas frequéncias é
comumente representada pelo diagrama de Nyquist, que fornece informacgdes sobre a
capacitancia do eletrodo e suas propriedades interfaciais, como a cinética de transferéncia
de elétrons e os processos de difusdo. A resisténcia de transferéncia de carga (Re) € a
medida mais relevante para sensores eletroquimicos, pois indica a facilidade ou
dificuldade das reacdes de troca de carga na interface eletrodo-solucdo: quanto menor o

Ric, mais rapida a troca de carga, e quanto maior, mais lenta a reacdo [1,5,103,104].

1.5.2. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura € uma técnica versatil que fornece imagens
- com resolucdo de até dezenas de angstroms (A) - da amostra através de sua varredura
com um feixe de elétrons de alta energia, trazendo informacGes acerca da textura
(morfologia externa), da estrutura cristalina, da composi¢do quimica e da orientacdo dos
componentes da amostra, em alguns desses casos quando acoplada a outras técnicas. Para
que essas imagens sejam formadas, um microscopio eletronico de varredura produz
elétrons no topo de uma coluna, sob vacuo, que sdo acelerados na direcdo de uma série
de lentes e aberturas para gerar um feixe de elétrons concentrado. A superficie da amostra
é entdo atingida por esse feixe, produzindo sinais que sdo captados por detectores
especificos. A interacdo entre o feixe formado e a amostra pode produzir diferentes tipos
de elétrons (secundarios, retroespalhados e raios-X), no qual cada um proporciona uma
informagdo especifica na imagem bidimensional gerada. A técnica de MEV nédo é

destrutiva, permitindo a analise da amostra diversas vezes sem consumi-la [105-108].

1.5.3. Espectroscopia  (espectrofotometria) UV-Vis e Espectroscopia de
Infravermelho por Transformada de Fourier
A espectroscopia UV-Vis (ultravioleta e visivel) e a espectroscopia de

infravermelho com transformada de Fourier (FTIR, do inglés Fourier-transform infrared
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spectroscopy) sdo técnicas que analisam como as amostras interagem com diferentes tipos
de radiacdo. A espectrofotometria UV-Vis investiga a absor¢do de luz nas faixas
ultravioleta e visivel (190-800 nm), gerando espectros de absorbancia que refletem
transicbes eletrénicas nas moléculas e permitem a identificacdo e quantificacdo de
substancias, com base na lei de Lambert-Beer [109-112]. Ja a espectroscopia de FTIR
foca na absorcdo de radiacdo infravermelha pelas ligagdes quimicas das moléculas,
produzindo espectros que revelam grupos funcionais caracteristicos e possibilitam a
identificacdo de compostos. A transformada de Fourier € um dos dois tipos de
espectrometros empregados na espectroscopia de infravermelho, sendo também o mais
recentemente construido. O outro tipo é o dispersivo, que é mais antigo. Assim,
diferentemente dos espectrometros dispersivos, 0s modelos FTIR medem
simultaneamente todos os comprimentos de onda, tornando a analise mais rapida e

sensivel, o0 que faz desse método o mais utilizado atualmente [11,58,113-116].
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CAPITULO 2

Sensor eletroquimico de baixo custo baseado em substrato
obtido por impressao 3D por estereolitografia mascarada
(MSLA): uma abordagem inovadora e sustentavel para a

producao de plataformas analiticas

Este capitulo ¢ uma adaptagao do artigo “Electrochemical sensor based on 3D-printed
substrate by masked stereolithography (MSLA): a new, cheap, robust and sustainable
approach for simple production of analytical platforms” de autoria de Natalia Canhete de
Moraes, Radwan Jamal Barakat Daakour, Evandro Rodrigo Pedao, Valdir Souza Ferreira,
Rodrigo Amorim Bezerra da Silva, Jacqueline Marques Petroni e Bruno Gabriel Lucca,
publicado na revista Microchimica Acta no ano de 2023.

Disponivel online em https://doi.org/10.1007/s00604-023-05912-x

RESUMO GRAFICO

\W Electrodes
U,

@,

Current

Green and low-co
Pencil drawing electrochemical sei

method

A

Potential

[ Sensitive detection of
Omeprazole

]

N """f,
5, on
[ Substrate ’
‘Li\/ =

Biodegradable resin
for 3D printing

49


https://doi.org/10.1007/s00604-023-05912-x

2.1. INTRODUCAO

A miniaturizagdo de sistemas analiticos tem ganhado maior visibilidade nos
ultimos anos. Dispositivos analiticos miniaturizados oferecem diversas vantagens quando
comparados a sistemas analiticos convencionais, como menor consumo tanto de amostra
quanto de reagentes e menor geracao de residuos, reduzindo, assim, o impacto ambiental
das andlises. Um outro beneficio € a portabilidade, pois permite que as analises sejam
realizadas em campo, como em locais mais distantes que carecem de laboratorios
adequados [1,2].

A impressdo em trés dimensdes (3D), também conhecida como manufatura
aditiva, é o processo no qual objetos sdo fabricados através da deposicdo de sucessivas
camadas de material até sua completa construgdo, no qual esse material pode variar desde
plasticos até resinas liquidas. A técnica de impressdo 3D vem sendo amplamente utilizada
para a fabricacdo de dispositivos miniaturizados para diversas aplicacdes, pois permite a
rapida producao de estruturas complexas em larga escala a um custo acessivel [3-5].

As técnicas de impressdo 3D mais conhecidas sdo baseadas em estereolitografia
(SLA, do inglés stereolithography apparatus) e modelagem de deposicao fundida (FDM,
do inglés fused deposition modeling). Na técnica de FDM, materiais termoplasticos como
acrilonitrila butadieno estireno (ABS, do inglés acrylonitrile butadiene styrene) e &cido
polilactico (PLA, do inglés polylactic acid) sdo derretidos e extrudados por meio de um
bico aquecido que os deposita em camadas para produzir estruturas tridimensionais [6].
Jaaimpressdo baseada em SLA possui uma melhor qualidade de impressdo, apresentando
excelente resolucdo (25-100 um), com deposi¢des precisas de camadas, resultando em
um acabamento fino da estrutura impressa [7,8]. A SLA compreende 0s processos de trés
principais categorias: estereolitografia baseada em laser, estereolitografia por
processamento de luz digital e estereolitografia mascarada (MSLA, do inglés masked
stereolithography apparatus). Em todos esses processos, 0 objeto é estruturado através
da polimerizacdo de uma resina liquida fotocuravel que € exposta seletivamente a uma
fonte de luz. A solidificagdo controlada das camadas da resina permite que elas sejam
sucessivamente depositadas umas sobre as outras com uma boa aderéncia até que o objeto
projetado seja produzido [9].

Entre as varias técnicas que podem ser utilizadas para deteccdo em dispositivos
miniaturizados, a deteccédo eletroquimica (DE) se destaca, pois é totalmente compativel

com a miniaturizacdo (por exemplo, fabricacdo de microdispositivos e uso de

50



potenciostatos portateis), além de fornecer seletividade e sensibilidade satisfatorias com
a escolha correta dos parametros instrumentais e do material do eletrodo [10,11]. Os
materiais mais utilizados como eletrodos para DE s&o metais nobres, especialmente ouro
e platina, e materiais a base de carbono [12]. O carbono apresenta aspectos interessantes,
como menor custo (em comparagdo com metais), ampla faixa de trabalho e baixa corrente
de fundo [13]. Os eletrodos de carbono podem ser utilizados em vérias formas, como
carbono vitreo [14], fibra de carbono [15] e grafite de lapis [16]. O grafite de 1apis também
pode ser utilizado para desenhar os eletrodos, abrasando-o em um substrato, originando
os chamados eletrodos desenhados a lapis (PDEs, do inglés pencil drawn electrodes).
Nesse processo, vérias camadas sdo depositadas no substrato, formando trilhas de
carbono condutoras [13,17].

O substrato mais utilizado para a fabricacdo de PDEs € o papel [18], mas ha relatos
de outros substratos, como cloreto de polivinila (PVC) [19,20], poliéster ultraflexivel [21]
e papeldo ondulado [22]. Apesar de serem funcionais, esses substratos apresentam
algumas desvantagens: no caso do papel, ele fica Gmido e enruga quando entra em contato
com solugdes, causando vazamentos e encurtando sua vida til. Essa particularidade gera
a necessidade de selagem do lado oposto ao utilizado como eletrodo para evitar a
passagem de solucbes. As propriedades e desvantagens mencionadas acima se aplicam
igualmente ao papeldo ondulado, pois este também é um tipo de papel. J4 o PVC, além
de ndo ser biodegradavel (nem ecologicamente correto), requer um tratamento prévio em
sua superficie lisa para permitir a esfoliacdo do grafite do lapis, como relatado por Dossi
et al. [20]. No caso do PDE de poliéster ultraflexivel, este foi referido apenas como sendo
utilizado como eletrodo de trabalho, concomitante ao uso de células convencionais e
eletrodos de referéncia e contraeletrodo externos. Essa plataforma tradicional gera mais
residuos, nao € portatil e, além disso, o eletrodo relatado no trabalho apresentou baixo
desempenho eletroquimico.

Nesse contexto, a busca por novas opg¢des de substratos que superem essas
desvantagens é um tdpico relevante. Os substratos impressos em 3D com a técnica MSLA
podem ser uma opcdo atrativa para fabricar PDEs, pois sdo hidrofébicos e ndo sofrem
com problemas de vazamento ou enrugamento, nem requerem selagem ou tratamentos de
superficie para criar rugosidade para a esfoliagdo do grafite. Esses atributos podem
proporcionar plataformas analiticas mais estaveis, confiaveis e duraveis. Além disso, 0

uso de resinas fotossensiveis biodegradaveis para a produgéo de substratos impressos em
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3D com MSLA, combinado com materiais inertes e ndo toxicos como o grafite de lapis,
permite a fabricacdo de sensores ecoldgicos e de baixo custo.

Perante 0 exposto, este trabalho prop6e um dispositivo eletroquimico novo,
simples e de baixo custo, que consiste em trés eletrodos de grafite (trabalho, contra e
pseudorreferéncia) desenhados em um substrato impresso em 3D utilizando a técnica de
MSLA. Uma célula eletroquimica impressa em 3D personalizada também foi
desenvolvida para acomodar o dispositivo. A combinacdo do método de desenho a lapis
com um substrato feito de material biodegradavel, juntamente com as dimensdes
reduzidas, proporcionou uma plataforma que atende aos conceitos de Quimica Analitica
Verde e Sustentavel. Esse novo sensor baseado em impressdao 3D com MSLA e desenho
a lapis (MSLA-3D-PDE) foi caracterizado, mostrando excelente desempenho, o que
permite sua aplicacdo em varias areas. Como prova de conceito, 0 MSLA-3D-PDE foi
aplicado na deteccdo de omeprazol (OMP) em produtos farmacéuticos. Esse
medicamento atua como um composto antitlcera e é amplamente utilizado no tratamento
de varias condic¢des estomacais, como refluxo gastroesofagico, ulceras, esofagite erosiva,
sindrome de Zollinger-Ellison e condicdes patoldgicas de hipersecrecdo [23,24]. O
controle do teor de OMP em produtos farmacéuticos é de grande importancia, pois esse
composto pode ser prejudicial para pacientes idosos ou pessoas com problemas
renais/hepaticos [25]. Embora a eletroanalise do OMP ja tenha sido relatada em vérias

abordagens [26-28], nenhuma delas relata o uso de PDEs.
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2.2. OBJETIVOS
2.2.1. Objetivo geral

Produzir um sensor eletroquimico baseado em impresséo 3D através da técnica de
estereolitografia mascarada com eletrodos desenhados a lapis, realizar sua caracterizagdo

eletroquimica, morfologica e aplicacdo analitica.

2.2.2. Objetivos especificos

e Projetar, em software apropriado, o substrato para o desenho do eletrodo e a célula
eletroquimica personalizada para acomodé-lo;

e Imprimir as partes por meio de impressdo 3D;

e Desenhar os eletrodos no substrato através da friccdo de um lapis e fazer a
montagem do sistema eletroquimico;

e Caracterizar o sistema proposto através de técnicas eletroquimicas, morfologicas
e espectroscopicas;

e Otimizar parametros e condi¢des analiticas para a aplicacdo da metodologia
proposta;

e Realizar a aplicacdo analitica do sensor desenvolvido para a determinacdo de

omeprazol em farmacos.
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2.3. METODOLOGIA
2.3.1. Reagentes e solugoes

Todos os produtos quimicos e materiais utilizados sdo de grau analitico:
hexacianoferrato (IIT) de potassio (pureza > 99,0%), hexacianoferrato (I1) de potéssio tri-
hidratado (pureza > 98,5%), glicose (pureza > 99,5%) e etanol (pureza > 95,0%) foram
adquiridos da Neon (Suzano, SP, Brasil); hidroxido de soédio (pureza > 98,0%),
paracetamol (pureza > 99,0%), acido ascorbico (pureza > 99,0%) e cloreto de potassio
(pureza > 99,0%) foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA); acido fosforico
(pureza > 85,0%) foi distrubuido pela Acros Organics (Geel, Bélgica); acido bdrico
(pureza > 99,8%), carbonato de sodio (pureza > 99,9%), acido urico (pureza > 99,0%),
acido citrico (pureza > 99,5%) e cloreto de amonio (pureza > 99,5%) foram fornecidos
pela Merck (White-house Station, NJ, EUA); acido acético (pureza > 99,7%) e ureia
(pureza > 99,0%) foram adquiridos da Dinamica (Indaiatuba, SP, Brasil); fosfato
monobasico de potassio anidro (pureza > 99,0%), sulfato de sodio (pureza > 99,0%) e
cloreto de sodio (pureza > 99,0%) foram obtidos da Synth (Diadema, SP, Brasil); cloreto
de célcio di-hidratado (pureza > 99,0%) foi adquirido da Vetec (Rio de Janeiro, RJ,
Brasil); omeprazol (OMP, pureza > 99,0%) foi fornecido pela Fagron Brasil (Sdo Paulo,
SP, Brasil); filamento de acido polilactico (PLA) (diametro de 1,75 mm) foi adquirido da
3D Fila (Belo Horizonte, MG, Brasil); resina fotossensivel biodegradavel para impressao
3D (linha Iron 70/30, cor skin, 405 nm) foi fornecida pela Quanton 3D (Belo Horizonte,
MG, Brasil); lapis de desenho (grau 6B, Hindustan Pencils Pvt. Ltd., Mumbai, india),
parafusos com suas respectivas porcas e papel adesivo A4 foram obtidos em lojas locais.
As solugdes padrdo de OMP foram preparadas em etanol. Todas as outras solugdes
utilizadas nos experimentos foram preparadas com dgua deionizada (resistividade > 18,2
MQ.cm) fornecida por um sistema de purificador de dgua por osmose reversa Permution
RO0310 (Permution, Curitiba, PR, Brasil). Todas as solugdes padrdo foram preparadas
semanalmente, incluindo tampdes e analitos. As solugdes de trabalho foram preparadas

diariamente por diluicdo das solugdes padréo.

2.3.2. Instrumentacgéo
A voltametria ciclica (VC), a espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE),
a voltametria de pulso diferencial (VPD) e a voltametria de onda quadrada (VOQ) foram

realizadas utilizando um potenciostato/galvanostato Autolab modelo PGSTAT 128N
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(Ecochemie, Utrecht, Holanda) conectado a um computador executando o software
Metrohm Autolab Nova 2.1. Os experimentos de EIE foram realizados em um potencial
de circuito aberto (OCP, do inglés open circuit potential) de -0,008 VV (em média), com
uma perturbacdo de potencial de 10 mV na faixa de frequéncia de 100 mHz a 100 kHz.
As imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) foram registradas utilizando
um instrumento JSM-6380LV (Jeol, Tdquio, Japdo). As medidas de espectroscopia
infravermelha por transformada de Fourier (FTIR, do inglés Fourier-transform infrared
spectroscopy) foram realizadas em um espectrémetro Tensor 27 (Bruker, Billerica, MA,
EUA). Para as medidas espectrofotométricas, foi utilizado um espectrofotometro T80
Plus UV-Vis (PG Instruments Ltd., Leicestershire, Reino Unido). A célula eletroquimica
e 0 substrato do sensor foram impressos utilizando uma impressora 3D FDM Ender 3
(Creality, Shenzhen, Guangdong, China) equipada com um bico extrusor de metal de
diametro de 0,4 mm e uma impressora 3D MSLA Mars 3 4K (Elegoo, Shenzhen,
Guangdong, China), respectivamente. As mascaras adesivas usadas como modelo para a
fabricacdo dos eletrodos foram cortadas no formato desejado em uma plotter de recorte
Silhouette Cameo 3 (Silhouette Brasil, Belo Horizonte, MG, Brasil).

2.3.3. Desenvolvimento, fabricacao e montagem da célula e do sensor eletroquimico

Todo o processo de fabricagdo para obter o MSLA-3D-PDE e a célula
eletroquimica personalizada esta ilustrado na Figura 1. Primeiro, os arquivos 3D da célula
eletroquimica e do substrato MSLA-3D-PDE (largura de 30 mm x altura de 35 mm x
espessura de 1 mm) foram projetados no software gratuito de CAD/CAM 3D Fusion 360
(Autodesk, San Rafael, CA, EUA). Em seguida, os arquivos .stl foram gerados e
processados com o software gratuito Ultimaker Cura 5.0 (Geldermalsen, Holanda) para
obter os arquivos .gcode (extensdo lida pela impressora 3D contendo todos 0s comandos
de impressao). Conforme mostrado na Figura 1A, a tampa (1) e a base (1) da célula, assim
como os revestimentos de porca (I11), foram impressos em PLA por FDM, enquanto o
substrato MSLA-3D-PDE (1V) foi impresso na resina fotossensivel biodegradavel através
de MSLA. Ap0s a impressdo de todas as pecas, parafusos e porcas foram instalados nos
encaixes da base da célula e nos revestimentos de porca, respectivamente. Um anel de
vedagéo (O-ring, # = 20 mm) foi instalado em um furo na parte inferior da tampa para
evitar vazamentos (Figura 1B). Para fabricar o MSLA-3D-PDE, inicialmente foi

selecionado o lado do substrato no qual estariam dispostos os eletrodos. Esse, por sua vez,
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é o lado que esteve em contato com a base de construcdo da impressora 3D durante a
impressdo devido a sua maior rugosidade. Em seguida, o substrato foi limpo com etanol
e posteriormente adesivado com um molde onde estariam posicionados os eletrodos
(Figura 1C). Foi utilizada a configuragdo de trés eletrodos: eletrodos de trabalho (ET, @
= 4 mm), contraeletrodo (CE) e eletrodo de pseudorreferéncia (EPR), os quais foram
desenhados em carbono usando um l&pis 6B (Figura 1D). Nesta etapa, um multimetro foi
utilizado para monitorar as resisténcias elétricas nas extremidades dos eletrodos, a fim de
se obter uma boa reprodutibilidade entre os dispositivos fabricados, mantendo um padréo
de resisténcias entre 400-600 ohms. Apds essa etapa, 0 adesivo foi removido (Figura 1E)
e 0 MSLA-3D-PDE foi disposto na célula eletroquimica personalizada para a realizacao
de experimentos futuros (Figura 1F). As conexdes elétricas foram feitas diretamente nos
contatos dos eletrodos por meio de garras estilo jacaré. O volume maximo do reservatério
da célula é de aproximadamente 1,7 mL. No entanto, como os eletrodos estdo na parte

inferior, volumes muito menores podem ser usados (cerca de 300 pL).

Figura 1. Imagens de Desenho Assistido por Computador (CAD, do inglés Computer
Aided Design) dos componentes impressos em 3D: (1) tampa, (I1) base, (111) revestimentos
de porca e (1V) substrato MSLA-3D-PDE (A). Imagem das pecas impressas em 3D com
parafusos, porcas e O-ring anexados (B). Etapas para a producdo do MSLA-3D-PDE:
aplicacdo do adesivo (C), desenho do eletrodo (D) e MSLA-3D-PDE pronto para uso apds
a remogdo do adesivo (E). MSLA-3D-PDE montado no suporte eletroquimico
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personalizado com as conexdes elétricas e solugcdo no reservatorio, conforme utilizado

durante os experimentos (F).

2.3.4. Determinacéo de omeprazol em amostras farmacéuticas

O MSLA-3D-PDE foi empregado na eletroanalise de OMP utilizando duas marcas
de produtos farmacéuticos comerciais. Para isso, 0 conteldo de trés cdpsulas de cada
marca foi pesado separadamente e a média foi calculada. Em seguida, as trés capsulas
foram homogeneizadas e as massas correspondentes a média de uma céapsula de cada
marca foram transferidas para bal6es volumétricos de 50,00 mL e solubilizadas em etanol.
As duas solugdes obtidas foram homogeneizadas, filtradas através de filtro de seringa
com membrana de 0,22 um e devidamente diluidas no tampao utilizado nas medidas

eletroquimicas.

2.3.5. Espectrofotometria UV-Vis

Os resultados obtidos durante as eletroanalises das amostras farmacéuticas foram
comparados com a espectrofotometria UV-Vis utilizando uma adaptacdo do método
proposto por Rivai et al. [29]. Resumidamente, uma solucdo estoque de OMP em uma
concentracédo de 1.000,0 ug mL ! foi preparada em NaOH 0,10 mol L~!. Em seguida, essa
solucdo foi diluida dez vezes e, a partir dela, quantidades apropriadas da solucdo padréo
de 100 pg mL™! foram adicionadas a balGes volumétricos de 10,00 mL e solubilizadas em
NaOH 0,10 mol L. O mesmo procedimento foi aplicado para as amostras farmacéuticas:
as massas correspondentes ao contelldo de uma Unica capsula de cada marca foram
transferidas quantitativamente para frascos volumétricos de 20,00 e 50,00 mL e
solubilizadas em NaOH. Subsequentemente, as solucBes resultantes foram filtradas
através de filtro de seringa com membrana de 0,22 um, diluidas em baldes de 10,00 mL
a fim de se obter concentracBes de 100,0 ug mL™' que, entdo, foram diluidas para
concentracdes adequadas e transferidas para cubetas de quartzo de 3 mL para as medidas

UV-Vis, que foram realizadas no comprimento de onda de 304,8 nm.

2.3.6. Matriz de urina sintetica

Os ensaios de recuperagdo utilizaram urina sintética que foi preparada com base
no trabalho de Laube et al. [30]. Os seguintes compostos foram misturados em um bal&o
volumetrico de 50,00 mL: 0,1460 g de NaCl, 0,0800 g de KCI, 0,0540 g de CaCl.:2H-0,
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0,1120 g de Na.S0Os, 0,0700 g de KH2PO4, 0,0500 g de NH4Cl e 1,250 g de ureia. Apos a
adicdo de todos os reagentes, eles foram solubilizados em agua deionizada. Esta urina
sintética foi entdo fortificada com diferentes concentracbes de OMP e diluida na

proporgao de 1:5 com tampao BR 0,15 mol L™ em pH 7,0 para as analises eletroquimicas.
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2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO
2.4.1. Comportamento eletroquimico do sensor MSLA-3D-PDE

Com o intuito de analisar o desempenho eletroquimico do novo sensor proposto,
foram realizados experimentos de EIE e VC em meio aquoso contendo 1 mmol L™ de
cada um dos compostos do par redox de referéncia Fe(CN)s*/Fe(CN)s* em 0,5 mol L™
de KCI. Para fins de comparacéo, 0s mesmos experimentos também foram realizados com
um eletrodo de carbono vitreo (GCE, do inglés glassy carbon electrode, g = 2,5 mm)
comercial. Para um confronto preciso das respostas eletroquimicas dos dois eletrodos de
trabalho (ET integrado e o0 GCE), o CE e o0 EPR integrados do MSLA-3D-PDE foram
utilizados para as medidas de ambos e as correntes de pico foram normalizadas pela area
geométrica (AeT integrado = 13,8 mm? e Acce = 4,9 mm?) e expressas como densidade de
corrente (j).

Como mostrado na Figura 2A, o perfil eletrogquimico obtido usando 0 MSLA-3D-
PDE foi consistente com o esperado para o par redox utilizado [31,32]. Um pico anddico
em Epa = + 0,068 V e um pico catédico em E,c = — 0,090 V foram observados,
proporcionando uma separagao de pico (AEp) de 158 mV. As correntes de pico anddico e
catodico forneceram uma razéo (ipa/ipc) de 1,01 (para n = 3 medidas), indicando um
desempenho eletroquimico satisfatério para o MSLA-3D-PDE, com reversibilidade
aceitavel em relacdo ao par redox utilizado. Esses resultados estdo de acordo com outros
estudos do par redox de referéncia utilizando eletrodos desenhados [17,33].
Comparativamente, o0 GCE comercial exibiu um perfil voltamétrico semelhante: um pico
anodico em Epa = + 0,087 V e um pico catddico em Epc = — 0,082 V, com uma separagao
de pico de 169 mV, enquanto a razao ipa/ipc Obtida foi de 1,02 (para n = 3 medidas). Esse
valor alto de separacéo de pico no GCE pode ser justificado pelo arranjo da célula, pois
formam utilizados o CE e o0 EPR integrados do MSLA-3D-PDE.

Experimentos de EIE foram realizados para investigar a resisténcia a transferéncia
de carga (Rt) dos eletrodos [34]. Os valores de Rt obtidos a partir dos graficos de Nyquist
(Figura 2B) para o MSLA-3D-PDE e o GCE foram de 0,24 ¢ 1,79 kQ (ou 3,31 e 8,77 kQ
mm~2 normalizado pela area de cada um), respectivamente, o que esta de acordo com 0s
valores de AE, observados nas medidas de VC. Os dados de EIE foram ajustados através
do circuito equivalente [R(Q[RQ])].
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Figura 2. A) Voltammogramas ciclicos na presenca (linhas solidas) e na auséncia (linhas
tracejadas) de Fe(CN)s */Fe(CN)s* (1 mmol L' cada) registrados com os eletrodos de
trabalho MSLA-3D-PDE (linhas vermelhas) e GCE (linhas pretas). B) Curvas de EIE
(gréficos de Nyquist) obtidas. O CE e o EPR integrados do MSLA-3D-PDE foram
utilizados em todas as medidas. Eletrélito de suporte: KCI 0,5 mol L; velocidade de

varredura: 100 mV s™.

Como detalhado na Tabela 2, 0 MSLA-3D-PDE forneceu correntes de pico mais
altas, maior condutividade (valor de R mais baixo) e melhor reversibilidade (AEp mais
baixo) em comparagdo com o GCE. Por outro lado, o PDE mostrou uma corrente
capacitiva maior do que o GCE (Figura 2A). Esse comportamento pode ser atribuido a
natureza do PDE, que é composto por materiais mais rugosos do que o carbono vitreo.
Esses resultados mostram que o0 MSLA-3D-PDE, embora seja mais simples e tenha um
custo significativamente menor, apresenta desempenho comparavel a um eletrodo

amplamente utilizado na literatura.
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Tabela 2. Comparacédo entre MSLA-3D-PDE e GCE a partir de dados obtidos por EIE e
VC.

| . PR na . R/ A (kQ  Area geométrica
E etFOdO Janodma (U.A mm ) Jcatodma (HA mm ) AEp (V)

mm-=) ® (mm?)
MSLA-3D-PDE 6,32 -6,23 0,158 3,31 13,8
GCE 4,40 -4,31 0,169 8,77 4,9

aDados obtidos através de voltamogramas ciclicos (n = 3) do par redox Fe(CN)s3/Fe(CN)s* (1
mmol L cada) em solugdo aquosa de KCI 0,5 mol L™ a uma velocidade de varredura de 100
mvV st

®Normalizado pela area geométrica de cada eletrodo de trabalho.

A influéncia da velocidade de varredura (v) na resposta eletroquimica do MSLA-
3D-PDE foi estudada na faixa de 50 a 275 mV s™! na presenca de Fe(CN)s* /Fe(CN)s*.
Como apresentado na Figura 3, as correntes de pico anodico e catddico mostraram uma
dependéncia linear com a raiz quadrada das velocidades de varredura (os valores de R
foram 0,999 para ambos), indicando que a transferéncia eletronica que ocorre na interface
eletrodo-solucéo é controlada por difusdo, como esperado para tal par redox [35].

200
300 10 S eantll
<
o0
200 F -00 Pico catédico 275 mV s~
-200 -&Hﬁﬁ‘_“
[ 02 0,3 04 0.5
1 00 | vﬂ"’ ! VUZ s-ﬂZ
<i —_—
—-— 0
= 50mV s’
-100
-200
_300 1 " 1 " 1 " 1 n 1
-0,8 -0,4 0,0 0,4 0,8

E/V vs. EPR de carbono

Figura 3. Voltammogramas ciclicos registrados em varias velocidades de varredura (50
a 275 mV s7) utilizando o MSLA-3D-PDE na presenga de Fe(CN)s*> /Fe(CN)s* (1 mmol
L™ cada). O gréfico inserido mostra a dependéncia entre as correntes de pico anddico e
catédico com a raiz quadrada da velocidade de varredura (resultados para n = 3 medidas).

Eletrolito de suporte: KCI 0,5 mol L.
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A érea eletroativa do MSLA-3D-PDE foi calculada usando a equacéo de Randles-
Sevcik: ip = * 2,69x10°n¥2ACDY2v2, no qual i, € 0 pico anddico (ipa) 0u catddico (ipc),
né o numero de elétrons envolvidos na reacdo, A é a &rea eletroativa do eletrodo de
trabalho, C é a concentracdo do analito de interesse, D é o coeficiente de difusdo do
analito (6,39x10° cm? s™! para 0 par redox utilizado) e v € a velocidade de varredura
[36,37]. Como resultado, o valor encontrado da area A foi de 43,2 mm2. Considerando
que a area geométrica é de 13,8 mmz, foi possivel calcular o fator de rugosidade do
eletrodo (p, a razdo entre a area eletroativa e a area geométrica), obtendo-se um valor de
3,13 [37,38]. Esse valor sugere uma superficie defeituosa, aspera e rugosa para 0 MSLA-
3D-PDE, com ondulagdes e fendas, caracteristicas tipicas de eletrodos a base de carbono
[39,40].

A constante heterogénea de taxa de transferéncia de elétrons (k°), que permite
estimar a velocidade da transferéncia de elétrons entre o eletrodo e o analito, foi calculada
usando a seguinte equacio: k® = RT/F?RAC, no qual R é a constante universal dos
gases, T é a temperatura, F € a constante de Faraday, R € a resisténcia a transferéncia de
carga, A € a area eletroativa e C é a concentracdo do analito, nesse caso, do par redox
utilizado [37]. O célculo resultou em um valor de k° de 3,46x10°2 cm s para o MSLA-
3D-PDE, que € maior do que alguns valores mencionados para abordagens envolvendo
eletrodos de carbono, tanto eletrodos desenhados a lapis (k° = 3,28x104 cm s [21])
como eletrodos fabricados a partir de grafeno induzido a laser (LIG, do inglés laser
induced graphene, k° = 2,17x103 cm s!) [41] e sensores impressos em 3D decorados
com nanomateriais (k° = 2,0x102 cm s*) [42]. Este resultado valida o bom desempenho
do MSLA-3D-PDE.

2.4.2. Andlise de superficie, composic¢ao quimica e angulo de contato (molhabilidade)

A morfologia do MLSA-3D-PDE foi avaliada por MEV. A superficie do substrato
gue acomoda o eletrodo desenhado, mostrada nas Figuras 4A e 4B, apresentou rugosidade
e defeitos de superficie, que podem ser atribuidos as microirregularidades na placa de
construcdo da impressora 3D. Essa rugosidade foi importante para auxiliar na deposigédo
das camadas de grafite durante a fabricacdo dos eletrodos. Por outro lado, a microscopia
do MSLA-3D-PDE (Figuras 4C e 4D) foi significativamente diferente do substrato e
semelhante aquela observada em outros eletrodos a base de carbono [43-45]. Pode ser

observado que a superficie do eletrodo ndo é uniforme, mostrando placas de grafite com
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bordas afiadas depositadas sobre ela. Essa superficie irregular pode fornecer sitios ativos,
0 que explica a diferenca observada entre a area eletroativa e a area geométrica, exibida

na forma de fator de rugosidade (p).

p
i.

ZEKY  Xi@, a8 Tum MULTILAM ZBkUY X8, agn

ZaklU - XSE B8 8. fﬁ-\m MULTILAM

Figura 4. Imagens, obtidas por MEV, do substrato impresso em 3D por MSLA em
diferentes pontos na ampliagdo de 10.000 vezes (A) e (B) e do MSLA-3D-PDE na
ampliacdo de 10.000 vezes (C) e 50.000 vezes (D).

Os espectros de FTIR do substrato impresso em MSLA-3D e do MSLA-3D-PDE
foram obtidos e utilizados para analisar suas composi¢des quimicas. Como mostrado na
Figura 5, os dois espectros apresentaram perfis contrastantes. O substrato impresso em
MSLA-3D exibiu bandas de vibracdo de estiramento para CHs e CH> (2854 e 2924 cm™
1, C=0 (1722 cm™), C=C (1633 cm™) e C-O (1238 e 1108 cm™1), assim como uma banda
de vibragdo de flexdo para C-OH (1444 cm™?). Esse perfil sugere a presenca de grupos
epoxi e acrilato na resina biodegradavel [46]. Diferentemente, o espectro do MSLA-3D-
PDE apresentou apenas bandas de estiramento para C=C (1634 cm™) e para C-O (1107
cm™), que podem ser atribuidas as camadas de grafite depositadas, enquanto todas as
outras bandas do substrato foram suprimidas. O perfil espectral obtido para 0 MSLA-3D-
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PDE foi semelhante aos espectros FTIR observados para materiais a base de grafite em
outros trabalhos [47,48].

3D-PDE Pico de CO,

Substrato de MSLA-3D

Refletiancia

4000 3000 2000 1000 0
Numero de onda/cm™

Figura 5. Espectros FTIR do substrato impresso em 3D por MSLA e do MSLA-3D-PDE.

As medidas do angulo de contato foram utilizadas para avaliar a molhabilidade do
substrato impresso em 3D por MSLA e do MSLA-3D-PDE. De acordo com a Figura 6, 0
substrato e os eletrodos apresentaram angulos de contato, 6, de 80,5+1,3° e 89,7+1,7°,
respectivamente (para n = 3). Considerando que a classificacdo dos angulos de contato se
da por super-hidrofilico (6 < 10°), hidrofilico (6 < 90°), hidrofébico (90° < 6 < 150°) e
super-hidrofébico (6 > 150°), os valores obtidos, ainda que considerados dentro da
classificacdo de superficies hidrofilicas [49], estdo no limite dessa faixa, ja apresentando
uma hidrofobicidade significativa, principalmente se tratando dos eletrodos. Essa
caracteristica indica uma interacdo fraca entre a agua e a superficie do dispositivo, o que
pode aumentar a estabilidade e durabilidade do sensor para uso durante periodos mais

longos, diminuindo o custo por anélise.
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Figura 6. Medidas do angulo de contato para o substrato impresso em 3D por MSLA (A)
e para o eletrodo desenhado a lapis MSLA-3D-PDE (B).

2.4.3. Estabilidade do dispositivo

A vida util e a reprodutibilidade dos dispositivos foram avaliadas. A repetibilidade
intrassensor (Figura 7A) foi estudada medindo 200 ciclos consecutivos de VC usando 0s
mesmos parametros, solugdes e MSLA-3D-PDE. Valores de desvio padréo relativo
(DPR) de 1,70% e 5,29% foram obtidos para as correntes de pico e potenciais de pico,
respectivamente. Esses resultados mostram que a resposta analitica permanece estavel
mesmo ap6s muitas medidas. Essa estabilidade é superior aquela observada em eletrodos
de lapis desenhados em papel e pode ser atribuida a fraca interacdo entre a 4gua e o
substrato impresso em MSLA-3D, que, ao contrario do papel, ndo sofre infiltracbes ou
enrugamentos [17].

A reprodutibilidade intersensor foi investigada realizando medidas de VC em
diferentes dispositivos (n = 4) sob as mesmas condigdes (Figura 7B). Nesse estudo, 0s
DPRs em relacdo as correntes de pico e potenciais de pico resultaram nos valores de
8,67% e 13,53%, respectivamente. A varia¢do observada para os potenciais de pico pode
ser atribuida ao uso de um eletrodo de pseudorreferéncia. Para que nao houvesse
discrepancias significativas entre as correntes e os potenciais de pico dos diferentes
dispositivos, ao fabricar os eletrodos, foi feito uma espécie de triagem, no qual a
resisténcia de cada um deles foi medida. Esse procedimento foi realizado para que se
obtivesse uma estimativa de valor e mantivesse uma faixa padréo de resisténcia aceitavel
para cada eletrodo, que ficou em torno de 400 a 600 Q. Assim, a resisténcia elétrica dos
sensores foi medida através de um multimetro, posicionando suas ponteiras em cada uma
das extremidades de cada eletrodo. Como mostrado na Tabela 3, os DPRs obtidos n&o

foram maiores que 5,5%. Este conjunto de dados indica uma reprodutibilidade aceitavel
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no processo de fabricagdo, considerando a simplicidade e o baixo custo envolvidos. O

custo de fabricagcdo de cada MSLA-3D-PDE foi estimado em R$ 0,60, o que € bastante

acessivel considerando o excelente desempenho e robustez do sensor.
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Figura 7. Voltamogramas ciclicos obtidos na presenga de Fe(CN)s*/Fe(CN)s*~ (1 mmol
L™ cada) registrados com apenas um dispositivo MSLA-3D-PDE (A) e com diferentes
MSLA-3D-PDEs (n = 4) (B). Eletrolito de suporte: KCI 0,5 mol L™; velocidade de

varredura: 100 mV s,

Tabela 3. Resisténcias elétricas medidas durante a fabricacdo do MSLA-3D-PDE.

Sensor Pseudorreferéncia (£2) Trabalho (€2) Contra ()
1 584 400 586
2 588 408 542
3 564 401 529
4 527 410 517
Média + DP @ 566 + 28 405+5 544 + 30
DPR"® 4,9 % 1,2% 5,5 %

2Desvio padrdo da medida de resisténcia de cada eletrodo dos quatro sensores;
® Desvio padréo relativo entre a resisténcia de cada eletrodo dos quatro sensores.

2.4.4. Estudos analiticos do OMP
A viabilidade analitica do MSLA-3D-PDE foi demonstrada por meio da deteccéo

de OMP. Primeiramente, foi investigado o voltamograma ciclico de OMP usando o
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MSLA-3D-PDE, que mostrou apenas um pico de oxidagdo em Eps = + 0,65 V, como
exibido na Figura 8. Esse perfil voltamétrico, que sugere uma oxidacao irreversivel, esta
de acordo com trabalhos anteriores [27,50]. Conforme apresentado na Figura 9, a
oxidacdo de OMP é atribuida ao grupo benzimidazol da molécula [27,50]. Para os estudos
analiticos, a voltametria de onda quadrada (VOQ) foi selecionada, pois essa técnica
proporcionou maior sinal analitico (cerca de 1,5 vezes maior) em compara¢do com a

voltametria de pulso diferencial (VPD) sob as mesmas condicdes (Figura 10).
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Figura 8. Voltamogramas ciclicos na presenca (linha sélida) e na auséncia (linha
tracejada) de 1 mmol L' de OMP registrados com o MSLA-3D-PDE. Eletrélito de
suporte: tampdo BR 0,10 mol L™ (pH 6,5): velocidade de varredura: 100 mV s
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Figura 9. Possivel mecanismo de eletrooxidacdo para OMP.

67



08

06

04}

iluA

02}

00

0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8

E/V vs. EPR de carbono

Figura 10. Comparacao entre VOQ (linhas pretas) e VPD (linhas vermelhas) na auséncia
(linhas tracejadas) e na presenca (linhas s6lidas) de 100 pmol L™* de OMP. Condigcdes:
incremento de potencial foi de 5 mV, amplitude do pulso foi de 20 mV e a velocidade de
varredura foi ajustada para 100 mV s1. Frequéncia de 20 Hz para VOQ e intervalo de
tempo de 0,05 s para VVPD. Eletrélito de suporte: BR 0,10 mol L™ (pH 6,5).

Em seguida, as otimizacdes do pH e da concentracdo do tampéo foram realizadas.
O pH do tampé&o foi estudado na faixa de 6,0 a 10,0, uma vez que o analito sofre
degradacdo em valores de pH inferiores a 6,0, 0 que é verificado através de uma mudanca
de cor na solucdo [28,51]. Como pode ser visto nas Figuras 11A e 11B, o sinal
voltamétrico do OMP é dependente do pH, sugerindo a participacdo de prétons no
processo redox. A maior corrente de pico (ip) foi alcancada em pH = 7,0, que foi escolhida
como a Gtima para 0s experimentos posteriores. A concentracdo do tampdo foi estudada
na faixa de 0,05 a 0,25 mol L e a maior iy foi observada ao usar 0,15 mol L™ (Figura
11C), sendo essa concentracdo definida como 6tima. Por fim, os parametros instrumentais
datécnica de VOQ foram investigados a fim de se obter méxima sensibilidade e resolucdo
de pico para a deteccdo analitica de OMP. A frequéncia e amplitude dos pulsos e o
incremento de potencial foram estudados nas faixas descritas na Tabela 4. Os valores que
proporcionaram a melhor relagéo entre resolucado e intensidade do sinal foram 5 Hz para

frequéncia, 9 mV para incremento de potencial e 40 mV para amplitude dos pulsos.
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Figura 11. (A) voltamogramas de onda quadrada de 100 pmol L de OMP em diferentes
valores de pH (6,0 a 10,0); (B) dependéncia das correntes de pico obtidas em fungéo do
pH (resultados para n = 3 medidas) e (C) dependéncia das correntes de pico com a
variacdo da concentracdo do tampao. Incremento de potencial: 3 mV; amplitude do pulso:
10 mV; velocidade de varredura: 50 mV s2; eletrdlito de suporte: tamp&o BR 0,10 mol
L na faixa estudada em (A) e (B) e em pH 7,0 em (C).
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Tabela 4. Parametros estudados e otimizados para a determinacdo de OMP usando o
dispositivo MSLA-3D-PDE e tampdo BR como eletrdlito.

Parametro Faixa avaliada Valor 6timo
pH 6,0a 10,0 7,0
Concentracédo do tampao 0,05a 0,25 mol L 0,15 mol L
Frequéncia 5a60 Hz 5Hz
Incremento de potencial lal0omvV 9mVv
Amplitude de pulso 10 a 100 mV 40 mvV

A dependéncia das correntes de pico de oxidacdo do OMP em relagcdo a
concentracdo foi investigada por meio da construcdo de uma curva de calibracao sob as
condigdes otimizadas (Tabela 4). Como pode ser observado na Figura 12, o OMP
apresentou uma boa dependéncia linear em uma faixa de concentragéo de 10 a 200 umol
L', com um coeficiente de determinacdo (R?) de 0,999. A sensibilidade eletroquimica foi
calculada como sendo 6,01 x 10~* pA L umol ™' mm? (usando a area geométricado MSLA-
3D-PDE). A equacéo linear obtida foi ip (uA) = (0,505+0,020) + (0,083£0,001) x [OMP]
(uM). Os limites de detecgdo (LD) e quantificagdo (LQ) foram calculados utilizando as
equacOes 3xDPJ/b e 10xDPaJ/b, respectivamente, onde DP. é o desvio padrdo da
intersecdo (coeficiente linear) e b é a inclinacdo (coeficiente angular) da curva analitica

[52]. Os valores obtidos foram 0,72 umol L' parao LD e 2,41 umol L™! para o LQ.

0 50 100 150 200
[OMP] / ymol L™

2l

Figura 12. Voltamogramas de onda quadrada registrados com o MSLA-3D-PDE em
diferentes concentragdes de OMP (10,0 a 200,0 pmol L™?) e a respectiva curva de
calibracdo obtida (inserida, resultados para n = 3 medidas). Condic¢des experimentais:
vide Tabela 4.
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A Tabela 5 compara os parametros de desempenho analitico obtidos para o
método desenvolvido com outros estudos relatados na literatura que visam a analise
eletroquimica de OMP. Como pode ser visto, embora 0s parametros obtidos aqui nao
sejam os melhores, eles ainda séo satisfatorios considerando a simplicidade e o baixo
custo do dispositivo, permitindo a deteccdo de OMP em vaérias situa¢es, como para
controle de qualidade de produtos farmacéuticos ou analise em matrizes bioldgicas. Outro
ponto importante a destacar € o fato de que, ao contrario de alguns desses estudos,
nenhuma modificacdo de eletrodo foi empregada aqui. Além disso, a abordagem
desenvolvida aqui também oferece outras caracteristicas interessantes em comparagédo
com os métodos mencionados, como a miniaturizacdo de todo o aparato eletroquimico
(sensor e célula), a integracdo dos trés eletrodos em um dnico dispositivo e 0 baixo

consumo de amostras/reagentes (na ordem de pL).
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Tabela 5. Comparacdo entre este trabalho e alguns outros relacionados a andlise eletroquimica de OMP.

Eletrodo Técnica LD/ pmol L Faixa linear  Miniaturizacéo Integracdo dos Volume da Ano Referéncia
/ umol L do aparato eletrodos célula
EPG® AdSV 0,003 0,01-4,0 Néo Nao mL 2015 [51]
MWCNT-SPE ° DA 0,009 1-50 Néo Sim mL 2017 [28]
BDDE ¢ VPD 0,91 2,3-14 Nao Néo mL 2017 [24]
PGE ¢ VPD 7,52 30-200 Nao Néo mL 2018 [53]
CPE/FeGIUCNT-SDS®¢  VPD 0,0033 0,01-100 Néo Néo mL 2019 [23]
CPE/DES-PEBTf DPASV 0,006 0,010-0,276 Néo Néo mL 2020 [25]
CPE/MOF-Mel ¢ VPD 0,01 0,05-60 Néo Néo mL 2020 [54]
MSLA-3D-PDE " VOQ 0,72 10-200 Sim Sim puL - Este trabalho

2 Grafite pirolitico de plano de borda;

® Eletrodo impresso (screen-printed) com nanotubos de carbono de paredes mdltiplas;

¢ Eletrodo de diamante dopado com boro;

dEletrodo de grafite de lapis;

¢ Pasta de carbono modificada com nanotubos de carbono, glutamina e nanomagnetita em dodecil sulfato de sédio;

fPasta de carbono modificada com solvente eutético profundo e poli(preto de eriocromo T) eletropolimerizado;

9 Pasta de carbono modificada com estrutura metal-organica e melamina eletropolimerizada;

h Sensor eletroquimico desenhado a lapis, fabricado em substrato impresso em 3D por estereolitografia mascarada.

AdSV: voltametria de redissolucdo adsortiva (do inglés adsorptive stripping voltammetry); DA: deteccdo amperométrica; VPD: voltametria de pulso
diferencial; DPASV: voltametria de redissolucdo anddica de pulso diferencial (do inglés differential-pulse anodic stripping voltammetry); VOQ: voltametria
de onda quadrada.
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2.4.5. Estudos de recuperacéo e seletividade

Para investigar a eficiéncia do MSLA-3D-PDE na determinacdo de OMP, foram
realizados estudos de recuperacdo em uma matriz de urina sintética, preparada conforme
descrito na Secdo 2.3.6. A urina sintética foi fortificada com diferentes quantidades de
OMP e os valores encontrados foram determinados utilizando o método de adi¢éo padréo.
Os valores de recuperacdo estdo detalhados na Tabela 6 e uma das curvas de adi¢do
padrdo obtidas é mostrada na Figura 13. As recuperacGes variaram de 98,5 a 105,0%,
indicando que o sensor desenvolvido é uma opcéo confiavel para a determinacao de OMP,
com potencial para aplicacdo em amostras biologicas. Também é importante mencionar
que as inclinagdes das curvas obtidas durante os testes de recuperagao (cerca de 0,08 pA
L umol?) foram bastante semelhantes aquela obtida para a curva de calibragdo (Figura

12), indicando a auséncia de efeitos significativos da matriz.

Tabela 6. Recuperacdes de OMP em amostras de urina sintética fortificadas utilizando o

método eletroquimico proposto.

Amostra de Adicionado / Encontrado / umol L™ 3
) Recuperacdo/% DPR/%
urina pumol L +DP?
1 10,0 10,2+0,4 102,0 39
2 20,0 21,0+0,3 105,0 1,4
3 32,8 323%1,0 98,5 31
4 44,2 446+11 100,9 2,5

2 Média de n = 3 determinacdes.
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Figura 13. Voltamogramas de onda quadrada e respectiva curva de adi¢do de padrao

(resultados para n = 3 medidas) obtidos durante uma das recuperacdes de OMP realizadas

em urina sintética. CondicOes experimentais: vide Tabela 4.

A seletividade do sensor foi investigada por meio da andlise de possiveis
interferentes que podem estar presentes em matrizes bioldgicas [23,24]. As medidas de
VOQ do OMP foram realizadas na presenca de alguns ions inorganicos (K*, CI-, Na*,
CO3? e Ca?") e espécies organicas (glicose (GLI), acido citrico (AC), acido ascorbico
(AA), acido urico (AU) e paracetamol (PAR)). A razdo de concentracdo entre OMP e
cada interferente foi fixada em 1:10. Como mostrado na Figura 14, pode-se observar que
as espécies ibnicas, assim como GLI, AC, AA e AU, ndo interferiram no sinal
voltamétrico do OMP, mesmo em concentracdes dez vezes maiores. A interferéncia mais
relevante foi causada pela presenca de PAR, que alterou a forma do voltamograma de
OMP. No entanto, o potencial de pico de oxidacdo (Epa) do PAR difere em
aproximadamente 0,35 V do Epa do OMP, além da intensidade da i, do OMP também nao
ser afetada. Dessa forma, a presenca de PAR ndo impede a analise de OMP. As correntes
de pico do OMP na presenga dos interferentes avaliados variaram de 95,7 a 104,7%
quando comparadas com a resposta isolada de OMP, denotando que a metodologia
desenvolvida para o uso do MSLA-3D-PDE possui seletividade adequada.
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Figura 14. Medidas voltamétricas de 20 umol L™t de OMP na auséncia e na presenca de
K*, CI-, Na*, CO3s*, Ca?*, glicose (GLI), acido citrico (AC), acido ascorbico (AA), acido
urico (AU) e paracetamol (PAR). A concentracdo desses compostos foi fixada em 200
umol L1 (Proporgdo com o analito de interesse de 1:10). Condiges experimentais: vide
Tabela 4.

2.4.6. Deteccdo do OMP em amostras reais

O OMP presente em dois produtos farmacéuticos comerciais foi determinado
utilizando a metodologia desenvolvida, como citado na secdo 2.3.4. As analises foram
realizadas em triplicata e, considerando que as matrizes das amostras ndo apresentaram
interferéncias significativas, foi utilizado o método de padronizacdo externa. Para
comparar os resultados obtidos, a analise das amostras também foi realizada utilizando
espectrofotometria UV-Vis, como descrito na se¢cdo 2.3.5. Os resultados estdo
apresentados na Tabela 7. Os valores encontrados aplicando o método eletroquimico
variaram entre 101 e 105% das dosagens declaradas nos rétulos dos produtos. Ademais,
esses valores mostraram excelente concordancia com os obtidos pela espectrofotometria
UV-Vis (com erro relativo < 1,50%), demonstrando 6tima exatiddo. O método MSLA-
3D-PDE/ VOQ também forneceu preciséo satisfatoria para as analises das amostras (DPR

foi < 7,8%). Interferéncias ou efeitos de matriz ndo foram detectados.
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Tabela 7. Resultados obtidos para as determinagdes de OMP em produtos farmacéuticos
realizadas com MSLA-3D-PDE/VOQ e espectrofotometria UV-Vis.

OMP detectado por OMP detectado por Erro
Amostra Dosagem rotulada ? ) )
VOQ +DP?® UV-Vis + DP® relativo °
Marca 1 20 mg/pilula 20,3 mg * 1,6/pilula 20,0 mg £ 0,7/pilula 1.5%
Marca 2 40 mg/pilula 41,8 mg + 1,6/pilula 41,9 mg + 0,4/pilula -0,2%

8 Contetdo de OMP informado na bula do medicamento;
®Média de n = 3 determinacdes;
¢ [((Resultado da VOQ) — (Resultado da UV-Vis)) / (Resultado da UV-Vis)] x 100%.

Os resultados obtidos durante as andlises das amostras (Tabela 7) foram
comparados utilizando testes estatisticos (teste t pareado e teste F) dentro de um nivel de
confianca de 95%. O valor t calculado (0,99) foi menor que o valor critico (2,57, para n
= 6). Ao mesmo tempo, o valor F calculado (1,16) também foi menor que o valor critico
(5,05, para n = 6). Isso implica que ndo h& diferenca estatistica consideravel entre os
resultados obtidos com VOQ e UV-Vis em termos de exatiddo e preciséo,

respectivamente.

2.4.7. Eco-escala

A escala de sustentabilidade da abordagem desenvolvida foi determinada
quantitativamente pelo uso da Eco-Escala, que € um procedimento baseado na atribuicédo
de Pontos de Penalidade (PPs) para procedimentos que ndo estdo alinhados com os
principios da analise verde [55]. Esses PPs consideram varios parametros no método
analitico, como materiais e reagentes utilizados, residuos gerados, consumo de energia,
entre outros. Um método totalmente verde tem uma pontuacao de 100 na Eco-Escala. A
sustentabilidade de um determinado procedimento analitico é medida subtraindo o
namero total de PPs do valor ideal (pontuacdo da Eco-Escala = 100 — PPs). Como pode
ser visto na Tabela 8, a pontuacdo da Eco-Escala calculada para 0 método MSLA-3D-
PDE/VOQ proposto foi de 78. No entanto, esse indice estaria ainda mais préximo do ideal
(100) se considerarmos que a maior parte dos PPs se deve aos reagentes utilizados na
preparacdo das solugdes tampdo (ndo relacionados a fabricagdo do MSLA-3D-
PDE). Assim, a fabricacdo do sensor e o método MSLA-3D-PDE/VOQ para
determinacdo de OMP apresentam um excelente indice verde de sustentabilidade de

acordo com essa métrica. O desenvolvimento de dispositivos miniaturizados que utilizam



materiais ndo toxicos e/ou biodegradaveis, consomem pequenos volumes de
amostras/reagentes e geram quantidades minimas de residuos s&o contribuicfes
importantes para o conceito de "Procedimentos Analiticos Sustentaveis”. A Eco-Escala
evidencia que o0 MSLA-3D-PDE esta alinhado com esse conceito e tem grande potencial

para uso se encaixando na Quimica Analitica Verde [56].
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Tabela 8. Pontuacdo da Eco-Escala baseada em pontos de penalidade para avaliar a

sustentabilidade do dispositivo, juntamente com a metodologia proposta aqui.

Pontos de
Numero de Palavra
Reagente/material ] o penalidade
pictogramas sinalizada
(PPs)
Acido acético (0,10 mol L %) 2 Perigo (Danger) 4
Acido fosférico (0,10 mol L) 2 Perigo (Danger) 4
Acido borico (0,10 mol L) 1 Perigo (Danger) 2
Hidroxido de sodio (50% wi/v) 1 Perigo (Danger) 2
Etanol 2 Perigo (Danger) 4
Omeprazol 1 Atencéo (Warning) 1
Grafite para a produgdo dos sensores 2 Atencéo (Warning) 2
Resina para a impressédo 3D 1 Atencéo (Warning) 1
Pontos de
Instrumentos/técnica Energia usada penalidade
(PPs)
Deteccéo voltamétrica < 0,1 kWh por amostra 0
Impressora 3D para a produgéo do 3D-PDE < 0,1 kWh por amostra 0
Geladeira para armazenar as solucgdes < 1,5 kWh por amostra 1
Pontos de
Outras condigdes Condicéo penalidade
(PPs)
Residuo <1lmL 1
Perigo ocupacional Processo de hermetizagdo 0
Pontos de penalidade total 22
Pontuacéo da Eco-escala analitica (100 — 18

PPs)
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2.5. CONCLUSAO

Aqui foi apresentada a fabricacdo de sensores eletroquimicos desenhados a lapis
utilizando um substrato de estereolitografia mascarada impressa em 3D (MSLA).
Algumas vantagens desse novo substrato sdo rigidez e hidrofobicidade, que contribuem
para a producéo de plataformas analiticas versateis, robustas e mais estaveis. Além disso,
0 substrato € impresso usando uma resina biodegradavel, sendo uma abordagem
sustentavel com baixo impacto ambiental. Dessa forma, o substrato impresso em MSLA-
3D pode ser uma alternativa interessante e ecoldgica ao papel para a fabricacdo de
sensores mais duraveis e de baixo custo. O eletrodo desenhado a lapis impresso em 3D
(MSLA-3D-PDE) foi totalmente caracterizado, apresentando excelente desempenho
eletroquimico, comparavel até mesmo ao amplamente utilizado e bem estabelecido
eletrodo de carbono vitreo, a um custo extremamente baixo (aproximadamente R$ 0,60
por dispositivo). A viabilidade analitica do MSLA-3D-PDE foi investigada através da
andlise quantitativa de omeprazol em produtos farmacéuticos. Os resultados mostraram
excelente concordancia com as dosagens rotuladas e também com os valores encontrados
por espectrofotometria UV-Vis. Assim, baseado no exposto, 0 MSLA-3D-PDE é um
dispositivo portatil e descartavel que surge como uma opcao analitica interessante com
potencial promissor para aplicacdo nas areas farmacéutica, forense, clinica e ambiental,
incluindo também testes de diagnostico rapido realizados no ponto de atendimento (POC,

do inglés point-of-care) e analises de campo.

79



[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

2.6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

W.R. de Araujo, T.M.G. Cardoso, R.G. da Rocha, M.H.P. Santana, R.A.A. Mufioz, E.M.
Richter, T.R.L.C. Paixdo, W.K.T. Coltro, Portable analytical platforms for forensic
chemistry: A review, Anal Chim Acta 1034 (2018) 1-21.
https://doi.org/10.1016/j.aca.2018.06.014.

E.F.M. Gabriel, B.G. Lucca, G.R.M. Duarte, W.K.T. Coltro, Recent advances in toner-
based microfluidic devices for bioanalytical applications, Analytical Methods 10 (2018)
2952-2962. https://doi.org/10.1039/c8ay01095a.

K. Kang, S. Oh, H. Yi, S. Han, Y. Hwang, Fabrication of truly 3D microfluidic channel
using 3D-printed soluble mold, Biomicrofluidics 12 (2018).
https://doi.org/10.1063/1.5012548.

R.M. Cardoso, S.V.F. Castro, M.N.T. Silva, A.P. Lima, M.H.P. Santana, E. Nossol,
R.A.B. Silva, E.M. Richter, T.R.L.C. Paixdo, R.A.A. Mufoz, 3D-printed flexible device
combining sampling and detection of explosives, Sens Actuators B Chem 292 (2019)
308-313. https://doi.org/10.1016/j.snb.2019.04.126.

D.S. Rocha, L.C. Duarte, H.A. Silva-Neto, C.L.S. Chagas, M.H.P. Santana, N.R.
Antoniosi Filho, W.K.T. Coltro, Sandpaper-based electrochemical devices assembled on
a reusable 3D-printed holder to detect date rape drug in beverages, Talanta 232 (2021)
122408. https://doi.org/10.1016/j.talanta.2021.122408.

H.H. Hamzah, S.A. Shafiee, A. Abdalla, B.A. Patel, 3D printable conductive materials
for the fabrication of electrochemical sensors: A mini review, Electrochem Commun 96
(2018) 27-31. https://doi.org/10.1016/j.elecom.2018.09.006.

A. Abdalla, B.A. Patel, 3D Printed Electrochemical Sensors, Annual Review of
Analytical Chemistry 14 (2021) 47-63. https://doi.org/10.1016/B978-012370624-
9/50005-0.

J. Mufioz, M. Pumera, 3D-printed biosensors for electrochemical and optical applications,
TrAC - Trends in  Analytical  Chemistry 128  (2020)  115933.
https://doi.org/10.1016/j.trac.2020.115933.

A. Ambrosi, M. Pumera, 3D-printing technologies for electrochemical applications,
Chem Soc Rev 45 (2016) 2740-2755. https://doi.org/10.1039/c5¢s00714c.

B.M.D.C. Costa, S. Griveau, F. d’Orlye, F. Bedioui, J.A.F. da Silva, A. Varenne,
Microchip electrophoresis and electrochemical detection: A review on a growing

80



[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

synergistic ~ implementation,  Electrochim  Acta 391  (2021)  138928.
https://doi.org/10.1016/j.electacta.2021.138928.

B.G. Lucca, S.M. Lunte, W.K. Tomazelli Coltro, V.S. Ferreira, Separation of natural
antioxidants using PDMS electrophoresis microchips coupled with amperometric
detection and reverse polarity, Electrophoresis 35 (2014) 3363-3370.
https://doi.org/10.1002/elps.201400359.

C.M.A. Brett, A.M.O. Brett, Electrochemistry - Principles, Methods and Applications,
Oxford University Press Inc, New York, 1994.

N. Dossi, S. Petrazzi, R. Toniolo, F. Tubaro, F. Terzi, E. Piccin, R. Svigelj, G.
Bontempelli, Digitally Controlled Procedure for Assembling Fully Drawn Paper-Based
Electroanalytical Platforms,  Anal Chem 89 (2017) 10454-10460.
https://doi.org/10.1021/acs.analchem.7b02521.

Z. Akca, HI. Ozok, Y. Yardim, Z. Sentiirk, Electroanalytical investigation and
voltammetric quantification of antiviral drug favipiravir in the pharmaceutical
formulation and urine sample using a glassy carbon electrode in anionic surfactant media,
Turk J Chem 46 (2022) 869-880. https://doi.org/10.55730/1300-0527.3375.

I.M. Taylor, E.M. Robbins, K.A. Catt, P.A. Cody, C.L. Weaver, X.T. Cui, Enhanced
Dopamine Detection Sensitivity by PEDOT/Graphene Oxide Coating on in vivo Carbon
Fiber Electrodes, Biosens Bioelectron 89 (2017) 400—410.

R.M. Carvalho, E.R. Peddo, F.M.R. Guerbas, M.P. Tronchini, V.S. Ferreira, J.M. Petroni,
B.G. Lucca, Electrochemical study and forensic electroanalysis of fungicide
benzovindiflupyr using disposable graphite pencil electrode, Talanta 252 (2023).
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2022.123873.

N.C. de Moraes, J.M. Petroni, F. de Lima, V.S. Ferreira, B.G. Lucca, Paper-based
electrochemical platform modified with graphene nanoribbons: A new and affordable
approach for analysis of 5-hydroxy-L-tryptophan, Microchemical Journal 183 (2022).
https://doi.org/10.1016/j.microc.2022.108030.

V.N. Ataide, W.A. Ameku, R.P. Bacil, L. Angnes, W.R. De Araujo, T.R.L.C. Paixao,
Enhanced performance of pencil-drawn paper-based electrodes by laser-scribing
treatment, RSC Adv 11 (2021) 1644-1653. https://doi.org/10.1039/d0ra08874a.

K.C. Honeychurch, The voltammetric behaviour of lead at a hand drawn pencil electrode
and its trace determination in water by stripping voltammetry, Analytical Methods 7
(2015) 2437-2443. https://doi.org/10.1039/c4ay02987a.

81



[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

N. Dossi, S. Petrazzi, F. Terzi, R. Toniolo, G. Bontempelli, Electroanalytical cells pencil
drawn on PVC supports and their use for the detection in flexible microfluidic devices,
Talanta 199 (2019) 14—20. https://doi.org/10.1016/j.talanta.2019.01.126.

E. Bernalte, C.W. Foster, D.A.C. Brownson, M. Mosna, G.C. Smith, C.E. Banks, Pencil
it in: Exploring the feasibility of hand-drawn pencil electrochemical sensors and their
direct comparison to screen-printed electrodes, Biosensors (Basel) 6 (2016).
https://doi.org/10.3390/bios6030045.

L.O. Orzari, I.A. de A. Andreotti, M.F. Bergamini, L.H. Marcolino Junior, B.C. Janegitz,
Disposable electrode obtained by pencil drawing on corrugated fiberboard substrate, Sens
Actuators B Chem 264 (2018) 20—26. https://doi.org/10.1016/j.snb.2018.02.162.

N.F. Atta, A. Galal, E.H. EI-Ads, A.E. Galal, New Insight in Fabrication of a Sensitive
Nano-Magnetite/Glutamine/Carbon Based Electrochemical Sensor for Determination of
Aspirin  and Omeprazole, J Electrochem Soc 166 (2019) B161-B172.
https://doi.org/10.1149/2.1241902jes.

Z. Chomistekova, E. Culkova, R. Bellova, D. Melicher¢ikova, J. Durdiak, J. Timko, M.
Rievaj, P. Tom¢éik, Oxidation and reduction of omeprazole on boron-doped diamond
electrode: Mechanistic, kinetic and sensing performance studies, Sens Actuators B Chem
241 (2017) 1194-1202. https://doi.org/10.1016/j.snb.2016.10.014.

B. Mostafiz, L. Fotouhi, P.S. Dorraji, An electrochemical sensor based on an Eriochrome
Black T polymer and deep eutectic solvent for the simultaneous determination of
omeprazole and lansoprazole, Analytical Methods 12 (2020) 4072-4079.
https://doi.org/10.1039/d0ay01078b.

M.K. Bojdi, M. Behbahani, M.H. Mashhadizadeh, A. Bagheri, S.S.H. Davarani, A.
Farahani, Mercapto-ordered carbohydrate-derived porous carbon electrode as a novel
electrochemical sensor for simple and sensitive ultra-trace detection of omeprazole in
biological samples, Materials Science and Engineering C 48 (2015) 213-2109.
https://doi.org/10.1016/j.msec.2014.12.006.

S.M.A. Jorge, A.D.R. Pontinha, A.M. Oliveira-Brett, Electrochemical redox behavior of
omeprazole using a glassy carbon electrode, Electroanalysis 22 (2010) 625-631.
https://doi.org/10.1002/elan.200900377.

J.S. Stefano, T.F. Tormin, J.P. da Silva, E.M. Richter, R.A.A. Munoz, Amperometric

determination of omeprazole on screen-printed electrodes using batch injection analysis,

82



[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]
[37]

Microchemical Journal 133 (2017) 398-403.
https://doi.org/10.1016/j.microc.2017.04.007.

H. Rivai, R. Hasanah, Z. Azizah, Development and Validation of Omeprazole Analysis
Methods in Capsules with Absorbance Methods and Areas under Curves Methods with
UV-Vis Spectrophotometry, Int. Journal of Pharmaceutical Sciences and Medicine
(DPSM) 3 (2018) 21-32. https://doi.org/10.9734/bpi/tipr/v3/1695c.

N. Laube, B. Mohr, A. Hesse, Laser-probe-based investigation of the evolution of particle
size distributions of calcium oxalate particles formed in artificial urines, J Cryst Growth
233 (2001) 367-374. https://doi.org/10.1016/S0022-0248(01)01547-0.

P.A. Ferreira, F.M. de Oliveira, E.l. de Melo, A.E. de Carvalho, B.G. Lucca, V.S.
Ferreira, R.A.B. da Silva, Multi sensor compatible 3D-printed electrochemical cell for
voltammetric drug screening, Anal Chim Acta 1169 (2021) 338568.
https://doi.org/10.1016/j.aca.2021.338568.

J.M. Petroni, M.M. Neves, N.C. de Moraes, R.A. Bezerra da Silva, V.S. Ferreira, B.G.
Lucca, Development of highly sensitive electrochemical sensor using new
graphite/acrylonitrile butadiene styrene conductive composite and 3D printing-based
alternative  fabrication  protocol,  Anal Chim  Acta 1167  (2021).
https://doi.org/10.1016/j.aca.2021.338566.

J.M. Petroni, B.G. Lucca, L.C. da Silva Junior, D.C. Barbosa Alves, V. Souza Ferreira,
Paper-based Electrochemical Devices Coupled to External Graphene-Cu Nanoparticles
Modified Solid Electrode through Meniscus Configuration and their Use in Biological
Analysis, Electroanalysis 29 (2017) 2628-2637. https://doi.org/10.1002/elan.201700398.
C.C.L. de Franca, D. Meneses, A.C.A. Silva, N.O. Dantas, F.C. de Abreu, J.M. Petroni,
B.G. Lucca, Development of novel paper-based electrochemical device modified with
CdSe/CdS magic-sized quantum dots and application for the sensing of dopamine,
Electrochim Acta 367 (2021). https://doi.org/10.1016/j.electacta.2020.137486.

L.R. Siara, F. De Lima, C.A.L. Cardoso, G.J. Arruda, Electrochemically pretreated
zeolite-modified carbon-paste electrodes for determination of linuron in an agricultural
formulation and  water, Electrochim  Acta 151  (2015) 609-618.
https://doi.org/10.1016/j.electacta.2014.11.008.

C.G. Zoski, Handbook of Electrochemistry, 1st ed., Elsevier, Amsterdam, 2007.

L.R. Bard, A. J., Faulkner, Electrochemical Methods: Fundamentals and Applications, 22,
Wiley-VCH, New York, 2001.

83



[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

J.M. Petroni, B.G. Lucca, V.S. Ferreira, Simple and Inexpensive Electrochemical
Platform Based on Novel Homemade Carbon Ink and its Analytical Application for
Determination of Nitrite, Electroanalysis 29 (2017) 1762-1771.
https://doi.org/10.1002/elan.201700117.

Z. Guo, S. Zhou, J. Li, X. Guo, J. Cui, D. Wu, Development of a paper-based
microanalysis device doped with multi-walled carbon nanotubes for in vitro evaluation
of fluorene cytotoxicity, Bioelectrochemistry (2020) 107552.
https://doi.org/10.1016/j.bioelechem.2020.107552.

G. Bolat, Y.T. Yaman, S. Abaci, Highly sensitive electrochemical assay for Bisphenol A
detection based on poly (CTAB)/MWCNTs modified pencil graphite electrodes, Sens
Actuators B Chem 255 (2018) 140-148. https://doi.org/10.1016/j.snb.2017.08.001.

L.F. de Lima, W.R. de Araujo, Laser-scribed graphene on polyetherimide substrate: an
electrochemical sensor platform for forensic determination of xylazine in urine and
beverage samples, Microchimica Acta 189 (2022) 1-11. https://doi.org/10.1007/s00604-
022-05566-1.

W.B. Veloso, V.N. Ataide, D.P. Rocha, H.P. Nogueira, A. de Siervo, L. Angnes, R.A.A.
Mufioz, T.R.L.C. Paixdo, 3D-printed sensor decorated with nanomaterials by CO2 laser
ablation and electrochemical treatment for non-enzymatic tyrosine detection,
Microchimica Acta 190 (2023) 1-11. https://doi.org/10.1007/s00604-023-05648-8.

B.G. Lucca, F. de Lima, W.K.T. Coltro, V.S. Ferreira, Electrodeposition of reduced
graphene oxide on a Pt electrode and its use as amperometric sensor in microchip
electrophoresis, Electrophoresis 36 (2015) 1886-1893.
https://doi.org/10.1002/elps.201500092.

E. Natiele Tiago da Silva, J. Marques Petroni, B. Gabriel Lucca, V. Souza Ferreira, Pencil
graphite leads as simple amperometric sensors for microchip electrophoresis,
Electrophoresis 38 (2017) 2733-2740. https://doi.org/10.1002/elps.201700160.

R.M. Carvalho, V.S. Ferreira, B.G. Lucca, A novel all-3D-printed thread-based
microfluidic device with an embedded electrochemical detector: First application in
environmental analysis of nitrite, Analytical Methods 13 (2021) 1349-1357.
https://doi.org/10.1039/d1ay00070e.

T.A. de Araujo, N.C. de Moraes, J.M. Petroni, V.S. Ferreira, B.G. Lucca, Simple, fast,
and instrumentless fabrication of paper analytical devices by novel contact stamping

84



[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

method based on acrylic varnish and 3D printing, Microchimica Acta 188 (2021) 1-12.
https://doi.org/10.1007/s00604-021-05102-7.

Y. Qiu, Y. Yu, L. Zhang, Y. Qian, Z. Ouyang, An investigation of reverse flotation
separation of sericite from graphite by using a surfactant: MF, Minerals 6 (2016).
https://doi.org/10.3390/min6030057.

S. Gea, JN. Sari, R. Bulan, A. Piliang, S.A. Amaturrahim, Y.A. Hutapea,
Chitosan/graphene oxide biocomposite film from pencil rod, J Phys Conf Ser 970 (2018).
V.A.O.P. da Silva, V.A.P. Tartare, C. Kalinke, P.R. de Oliveira, D.C. de Souza, J.A.
Bonacin, B.C. Janegitz, LAB-MADE 3D-PRINTED CONTACT ANGLE
MEASUREMENT ADJUSTABLE HOLDER, Quim Nova 43 (2020) 1312-1319.
https://doi.org/10.21577/0100-4042.20170624.

K. Deng, X. Liu, C. Li, Z. Hou, H. Huang, An electrochemical omeprazole sensor based
on shortened multi-walled carbon nanotubes-Fe304 nanoparticles and poly(2, 6-
pyridinedicarboxylic acid), Sens Actuators B Chem 253 (2017) 1-9.
https://doi.org/10.1016/j.snb.2017.06.117.

S. Shahrokhian, M. Ghalkhani, M. Bayat, F. Ghorbani-Bidkorbeh, Voltammetric
behavior and determination of trace amounts of omeprazole using an edge-plane pyrolytic
graphite electrode, Iranian Journal of Pharmaceutical Research 14 (2015) 465-471.

J. Mocak, A.M. Bond, S. Mitchell, G. Scollary, A.M. Bond, A statistical overview of
standard (IUPAC and ACS) and new procedures for determining the limits of detection
and quantification: Application to voltammetric and stripping techniques, Pure and
Applied Chemistry 69 (1997) 297-328. https://doi.org/10.1351/pac199769020297.

I.LA. Alamin, A.A. Elbashir, Anodic voltammetric determination of Omeprazole in
Pharmaceutical formulation via pencil graphite electrode, Journal of Pharmaceutical
Advanced Research 8 (2018) 373-381.
https://www.researchgate.net/publication/329140286_Anodic_voltammetric_determinat
ion_of _Omeprazole_in_Pharmaceutical_formulation_via_pencil_graphite_electrode.

N. Arab, L. Fotouhi, P.S. Dorraji, G. Sargazi, Signal amplification for simultaneous
determination of two proton pump inhibitors in biological matrix based on newly
synthesized metal organic framework and polymeric film, Journal of Electroanalytical
Chemistry 860 (2020) 113923. https://doi.org/10.1016/j.jelechem.2020.113923.

85



[55]

[56]

A. Gatuszka, P. Konieczka, Z.M. Migaszewski, J. Namie$nik, Analytical Eco-Scale for
assessing the greenness of analytical procedures, TrAC - Trends in Analytical Chemistry
37 (2012) 61-72. https://doi.org/10.1016/j.trac.2012.03.013.

K. Van Aken, L. Strekowski, L. Patiny, EcoScale, a semi-quantitative tool to select an
organic preparation based on economical and ecological parameters, Beilstein Journal of
Organic Chemistry 2 (2006) 1-7. https://doi.org/10.1186/1860-5397-2-3.

86



CAPITULO 3

Dispositivo eletroanalitico microfluidico baseado em fios com
injetor automatizado: uma nova e poderosa plataforma analitica
impressa em 3D para analise de ion ferroso de forma simples,

rapida, ecoldgica e aprimorada

Este capitulo é uma adaptacédo dos artigos 1 e 2 citados abaixo juntamente com a patente
abaixo descrita:

1. “Improving the performance and versatility of microfluidic thread electroanalytical
devices by automated injection with electronic pipettes: a new and powerful 3D-printed
analytical platform” de autoria de Natalia Canhete de Moraes, Rayan Marcel Carvalho,
Valdir Souza Ferreira, Rodrigo Amorim Bezerra da Silva, Edmar Isaias de Melo,
Jacqueline Marques Petroni e Bruno Gabriel Lucca, publicado na revista Microchimica
Acta no ano de 2023.

Disponivel online em: https://doi.org/10.1007/s00604-023-06026-0

2. “Innovative microfluidic thread electroanalytical device with automated injector: A
simple, green and upgraded analytical platform for the fast and sensitive analysis of
ferrous ions” de autoria de Natdlia Canhete de Moraes, Rayan Marcel Carvalho, Valdir
Souza Ferreira, Rodrigo Amorim Bezerra da Silva, Edmar Isaias de Melo, Jacqueline
Marques Petroni e Bruno Gabriel Lucca, publicado na revista Microchemical Journal no
ano de 2024.

Disponivel online em: https://doi.org/10.1016/].microc.2024.111016

Patente: “DISPOSITIVO ANALITICO DE MICROFLUXO COM INJECAO
AUTOMATIZADA” de autoria de Bruno Gabriel Lucca, Natalia Canhete de Moraes e
Jacqueline Marques Petroni, sob 0 n°® BR 10 2024 009034 9, no ano de 2024.
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3.1. INTRODUCAO

A microfluidica, uma das areas mais pesquisadas na quimica analitica, se baseia
no controle e manipulagdo de fluidos que sdo fisicamente confinados em dimensdes
submilimétricas. Devido ao pequeno tamanho dos dispositivos microfluidicos e as
propriedades fisicas uUnicas que surgem quando os fluidos s&o restritos a dimensdes em
escala microscopica, muitas atividades quimicas podem ser realizadas usando uma
quantidade minima de solugfes (na ordem de microlitros). Portanto, em tais dimensdes
microscopicas, 0 consumo de reagentes e a quantidade de residuos gerados sao
drasticamente reduzidos [1,2]. Além disso, outras vantagens incluem a portabilidade, a
rapidez da analise e a capacidade de realizar diversas etapas analiticas (como injecéo,
mistura, separacao, deteccao, entre outros) em uma tnica plataforma miniaturizada. Essas
caracteristicas tornam os dispositivos microfluidicos altamente adequados para
aplicacdes no ponto de atendimento (POC, do inglés point-of-care), permitindo analises
mais rdpidas e sendo extremamente Uteis em diversas areas, como forense, andlise
ambiental, monitoramento clinico e controle de qualidade farmacéutico [3].

Entre os materiais frequentemente utilizados na fabricacdo de plataformas
microfluidicas estdo o vidro [4] e o polidimetilsiloxano (PDMS) [5,6]. Além disso, 0s
procedimentos comuns de microfabricacdo incluem fotolitografia [7], ablacdo a laser [8]
e gravacao Umida [9]. Apesar de serem amplamente utilizadas, essas técnicas sdo
complexas, necessitam de longos tempos de fabricagdo, instalacbes como salas limpas e
pessoal especializado, além de custos significativos de implementacdo [10,11]. Para
superar essas barreiras, materiais e métodos de fabricacdo mais acessiveis tém sido
explorados na producdo de plataformas microfluidicas, como papel [12,13], fios téxteis
[14,15] e impressdo 3D [16].

Em 2010, Li et al. publicaram o primeiro estudo sobre a criacdo simples e de baixo
custo de plataformas microfluidicas usando fios téxteis [17], no qual fios de algodéao
foram empregados como dispositivos para medi¢fes colorimétricas de nitrito e acido
arico. Outros materiais sintéticos e naturais, incluindo celulose, seda, poliéster e nylon,
também podem ser utilizados em vez do algoddo para esse fim [18]. Uma das
caracteristicas mais interessantes dos dispositivos microfluidicos a base de fios de
algodéo é o uso de forgas capilares atuando como bombas passivas, sem a necessidade de
qualquer fonte de energia adicional ou equipamento para criar o fluxo [19,20]. Esses

materiais também sdo amplamente acessiveis, leves, baratos, flexiveis e possuem alta
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resisténcia mecanica (seco ou molhado). Além disso, por se assemelharem naturalmente
a canais, barreiras hidrofobicas ndo sdo necessarias [21-23].

As plataformas microfluidicas baseadas em fios podem ser acopladas a detecgdo
eletroquimica para construir o que é conhecido como dispositivo eletroanalitico
microfluidico baseado em fios (UTED, do inglés microfluidic thread-based
electroanalytical device). Esse conceito foi introduzido por Agustini et al. em 2016, que
demonstraram o uso da amperometria para detec¢do em dispositivos de microfluxo a base
de fios [24]. O uso de técnicas de manufatura aditiva, como a impressao 3D, e sensores
eletroquimicos de baixo custo, como grafite de lapis [25] ou eletrodos impressos em 3D
[26], combinados com o tamanho reduzido dos instrumentos eletroquimicos modernos,
fornecem plataformas analiticas poderosas e portateis.

O potencial promissor dos dispositivos de microfluxo a base de fios tem sido
explorado em varias aplicagbes recentes [27-30]. No entanto, como em qualquer
tecnologia recém-desenvolvida, h& caracteristicas que ainda precisam ser melhoradas.
Uma delas diz respeito a etapa de injecdo, que, devido aos volumes muito baixos injetados
nos WTEDs (geralmente na faixa de 2 a 6 pL), exige um sistema de dispensagao de fluidos
extremamente preciso e confiavel. Até o momento, o Unico método relatado para injecédo
de amostras em WTEDs envolve o uso de micropipetas manuais. Esse modo de injecdo
apresenta alguns empecilhos, como as variabilidades inter e intra-operador, que afetam
parametros cruciais durante a pipetagem, como a profundidade de imersdo da ponta da
pipeta, seu angulo de operacdo e a pressao aplicada ao botdo de operacado, o que altera a
velocidade com que o liquido é aspirado e dispensado. Esses fatores aumentam o erro e
comprometem significamente a reprodutibilidade das medidas em pTEDs, que dependem
fortemente do desempenho da pipetagem durante a injecdo da amostra. Estudos anteriores
enfatizam que essas fontes de erro podem até tornar a pipetagem de baixo volume (faixa
de 1-10 pL) inaceitavel em algumas situagdes [31,32]. Portanto, ao realizar ensaios
analiticos, essas fontes significativas de variabilidade devem ser cuidadosamente
consideradas. Além disso, a pipetagem por longos periodos pode ser desconfortavel e até
causar lesdes por esforco repetitivo (LER) devido as altas taxas de disfungdes
musculoesqueléticas na mao e no punho. Dessa forma, o sistema de botdo das pipetas
eletronicas/automaticas evita acidentes laboratoriais e aumenta a seguranga no ambiente
de trabalho, oferecendo uma vantagem ergondmica em relacéo as tarefas que dependem

de forca quando se utilizam pipetas manuais, além de reduzir o desgaste mecanico do
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equipamento [33,34]. Uma solucéo possivel para todos esses problemas é minimizar o
elemento de erro humano através da automatizacéo do protocolo de injeg&o.

Neste trabalho, essas deficiéncias no sistema séo contornadas demonstrando uma
abordagem aprimorada para a inje¢ao de amostras em uTEDs. Este protocolo de injecao
inovador, chamado de inje¢do automatizada, utiliza uma pipeta eletrénica e trabalha todas
as desvantagens da injecdo manual. As pipetas eletrénicas fornecem volumes e taxas de
aspiracdo/dispensacdo precisos e confiaveis, pois essas operacBes sdo controladas
eletronicamente e ndo dependem da habilidade individual dos usuarios. Além disso,
também é apresentado um novo design para a plataforma uTED através de um dispositivo
fabricado por impressdo 3D (incluindo os eletrodos utilizados como sensor) que contém
um suporte mével de 3 eixos, permitindo fixar a pipeta eletronica durante as injecdes.
Esse suporte tem uma trava, garantindo que as injecdes sejam sempre realizadas em
posicdo, angulo e altura constantes, minimizando a variabilidade durante as medidas.
Outro beneficio importante proporcionado por essa nova abordagem de injecdo diz
respeito a ergonomia aprimorada durante inje¢fes sucessivas de um grande nimero de
amostras. Concluiu-se que a injecdo automatizada foi bastante eficiente em aumentar a
estabilidade e a reprodutibilidade das medidas, bem como o desempenho analitico dos
UTEDs (alcangando maior frequéncia analitica, maior precisdo e menores limites de
deteccdo).

A viabilidade pratica dessa abordagem foi testada por meio da determinacdo de
ion ferroso em amostras farmacéuticas e ambientais. O ion ferroso € um micronutriente
encontrado no ambiente e também no corpo humano, sendo indispensavel em fungdes
biol6gicas importantes, como o transporte de oxigénio para as células, a participagcdo em
reacOes enzimaticas e o transporte de elétrons [35,36]. Como um mineral essencial para
0 corpo humano, concentracdes inadequadas de ferro podem causar condi¢des como
anemia, toxicidade em células tubulares renais, funcdes hepaticas anormais e doencas
neurodegenerativas [37—39]. Para algumas dessas condicdes clinicas, é recomendada a
suplementacdo oral. Assim, considerando a importdncia do ion ferroso, o
desenvolvimento de procedimentos rapidos, eficientes, sensiveis e de baixo custo para o

controle de qualidade de produtos farmacéuticos e monitoramento ambiental é relevante.
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3.2. OBJETIVOS
3.2.1. Objetivo geral

Construir um dispositivo eletroanalitico microfluidico baseado em fios impresso

em 3D com inje¢do automatizada, realizar comparacao dos modos de injecdo e aplicar na

analise de ion ferroso em amostras reais.

3.2.2. Objetivos especificos

Projetar, em software apropriado, o dispositivo analitico com todos 0s seus anexos
e 0s eletrodos usados com sensor;

Fabricar todas as partes atraves da impresséo 3D;

Ativar mecanicamente os eletrodos que compdem o sensor;

Montar o sistema eletroquimico de fluxo com o uso de fios de algoddo como
canais;

Comparar os modos de injecdo manual e automatizado, utilizando micropipetas
manuais e eletronicas, respectivamente, através da técnica de amperometria
utilizando analitos modelo;

Otimizar parametros e condices analiticas para a aplicacdo da metodologia
proposta;

Aplicar o dispositivo desenvolvido com a injecdo automatizada para a
determinacdo de ion ferroso em medicamentos e amostras de agua de diferentes

fontes utilizando a técnica de deteccdo amperométrica.
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3.3. METODOLOGIA
3.3.1. Reagentes e solucdes

Todos os produtos quimicos e materiais utilizados sdo de grau analitico: acido
acético (pureza > 99,7%), ureia (pureza > 99,0%), fluoreto de potéssio di-hidratado
(pureza > 99,0 %), nitrato de sodio (pureza > 99,0 %) e sulfato de aluminio octadeca-
hidratado (pureza > 98,0 %) foram fornecidos pela Dinamica (Indaiatuba, SP, Brasil);
acido barico (pureza > 99,8%), carbonato de sodio (pureza > 99,9%) e cloreto de amonio
(pureza > 99,5%) foram adquiridos da Merck (White-house Station, NJ, EUA); &cido
fosforico (pureza > 85,0%) foi obtido da Acros Organics (Geel, Bélgica); hidroxido de
sodio (50% m/v), acetaminofeno (paracetamol, pureza > 99,0%), nitrato de niquel (II)
hexahidratado (pureza > 99,9%), cloreto de potassio (pureza > 99,0%) e glifosato (pureza
> 98,0 %) foram distribuidos pela Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA); a Neon (Suzano,
SP, Brasil) forneceu nitrito de sodio (pureza > 97,0%), hexacianoferrato (11) de potassio
tri-hidratado (pureza > 98,5 %), sulfato ferroso de amonio hexa-hidratado (pureza > 98,0
%), orto-fenantrolina (pureza > 99,0 %) e hidroxilamina (pureza > 99,0 %); 5-
hidroxitriptofano (5-HTP, pureza > 99,0%) foi adquirido da Infinity Pharma (Campinas,
SP, Brasil); sulfato de sodio (pureza > 99,0%), fosfato monobasico de potassio anidro
(pureza>99,0%) e cloreto de sodio (pureza>99,0%) foram obtidos pela Synth (Diadema,
SP, Brasil); cloreto de célcio di-hidratado, benzeno (pureza > 99,5 %) e manganés
monoidratado (pureza > 98,0 %) (pureza >99,0%) foram distribuidos pela Vetec (Duque
de Caxias, RJ, Brasil); tolueno (pureza > 99,5 %) foi adquirido da ACS Cientifica
(Sumaré, SP, Brasil); a CRQ Quimica (Diadema, SP, Brasil) forneceu cloreto de
magnésio hexahidratado (pureza > 99,0 %); filamento de carbono black/acido polilactico
(CB/PLA, diametro de 1,75 mm, utilizado para produzir os eletrodos) foi adquirido da
ProtoPlant (Vancouver, WA, EUA); filamento de acrilonitrila butadieno estireno (ABS,
didmetro de 1,75 mm, utilizado para fabricar a plataforma pTED) foi adquirido da 3DFila
(Belo Horizonte, MG, Brasil); gaze hidrofilica de algod&o, lixa, fita dupla face, corante
alimenticio e parafusos M3/M4 com suas respectivas porcas e arruelas foram obtidos em
lojas locais. Todas as solugdes aquosas utilizadas foram preparadas com agua purificada
(resistividade > 18,2 MQ.cm) proveniente de um sistema de purificacdo por osmose
reversa Permution RO0310 (Permution, Curitiba, PR, Brasil). As solucdes estoque de

analitos e tampdes foram preparadas semanalmente, enquanto as solucdes padrédo
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utilizadas nos experimentos foram preparadas diariamente através da diluicdo das

solucdes estoque.

3.3.2. Instrumentacgéo

Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas utilizando um sistema de trés
eletrodos composto por sensores de CB/PLA (carbono black/acido polilactico) impressos
em 3D e um potenciostato/galvanostato Autolab modelo PGSTAT 128N (Ecochemie,
Utrecht, Holanda) conectado a um computador rodando o software Metrohm Autolab
Nova 2.1. A voltametria ciclica (VC) foi utilizada para verificar o comportamento
eletroquimico dos analitos. Para medidas quantitativas, a deteccdo amperométrica (DA)
foi aplicada usando o dispositivo CB/PLA-uTED. Em ambas as situagdes, as conexdes
foram feitas diretamente nos eletrodos. Uma impressora 3D Creality Ender 3 FDM
(Creality, Shenzhen, China) equipada com um bico extrusor de metal de 0,4 mm de
diametro foi utilizada para produzir a plataforma uTED e os eletrodos. Para a inje¢do dos
analitos no PTED, foram utilizadas trés pipetas eletronicas Multipette Stream®
(Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) acopladas a ponteiras Combitips® (faixas de volume
de 1-100 e 2-200 pL) e trés micropipetas manuais de canal tnico (K1-10C, faixa de
volume de 1-10 uL, K1-20C, faixa de volume de 2-20 pL, ambas da Kasvi, S&o José dos
Pinhais, PR, Brasil; e uma Labmate Soft, faixa de volume de 2-20 uL, da HTL, Varsovia,
Poldnia). As medidas espectrofotométricas foram realizadas em um espectrofotdmetro
Kasvi K37-VIS (Kasvi, Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil).

3.3.3. Fabricacao e ativacao do sensor CB/PLA

Os eletrodos de CB/PLA foram impressos com uma resolucéo de camada de 0,20
mm, velocidade de 30 mm st e preenchimento de 100% (s6lido), nas dimensdes de 45
mm de comprimento x 3 mm de largura x 1,6 mm de altura. A ativagéo dos eletrodos foi
realizada por meio de seu polimento com lixas de trés granulacOes diferentes, seguindo a
ordem de 220, 1500 e 2000, com duracgéo aproximada de 1 minuto para cada granulagéo.

Apos esse pré-tratamento mecanico, os eletrodos estavam prontos para uso.

3.3.4. Fabricacao e montagem do pTED
O design da nova plataforma uTED foi desenvolvido usando o software gratuito
de design 3D CAD/CAM Fusion 360 (Autodesk, CA, EUA), onde os arquivos CAD
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foram obtidos, convertidos para o formato STL e processados com o software Ultimaker
Cura 5.0 (Geldermalsen, Holanda) para obter os arquivos GCODE para posterior
impressdo 3D. A plataforma pTED foi fabricada usando filamento ABS, com uma
resolucdo de camada de 0,25 mm, velocidade de 50 mm/s e 35% de preenchimento.

Conforme apresentado na Figura 15A, a parte principal da plataforma possui as
dimens6es de 115 mm de comprimento x 90 mm de largura x 165 mm de altura e contém
um reservatorio de entrada (I) e um reservatério de saida (Il), ambos com 25 mm de
diametro e capacidade méaxima de cerca de 5 mL. O reservatorio de saida é movel para
permitir ajustes de altura e é fixado a base principal por dois parafusos M3. Ao lado do
reservatorio de entrada, ha um suporte para o detector de trés eletrodos (I11), que é fixado
por dois parafusos M4, permitindo ajustes de altura para alinhar precisamente os eletrodos
ao canal de fluxo dos fios de algoddo. A plataforma conta com dois trilhos horizontais
(V) na parte superior que sustentam um suporte (V) que € preso com a ajuda de parafusos
M4 e suas respectivas porcas. Esse suporte foi projetado especialmente para acoplar a
micropipeta automatica durante as medidas, permitindo movimentos precisos nos 3 eixos
(XYZ) para posicionamento ideal da ponta da micropipeta. O eixo Z (altura da pipeta) é
ajustavel através da parte do suporte que acomoda a pipeta, que € movida por outros dois
trilhos verticais através de parafusos M3 e suas respectivas porcas. Apds o ajuste para a
altura Z desejada, o suporte pode ser fixado em uma configuracdo X-Y estavel apertando
os parafusos e as porcas instalados nos trilhos horizontais.

Na Figura 15B é mostrado o detector eletroquimico, composto pelos eletrodos de
trabalho (ET), pseudorreferéncia (EPR) e contraeletrodo (CE), todos fabricados em
CB/PLA, anexado ao suporte para detector do uTED wusando fita dupla face.
Perpendicularmente aos eletrodos, fios de algoddo hidrofilico sdo conectados do
reservatorio de entrada ao reservatorio de saida, cruzando o detector para funcionarem
como microcanais de fluxo. As extremidades dos fios de algoddo séo fixadas nos
reservatorios com fita dupla face. Nenhum tratamento foi realizado na gaze hidrofilica
antes do uso, pois durante o processo de fabricacdo, os materiais ndo celulésicos que
compdem os fios ja sdo removidos, expondo os grupos hidroxila da celulose, que
conferem a natureza hidrofilica do fio [26,40]. Apds esse procedimento, a micropipeta
eletronica € acoplada ao suporte de 3 eixos e a plataforma esta pronta para uso. Assim, as
injecBes do analito na plataforma séo realizadas de forma simples, pois a micropipeta

eletrobnica pode ser encaixada e retirada de seu suporte facilmente, ndo havendo a
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necessidade de retirar também o suporte a cada troca de solucdo, ja que este fica fixado a

plataforma principal através de parafusos e porcas.

Micropipeta
eletrénica

Suporte de
3 eixos

Figura 15. Imagens da plataforma puTED: A) plataforma principal contendo os
reservatorios de entrada (1) e saida (I1), o suporte para o detector eletroquimico (I11) e os
trilhos (1V) que sustentam o suporte da pipeta eletrénica (V); B) dispositivo montado e
pronto para uso, com o detector de trés eletrodos, microcanais de fluxo de fios de algodéo
e pipeta eletrnica acoplada ao suporte moével de 3 eixos.

3.3.5. Aplicacdo em amostras farmacéuticas

Suplementos comerciais de duas marcas diferentes foram adquiridos em farmacias
locais e utilizados como amostras. Trés comprimidos de cada marca (sem seus
revestimentos) foram pesados e foi calculada a média de suas massas para cada marca.
Em seguida, o contetdo dos comprimidos foi macerado e as massas correspondentes as
médias calculadas foram transferidas para frascos volumétricos de 50 mL, sendo
solubilizadas em tamp&o Britton-Robinson (BR) 0,10 mol L (pH = 4,0). Apos a
homogeneizacao, as solucgdes foram filtradas com filtro de seringa com membrana de 0,22
um e, em seguida, diluidas em tampéo BR para atingir as concentragdes adequadas para

as medidas.
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3.3.6. Medidas espectrofotométricas

O método eletroanalitico desenvolvido aqui foi comparado com a
espectrofotometria UV-Vis utilizando um método adaptado proposto anteriormente [41].
Para isso, em bal6es volumétricos de 50,00 mL foram adicionados 1,00 mL de solugéo
aquosa de hidroxilamina a 10% (m/v), quantidades adequadas de padrao de ferro (sulfato
ferroso amoniacal hexahidratado) e 4,00 mL de solucdo aquosa de orto-fenantrolina a
0,1% (m/v). Posteriormente, o volume foi completado com tamp&o BR 0,10 mol L (pH
=4,0). Essas solucdes foram entdo homogeneizadas e transferidas para cubetas de 3 mL,

no qual a absorbancia foi medida no comprimento de onda de 510 nm.

3.3.7. Ensaios de recuperagao

Testes de recuperacdo foram realizados em amostras de agua da torneira e agua
de poco coletadas na cidade de Campo Grande, MS. A técnica de adicdo de padrao foi
utilizada para minimizar possiveis efeitos de matriz, uma vez que essas amostras contém
diversos ions e matéria organica. Antes das medidas, as amostras de agua foram
fortificadas, filtradas através de filtro de seringa com membrana de 0,22 pm e, em

seguida, diluidas no eletrolito.
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3.4. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.4.1. Comparagéo entre pipeta eletronica e manual

A injecdo utilizando micropipetas manuais é o Gnico método relatado atualmente
para a inje¢do de amostras em uTEDs. No entanto, pipetas eletrénicas sao instrumentos
mais atraentes para essa tarefa, j& que um motor computadorizado controla 0 movimento
do pistdo de acordo com um programa pré-determinado pelo usuério, permitindo um
controle preciso do volume e das velocidades de aspiracdo/dispensagdo. Esse
comportamento tende a minimizar a variabilidade entre operadores (por exemplo,
usuarios experientes vs. inexperientes), produzindo resultados mais confiaveis e estaveis
[31, 32]. As micropipetas eletronicas também podem ser vantajosas quando é necessario
um numero maior de inje¢bes (periodos de tempo prolongados), pois oferecem uma
vantagem ergonémica sobre a dependéncia de forca nas pipetas manuais, que podem levar
a disturbios musculoesqueléticos [33, 34]. Pipetas eletronicas sdo amplamente utilizadas
para injecdo de amostras em plataformas, como sistemas de injecdo em batelada, e tém
demonstrado vantagens claras em relacdo as pipetas manuais [32, 35].

Para discutir as vantagens proporcionadas pelas injecGes automatizadas em
UTEDs, pipetas eletronicas e manuais foram comparadas. Estudos foram realizados
utilizando trés analitos modelo (orgénicos e inorganicos): paracetamol (PAR), 5-
hidroxitriptofano (5-HTP) e nitrito (NO2"). Os potenciais de deteccdo foram escolhidos
considerando o comportamento voltamétrico de cada analito obtido no eletrodo de
CB/PLA, demonstrado na Figura 16: + 0,55 V para 5-HTP, + 0,81 V para NO2 e + 0,66
V para PAR (vs. EPR de CB/PLA). O eletrdlito de suporte utilizado foi o tamp&o BR 0,10
mol L' com valores de pH ajustados em 6,5, 4,0 e 5,5 para 5-HTP, NO2™ e PAR,
respectivamente, de acordo com referéncias anteriores [22, 36—-38]. Nos experimentos, 0s
seguintes parametros foram utilizados: (a) taxa de fluxo passivo de cerca de 0,4 pL s !,
definida pelo nimero de fios de algoddo (n = 6) e pela diferenca de altura entre os
reservatorios de entrada e de saida (50 mm); (b) distancia de injecdo (vs. detector de
CB/PLA): 1 mm; (c) altura de injecdo (vs. fio de algod&o): 1 mm; e (d) volume de injecéo:
4,0 uL.
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Figura 16. Voltamogramas ciclicos na auséncia (linhas pretas) e na presenca (linhas
vermelhas) de 1 mmol L™ de PAR (A), de NO2™ (B) e de 5-HTP (C) no eletrodo de
CB/PLA. Eletrolito de suporte: tampédo BR 0,10 mol L™t com pH =5,5 (PAR), 4,0 (nitrito)
e 6,5 (5-HTP); velocidade de varredura: 100 mV s™.

Como ilustrado na Figura 17A, a injecdo manual convencional depende
completamente das habilidades do operador. As velocidades de aspiracdo e dispensacdo
(injecdo) séo controladas pela velocidade e forga com que o usuario move manualmente
0 pistdo, o0 que naturalmente varia entre as repeticdes. Além disso, a posicao da ponta da
pipeta durante as injecdes (em termos de altura, &ngulo e distancia do detector e dos fios)
também pode variar entre as réplicas e entre diferentes operadores. Outro inconveniente
da injecdo manual é o fato de que aliquotas de amostras devem ser pipetadas uma a uma,

aumentando o esfor¢o fisico necessario durante a pipetagem prolongada e elevando o



risco de lesdo por esforco repetitivo (LER). Por outro lado, a injecdo automatizada usando
pipetas eletronicas (Figura 17B) corrige todas as deficiéncias mencionadas da injecédo
manual. Nesse método, o movimento do pistdo € controlado eletronicamente, o que
garante operacOes de aspiracdo e dispensacdo reprodutiveis, proporcionando controle
preciso das velocidades de injecdo. Sendo assim, a influéncia desse parametro na resposta
do uTED foi avaliada.

Figura 17. Imagens da plataforma nTED acoplada aos diferentes modos de injecdo de

amostra avaliados: manual (A) e automatizado (B).

A velocidade de injecdo tem um efeito significativo no sinal analitico, no qual
velocidades de dispensagdo mais lentas proporcionaram correntes de pico mais altas,
como pode ser observado na Figura 18 A. Uma possivel razdo para isso € que quando o
analito é dispensado muito rapidamente, ele pode saturar a capacidade de fluxo dos canais
de algodao, causando maior dispersdo do analito antes de alcancar o detector,
prejudicando a sensibilidade e a reprodutibilidade das medidas. Controlar a velocidade

de dispensacdo também pode ser Gtil para otimizar a injecdo de amostras com diferentes
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densidades/viscosidades, sendo uma vantagem importante da injecéo eletrénica sobre a
inje¢do manual. Outra melhoria significativa do pTED apresentado ¢ a minimizac¢ao da
dependéncia do operador, possibilitada pela capacidade de manter precisamente a ponta
da pipeta em uma posicdo fixa. O suporte de pipeta com controle de 3 eixos permite
ajustar a altura (eixo Z), a disténcia (eixos X-Y) e o angulo das injecbes. Conforme
mostrado na Figura 18B, a resposta amperomeétrica apresentou uma forte dependéncia da
altura de injecdo. Se o analito for injetado a uma distancia (vertical) muito grande dos
canais de algodéo, ele ndo sera transportado adequadamente pelo fluxo passivo. Por outro
lado, se a ponta da pipeta tocar o canal de algoddo durante a injecéo (altura de 0 mm), o
analito se dispersa de forma aleatoria, uma vez que é necessario um espaco minimo para
que o volume injetado saia corretamente da ponta da pipeta e seja transportado pelo fluxo
passivo. Além disso, as correntes de pico também foram influenciadas pela distancia
horizontal entre a ponta da pipeta e o detector, apresentando uma relagcdo inversamente
proporcional (Figura 18C). Isso ocorre porque, a medida que a distancia percorrida pelo
analito até o detector aumenta, maior é a dispersao ao longo desse trajeto. Assim, 0 ajuste
preciso desses parametros € crucial para se obter a melhor sensibilidade e

reprodutibilidade das medidas realizadas com o uTED.
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Figura 18. Influéncia da velocidade de injecdo (A), altura de injecdo (B) e distancia de
inje¢@o (C) na resposta amperométrica do pnTED para 30 umol L' de PAR. Volume de
injegdo: 4 pL. Eletrolito de suporte: tampdo BR 0,10 mol L (pH 5,5); potencial de
deteccdo (vs. EPR de CB/PLA): + 0,66 V; velocidade de injegdo (B e C): 0,12 uL s

Para demonstrar algumas das vantagens das inje¢fes automatizadas em sistemas
microfluidicos baseados em fios, foram realizadas medidas amperométricas dos trés
analitos modelo (PAR, 5-HTP e NO2) em um estudo de repetibilidade. InjecOes
sequenciais de cada analito (n = 10) foram feitas no uTED proposto, usando tanto injegdo
manual quanto automatizada, por trés operadores experientes e trés inexperientes. Como
mostrado na Tabela 9 e na Figura 19, embora as correntes de pico anddicas obtidas por
ambas as pipetas e pelos seis operadores tenham apresentado intensidades semelhantes, a
injecdo automatizada produziu medidas significativamente mais estaveis e precisas do
gue a manual, com desvios padrdes relativos (DPRs) até dez vezes menores, mesmo

quando manipulada por um operador inexperiente. A precisdo aprimorada alcangada com
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a pipeta eletronica € atribuida a constancia dos parametros do sistema (posicdo x/y/z,
volume e velocidade de dispensacdo), que garantem que zonas de amostra muito
semelhantes passem pela superficie do detector. A menor dependéncia da injecdo
automatizada em relacdo aos fatores humanos, como a habilidade do operador, €
claramente evidenciada ao se comparar os DPRs obtidos. InjecGes com pipetas eletrénicas
alcancaram DPRs < 3,4%, enquanto os DPRs para a injecdo manual excederam 16,0%
quando se compara 0 mesmo operador inexperiente nos dois modos de injecdo. Esses
resultados indicam a alta robustez da injecdo automatizada acoplada ao uTED, que
proporciona excelentes resultados mesmo quando utilizada por operadores sem
treinamento prévio. Isso torna esse recurso Util em ambientes laboratoriais, especialmente
quando o operador € iniciante e ndo tem muita experiéncia ou pratica com a técnica

utilizada.

Tabela 9. Comparacéo entre injecOes sequenciais (n = 10) de 30 umol Lt de NO2, 5-
HTP e PAR (cada) realizadas por trés operadores experientes (E1, E2 e E3) e trés

operadores ndo experientes (NE1, NE2 e NE3) utilizando os modos automatizado e

manual.
] Modo de DPR das injecdes para cada operador (%)
Analito L
injecao El E2 E3 NE1 NE2 NE3
Automatizado 0,7 0,9 19 3,7 1,4 2,5
5-HTP
Manual 55 57 7,8 151 10,7 114
NO- Automatizado 0,8 15 1,3 1,8 2,7 34
i Manual 5.4 7.0 6.4 9,8 115 16,3
Automatizado 0,5 0,5 0,4 1,3 29 0,6
PAR
Manual 51 3,8 4,1 9,3 13,1 6,6

102



60 60 60 60
5-HTP A1 5-HTP A2 5-HTP B1 5-HTP B2
4 40~ 40
< g < < < .
o s [ c
& 20} 2 20} £ 20 £ 20
0F 0+ 0 0
0 100 200 300 0 200 400 600 800 0 200 400 0 200 400 600 800
Tempo /s Tempo /s Tempo /s Tempo /s
100 ]
w Nitrito C1 80 Nitrito c2 80 Nitrito D1 801 Nitrito D2
] 60 60 60+
T e B g T
B m o 4 2 40 o 40
20 20 20 200
0 4 0 0f ; . 4 0
0 200 400 600 0 200 400 600 800 0 200 400 0 200 400 600
Tempo/s Tempo /s Tempo /s Tempo/s
500r PAR E1 500 pAR E2 400/ PAR F1 400f PAR F2
< 400 B 400 < 30 < 30
c 300 £ 300 < c
- i = 200 & 200
-8200 £ 200 & &
100 o0 100 100
0 ; A " - of ANMMMWNAMMNMAL 0r . : . 0f- = (o o
0 200 400 0 200 400 600 0 200 400 0 200 400 600 800
Tempo /s Tempo /s Tempo/s Tempo /s

Figura 19. Comparacdo entre injecfes automatizadas e manuais realizadas por
operadores experientes e ndo experientes, em que: (1) refere-se a injecdes automatizadas
e (2) a inje¢des manuais de 30 umol L™t de 5-HTP por operadores experientes (A) e ndo
experientes (B); 30 umol L™! de NO,™ por operadores experientes (C) e ndo experientes

(D); e 30 umol L™* de PAR por operadores experientes (E) e ndo experientes (F).

Para investigar a influéncia das injecOes realizadas por diferentes pipetas, em
diferentes dispositivos e avaliar os erros associados a diferentes volumes dispensados por
cada pipeta, trés estudos de reprodutibilidade foram realizados por um operador
experiente. O primeiro estudo foi realizado utilizando trés pipetas automaticas e trés
manuais para injetar o mesmo volume de amostra de cada analito modelo. Como pode ser
visto na Tabela 10 e na Figura 20, as correntes médias para cada analito foram
semelhantes para os dois modos de inje¢cdo, no entanto, correntes de pico ligeiramente
maiores foram obtidas com a injecdo automatizada para os trés compostos analisados.
Além disso, ao analisar separadamente o0 grupo de pipetas automaticas e manuais,
observou-se que as pipetas automaticas apresentaram correntes muito mais semelhantes
entre si, com valores de DPR menores (cinco a oito vezes menores) em comparagao com

as manuais, para os trés compostos investigados.
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Tabela 10. Comparacio entre injecdes de 30 pmol L de NO2 ", 5-HTP e PAR (cada)

realizadas com 3 pipetas automaticas distintas (A1, A2 e A3) e 3 micropipetas manuais

distintas (M1, M2 e M3) por um usuario experiente.

Corrente de pico para cada pipeta (nA) + DP?

Analito
Al A2 A3 M1 M2 M3
5-HTP 40,6 +0,4 40,2+ 0,5 39,9+0,7 413+15 37,755 40,3+2.8
DPR (%)° 0,9 47
NOy 68,3+0,8 69,0+0,4 69,0+1,0 67,6 +2,2 63,4+7,1 62,6 £0,7
DPR (%0)° 0,6 4,2
2933+ 282,7 + 2972 +
PAR 3116+0,1 312,3+0,1 310,3+0,3
19,3 32,8 18,6
DPR (%) ° 0,3 2,6

aMédia de n = 3 determinac0es;

® Desvio padréo relativo entre cada grupo de pipetas (automatica e manual).
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Figura 20. Reprodutibilidade entre pipetas. Comparagéo entre injecoes de 30 pmol L™
de 5-HTP utilizando pipetas automaticas (A1) e manuais (A2); entre injecdes de 30 umol
Lt de NO,™ utilizando pipetas automaticas (B1) e manuais (B2); e entre inje¢bes de 30
umol L™t de PAR com pipetas automaticas (C1) e manuais (C2). Resultados para n = 3

medidas.

A reprodutibilidade entre dispositivos foi estudada utilizando pipetas manuais e
automaticas para a injecdo de 5-HTP, NO2™ e PAR em diferentes u'TEDs (n = 5). Como
mostrado na Figura 21 e na Tabela 11, as correntes de pico obtidas por meio de injecOes

automatizadas e manuais apresentaram valores semelhantes, embora ligeiramente
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superiores nas injecdes realizadas com pipeta automatica. Além disso, os DPRs

observados entre os cinco dispositivos foram de quatro a seis vezes menores quando as

injecOes foram realizadas de maneira automatizada. Esses estudos corroboram o fato de

que o modo de injecdo (manual ou automatizado) tem uma influéncia muito mais

significativa nas medidas do que a marca/modelo da pipeta, a habilidade do operador ou

a plataforma analitica utilizada.

Tabela 11. Comparagéo entre injecdes automatizadas e manuais de 30 umol L™ de NO2 ",

5-HTP e PAR (cada) realizadas em n = 5 dispositivos (D) diferentes por um usuario

experiente.
Analit Modo de Corrente de pico para cada dispositivo (nA) + DP?  DPRP®
nalito
injecao D1 D2 D3 D4 D5
) 43,0 + 433+ 432 + 435+ 42,6 +
Automatizado 0,8
0,4 0,5 0,5 0,3 0,4
5-HTP
413+ 39,2+ 40,1+ 44,0 £ 415+
Manual 4.4
3,6 3,1 3,1 3,3 4,0
) 75,8 £ 76,1 72,1+ 72,0 £ 75,8 £
Automatizado 2,8
0,1 1,3 1,2 0,7 1,3
NO
68,4 + 55,6 + 77,8 £ 69,2 + 69,8 +
Manual 11,7
8,8 1,0 6,0 4.6 4.6
) 276,9+ 2802+ 2761+ 2791+ 2754+
Automatizado 0,8
0,3 0,1 1,3 1,0 0,9
PAR
267,0+ 2841+ 2792+ 2841+ 2576+
Manual 4,2
23,2 17,0 27,1 16,5 20,5

2Média de n = 3 determinac0es;
® Desvio padréo relativo entre os dispositivos estudados.
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Figura 21. Reprodutibilidade entre dispositivos. Comparacéo entre injecdes de 30 pumol
L-! de 5-HTP utilizando pipeta automatica (A1) e manual (A2); entre injecdes de 30 pmol
Lt de NO2 utilizando pipeta automatica (B1) e manual (B2); e entre injecdes de 30 umol
Lt de PAR utilizando pipeta automatica (C1) e manual (C2). Resultados para n = 3
medidas.

Um estudo foi realizado para investigar a repetibilidade (intra) e a
reprodutibilidade (inter) dos volumes dispensados por diferentes pipetas (trés automaticas
e trés manuais). Para isso, diferentes volumes de agua (2-10 pL, faixa tipica de injegdo

usada em UTEDs) foram aspirados, pesados e calculados usando o valor de densidade
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apropriado. Os resultados (Tabela 12) demonstraram que a repetibilidade intra-pipeta
mostrou desvios insignificantes para cada volume, enquanto os volumes de injecdo
dispensados por pipetas manuais e eletrénicas (reprodutibilidade interpipeta) mostraram-
se bastante semelhantes (DPRs < 1,3%). Esses resultados sugerem que essa variavel ndo
tem uma influéncia significativa nas grandes diferencas observadas no desempenho dos

dois modos de injecéo.

Tabela 12. Comparagédo entre os volumes (faixa de 2 a 10 uL) dispensados por trés

pipetas eletrénicas (E1, E2 e E3) e trés pipetas manuais (M1, M2 e M3).

Volume nominal Volume calculado para cada pipeta = DP®/ pL OPR ¢
/uL? El E2 E3 M1 M2 M3
2,0 18+00 18+00 18+00 18%00 1,8+0,1 1,8+0,0 0,8
4,0 39+00 3900 38+01 39%01 39+0,0 39+01 0,9
6,0 59+00 59+00 59+01 6001 6,0+0,1 6,1+0,1 1,2
8,0 79+01 79+00 79+01 8,0+0,1 79+01 8,1+0,1 1,3
10,0 99+00 99+01 99+0,1 100zx0,1 99+0,2 10,0+0,1 0,6

2Volume informado na pipeta;

®Média de n = 3 determinacdes;

¢ Desvio padrdo relativo entre os mesmo volume de todas as pipetas investigadas (manuais e
automaticas).

A estabilidade das medidas foi avaliada por 15 dias consecutivos, utilizando trés
UTEDs e trés sensores, um para cada analito. Como mostrado na Tabela 13 e na Figura
22, as medidas de 5-HTP, NO2 e PAR permaneceram estaveis por 11, 9 e 15 dias,
respectivamente. Essas diferencas podem ser atribuidas a degradacdo de cada composto
ao longo do tempo. Mais uma vez, ao analisar os desvios obtidos entre as réplicas das
medidas (DPRs), observou-se que as inje¢cbes manuais proporcionaram menor precisao

em comparagdo com as injecdes automatizadas.
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Tabela 13. Comparagdo entre medidas de 30 umol L™ de NOz ", 5-HTP e PAR (cada)

obtidas com injecdes automatizadas e manuais durante dias consecutivos (n = 15).

Dia Modo de Corrente de pico de cada analito (nA) + DP?
injecao 5-HTP NO, PAR

Automatizado 59,5+0,2 61,8+0,1 268,8+0,8

! Manual 56,7 +1,3 59,6 +25 255,0+9,2
Automatizado 59,0+0,0 60,6 +0,0 266,7 £ 1,7

? Manual 58,7+0,8 529+33 270,8 + 13,2
Automatizado 58,6 + 0,2 60,1+0,1 264,7+0,2

3 Manual 57,331 55,3+7,2 270,11+ 3,8
Automatizado 57,7+0,1 60,4 +0,1 2676 +0,4

‘ Manual 57,111 57,1+124 268,2 + 40,0
Automatizado 575+0,0 59,7+ 0,3 263,3+0,4

° Manual 574+19 57,145 252,8+124
Automatizado 57,4+0,1 58,7+0,1 262,2+0,7

° Manual 588+11 56,5+0,8 2772+211
Automatizado 56,6 £ 0,2 59,2+0,1 260,5+0,1

! Manual 55,0 £ 3,4 505+11 286,0+125
Automatizado 55,6 £0,7 57,8+0,3 261,8+0,3

° Manual 54,0+0,5 55,0+12,0 256,1 + 25,2
Automatizado 55,6 +0,4 - 258,3+0,3

H Manual 58,0+4,3 - 266,4 + 14,8
Automatizado - - 250,4+0,4

s Manual - - 264,4 + 48,3
Automatizado - - 255411

o Manual - - 290,1+4.3

DPR® Automatizado 2,3 2,1 2,1
Manual 2,8 51 4,5

2 Média de n = 3 determinac0es;
® Desvio padrao relativo entre os dias.

109



80 80

—m-Média DPR: 2.26% A1l -o-Meédia DPR: 2,77% A2
— w1 . il

60 - 60

40 -

i [ nA

40

iy NA

20 20+

0,;73
;.
% 5

PSS ss SR N
P & L & & 3
§ § § § 9 § 9§ § g ¥ & g

h'\ﬂo:
F§ &g

80 | 80 F

-m- Média orri 2000 B - et DPR: 5,07% Bz
__m

60 -

iyl nA

40

20 | 20

oA B B A9 N~ M v b o A o
§ S FFS e F§ e

350 350

s00| —m-Média C1 | 300_-;—”""“‘; o [;PR:I4,4E;°/n | C2

250 250 |

< 200} < 200 -
c [

=

2150 2450 L
100 + 100

50 - 50 |-

%,
O e

N ™ R b o A
FFFFFsLS

0:;,3

Of;,)

o N o6
£ o 8 o
T EFHF F

o & &
§ &4

L8 =
L& g

Figura 22. Comparagéo entre injecdes automatizadas (1) e manuais (2) de 30 pmol L™
de 5-HTP (A), 30 umol Lt de NO, (B) e 30 umol L™* de PAR (C) realizadas durante 15
dias consecutivos. Resultados para n = 3 medidas.

Em termos de velocidade de medida, a injecdo automatizada resultou em
frequéncias analiticas mais altas do que as obtidas com a injecdo manual (PAR: 134 vs.
111 injecBes h7%; nitrito: 126 vs. 98 injecdes h™*; 5-HTP: 170 vs. 149 injecGes h™?),
representando um tempo de analise mais curto. Esse aumento é atribuido as inje¢des
sequenciais automatizadas permitidas pela pipeta eletrébnica com apenas um passo de

aspiragdo (pelo menos 25 injegoes de 4,0 uL. usando as ponteiras Combitips® de 1-100
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uL), ao contrario da pipeta manual, que requer um passo de aspiracao e dispensacao para
cada injecdo individual. Essa caracteristica é especialmente interessante, por exemplo, ao
otimizar parametros instrumentais/experimentais (como pH do tampdo, potencial de
deteccdo ou volume de injecdo da amostra) durante o desenvolvimento de métodos
analiticos, no qual a mesma solucéo padrao € injetada muitas vezes (n > 3). Nesses casos,
a injecdo automatizada pode otimizar significativamente o trabalho rotineiro.

A fim de comparar os modos de inje¢do na caracterizacdo analitica, curvas de
calibracdo foram construidas para os analitos modelos. Como mostrado na Figura 23,
observou-se uma dependéncia linear na faixa de concentragio de 10-120 umol L™ para
5-HTP e 10-100 pmol L™* para NO2 e PAR. Em todos os casos, os coeficientes de
determinacéo das curvas (R?) foram ligeiramente mais altos e os desvios padrdes (DPs)
entre as réplicas foram menores quando utilizada a injecdo automatizada. Além disso, 0s
coeficientes angulares obtidos com a injecdo automatizada também foram mais altos,
resultando em maiores sensibilidades e limites de detec¢do (LDs) entre 2,5 e cinco vezes
menores em comparagdo com aqueles obtidos a partir das curvas construidas usando
injecdo manual. Os LDs foram calculados usando a equacéo 3 x DP./b, na qual DP, € 0
desvio padrdo do coeficiente linear e b é o coeficiente angular da curva analitica [42],
resultando em 3,22 e 8,46 umol L™* para 5-HTP, 0,72 e 3,51 umol L™ para nitrito e 0,40
e 1,62 pmol L™* para PAR, usando inje¢do automatizada e manual, respectivamente.
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Figura 23. Amperogramas de 5-HTP nas concentra¢6es de 10,0, 30,0, 60,0, 100,0
e 120,0 pmol L™! (A); de nitrito a 10,0, 30,0, 50,0, 80,0 e 100,0 umol L* (B); e de PAR
a 10,0, 30,0, 50,0, 70,0 e 100,0 pmol L™ (C) registrados com inje¢do automatizada (1) e
manual (2). As curvas de calibracdo obtidas estdo mostradas nos graficos inseridos.
Resultados para n = 3 medidas.

No contexto apresentado, € evidente que a injecdo automatizada melhora
significativamente o desempenho dos pTEDs, tornando o passo de injecdo mais rapido
(facilita multiplas injecdes), mais facil (mais confortvel) e mais reprodutivel (muito

menos dependente do fator humano). Ademais, as pipetas eletrénicas modernas oferecem
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uma variedade de programas de dispensacdo computadorizados, que se diferenciam de
acordo com o modelo e o fabricante. Isso torna esse modo de injegdo muito mais
personalizavel, versétil e independente do usuério, permitindo novas aplicacfes (por
exemplo, automatizacdo de estudos envolvendo volume de injecdo e velocidade de
dispensacéo, diluicbes seriadas para curva de calibracdo/analise de amostras, mistura de
solugdes). Como demonstrado aqui, essa nova plataforma impressa em 3D combinada
com pipetas eletronicas representa um avango significativo na operacdo e nas

possibilidades de aplicacao dos uTEDs.

3.4.2. Aplicacdo do CB/PLA-uTED para a analise de ion ferroso
3.4.2.1. Investigacdo do comportamento voltamétrico do analito

Para verificar as melhorias e a aplicacdo pratica proporcionadas pela abordagem
apresentada neste trabalho em rotinas analiticas, a plataforma de uTED com injecéo
automatizada foi utilizada para a determinacdo de ion ferroso. Inicialmente, o perfil
eletroquimico do analito na superficie do eletrodo de CB/PLA foi investigado através do
registro de voltamogramas ciclicos em condi¢des estacionarias. Como mostrado na
Figura 24, utilizando-se um meio composto por tampao BR 0,10 mol L™t (pH 6,5), o ion
ferroso apresentou um pico de oxidacdo em Epa = + 0,54 V e um pico de redugdo em Epc
=-0,32 V. Esse comportamento possibilita a deteccdo eletroquimica do analito utilizando

o uTED, estando em conformidade com o esperado para essa espécie [43-45].

150 T T T T

—fon ferroso
-----Branco

100 |

50 -

il pA

-50

-1I,0 -DI,S 0:0 0:5 1:0 1:5
E !V vs. EPR de carbono
Figura 24. Voltamogramas ciclicos na auséncia (linha tracejada) e na presenca (linha
solida) de 1 mmol L™* de fon ferroso registrados com o detector CB/PLA em uma célula
estacionaria. Eletrélito de suporte: tampdo BR 0,10 mol L™ (pH = 6,5); velocidade de

varredura: 100 mV s 1.
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3.4.2.2. Otimizacao das condicdes para a analise de injecdo em microfluxo (nFIA)

Os parametros experimentais e instrumentais relacionados a pFIA foram
estudados e otimizados para obter as melhores condi¢6es de medida do ion ferroso. As
varidveis selecionadas foram concentracdo e pH do tampao, potencial de deteccao,
diferenca de altura entre os reservatorios de entrada e saida, numero de fios de algodao,
volume de injecdo e distancia da injecao (em relacdo ao detector). Além disso, dois novos
parametros relacionados ao uso da pipeta eletronica e do suporte de pipeta de 3 eixos
também foram investigados: velocidade de injecdo e altura de injecdo (em relacdo ao
canal microfluidico de algod&o).

Primeiramente, o eletrdlito de suporte tampdo BR foi otimizado. A concentracéo
do tampao foi estudada na faixa de 0,05 a 0,20 mol L. Na Figura 25A, que apresenta o
gréfico do sinal do analito em relacdo a concentracdo do tampdo, pode-se notar que a
maior corrente de pico é alcancada em 0,10 mol L. Assim, essa concentragio foi
escolhida para a continuacédo dos estudos. O pH do tampdo foi avaliado na faixa de 2,0 a
6,0, como mostrado na Figura 25B. A corrente de pico atingiu seu maximo em pH = 4,0,
diminuindo significativamente em valores superiores. Portanto, o valor de pH escolhido

como ideal para as medidas foi 4,0.
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Figura 25. Efeito da concentracdo do tampéo (A) e do pH do tampéo (B) na resposta
amperométrica de 100 pmol L™ de fon ferroso. Potencial de deteccdo: 0,50 V; pH do
tampdo BR em (A): 5,0; concentragdo do tampdo BR em (B): 0,10 mol L. Resultados

para n = 3 medidas.
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Subsequentemente, foi realizado um estudo do potencial de deteccio de Fe?
aplicado ao sensor CB/PLA. Como mostrado na Figura 26, o potencial de deteccdo foi
avaliado na faixa de + 0,20 a + 1,0 V, se baseando na faixa de potencial de pico anddico
obtida no voltamograma ciclico do analito apresentado na Figura 24, no qual a corrente
de pico atingiu seu maximo em + 0,70 V, permanecendo praticamente constante até +
0,85 V e depois decaindo. Este perfil esta de acordo com o observado no voltamograma
ciclico obtido (Figura 24). Levando em consideragdo a intensidade do sinal e a
seletividade, + 0,70 V foi selecionado como o potencial 6timo, sendo o menor valor de

potencial que proporcionou a maior corrente de pico entre os valores estudados.
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Figura 26. Dependéncia da resposta amperométrica de 100 pmol L™ de fon ferroso em
relagdo ao potencial de detecgdo. Eletrdlito de suporte: tampdo BR 0,10 mol L (pH =

4,0). Resultados para n = 3 medidas.

Em seguida, dois parametros relacionados a taxa de fluxo passivo do dispositivo
foram estudados: numero de fios de algodéo e diferenca de altura entre 0s reservatorios
de entrada e saida. O numero de fios de algodao agrupados no dispositivo para formar o
canal microfluidico variou de 1 a 9, sendo que a corrente de pico maxima foi atingida
quando 6 fios foram utilizados, conforme apresentado na Figura 27A. Os valores mais
baixos de corrente de pico obtidos com diferentes nimeros de fios podem ser causados
pela menor eficiéncia de dilui¢cdo do analito quando injetado no canal, devido a variacédo
da largura desse canal. Isso ocorre por uma menor ou maior quantidade de fios que nédo

seja o ideal, o que faz com que a taxa de fluxo ndo consiga compensar a dilui¢do do analito
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[25]. A taxa de fluxo do uTED também ¢ fortemente influenciada pela diferenga de altura
entre os reservatorios de entrada e saida, uma vez que essa diferenca auxilia no efeito de
capilaridade do fio causado pela acdo da gravidade [46,47]. Como a plataforma
microfluidica desenvolvida permite um ajuste facil do reservatério de saida ao desapertar
os parafusos usados para sua fixacdo, foi necessario apenas um dispositivo para estudar
esse parametro, que variou de 25 a 115 mm, como mostrado na Figura 27B. Como pode
ser observado, a diferenga de altura de 55 mm proporcionou um aumento significativo no
sinal, indicando que essa € a altura que mais favorece o desempenho analitico de acordo
com a taxa de fluxo passivo desenvolvida pelo sistema. Portanto, 55 mm foi o valor

selecionado como ideal para os experimentos subsequentes.
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Figura 27. Efeito do nimero de fios de algoddo (A) e da diferenca de altura entre 0s
reservatorios de entrada e saida (B) na resposta amperométrica do WTED. As medidas
foram realizadas na presenga de 100 umol L de fon ferroso. Eletrélito de suporte:

tampao BR 0,10 mol L (pH = 4,0). Resultados para n = 3 medidas.

Na sequéncia, foram investigados os pardmetros relacionados a inje¢do no uTED.
O volume de analito injetado variou de 1 a 8 puL, conforme mostrado na Figura 28A. De
acordo com os dados obtidos, a corrente de pico aumenta significativamente até 4 pulL e
depois se mantém praticamente constante, com uma pequena queda em seu valor,
obtendo-se correntes de pico mais baixas em volumes de injecdo maiores. Essa queda de
pico deve-se provavelmente ao fato de que os fios de algoddo sdo canais com diametros

muito pequenos, de modo que nédo suportam grandes volumes de analito. Isso sugere que
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4 uL ¢ o volume de injecao ideal, pois esse valor permite um fluxo adequado do analito
através da zona de deteccdo sem causar saturagcdo nos canais. A distancia de injecéo foi
investigada de 0 a 8 mm, no qual 0 mm representa a zona imediatamente antes do detector
de trés eletrodos e 8 mm € a distancia maxima do ponto de deteccdo, proxima ao
reservatorio de entrada do dispositivo. Como pode ser visto na Figura 28B, as correntes
de pico foram inversamente proporcionais a distancia, sendo a corrente de pico méxima
alcancada a uma distancia de 0 mm, que foi escolhida como ideal. Esse comportamento
pode ser explicado pelo fato de que, quanto maior o caminho que o analito precisa
percorrer para alcancar o detector, maior é a sua dispersdo ao longo desse trajeto. As
Figuras 28C e 28D mostram os amperogramas referentes aos estudos de volume e
distancia de injecdo, respectivamente. Nelas, pode ser observado o alargamento dos picos
dos demais valores, que ndo os 6timos, para ambos os estudos, devido a maior dispersédo

do analito.
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Figura 28. Dependéncia das correntes de pico de 100 pmol L™* de fon ferroso em relagdo
ao volume de injecdo (A) e a distancia de injecdo do detector (B) e os referentes
amperogramas do estudo de volume de injecédo (C) e de distancia de injecdo (D). Eletrdlito
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de suporte: tampdo BR 0,10 mol L™ (pH = 4,0). Resultados de (A) e (B) paran = 3
medidas.

Por fim, dois novos parametros de injecdo explorados pela primeira vez em
conjunto com PUTEDs foram estudados: velocidade de inje¢do e altura de inje¢do. A
Figura 29A mostra a influéncia da velocidade de injecdo da micropipeta eletronica, que
variou de 0,12 a 1,0 uL s™!, na corrente de pico. De acordo com os resultados, a corrente
de pico aumentou até 0,18 pL s~!, sequida de uma diminuic&o no sinal e 0 aumento dos
desvios padrbes em taxas mais altas. Uma possivel razédo para isso é que, quando o analito
é dispensado muito rapidamente, pode saturar a capacidade de fluxo dos canais de
algoddo e causar uma maior dispersdo do analito antes de alcancar o detector,
prejudicando a sensibilidade e a reprodutibilidade das medidas. Essa descoberta destaca
uma vantagem da injecdo eletrénica em relacdo a injecdo convencional, pois a primeira
proporciona uma velocidade de inje¢&o constante e eletronicamente controlada, evitando
problemas de reprodutibilidade e sensibilidade que podem ocorrer com a injecdo manual
a0 usar micropipetas convencionais. Assim, 0,18 uL s~! foi definido como a melhor
velocidade de injecdo. A altura da micropipeta eletronica durante a injecao foi estudada
ajustando-se sua ponta em diferentes posi¢cdes em relacdo aos fios de algodé&o, utilizando
0 suporte de pipeta de 3 eixos desenvolvido neste trabalho. Como apresentado na Figura
29B, a altura ideal para realizar as injecGes foi de aproximadamente 0,20 mm, valor
equivalente a espessura de duas folhas de papel A4 sobrepostas. Alturas maiores
causaram uma diminuigdo no sinal devido ao fato de que o analito é injetado muito longe
dos canais de algoddo e ndo € transportado adequadamente pelo fluxo passivo. Em
distdncias menores que 0,20 mm, o analito se dispersa de forma aleatdria, gerando
medidas instaveis, uma vez que é necessario um espago minimo para que o volume
injetado saia corretamente da ponta da pipeta e seja transportado pelo fluxo passivo dos
fios de algoddo. Além disso, se a ponta da pipeta tocar o canal de algoddo durante a
injecdo (distdncia de 0 mm), ocorre uma vibragdo nos fios, causando ruidos que
comprometem a medida. Todos os parametros investigados, faixas e valores 6timos estdo

resumidos na Tabela 14 abaixo.
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Figura 29. Dependéncia das correntes de pico de 100 umol L™* de ion ferroso em relagéo
a velocidade de injecdo (A) e a altura de injecdo referente aos fios de algoddo (B).

Eletrdlito de suporte: tampdo BR 0,10 mol L™* (pH = 4,0). Resultados para n = 3 medidas.

Tabela 14. Parametros instrumentais e experimentais otimizados para a medida do ion
ferroso usando a plataforma CB/PLA-uTED com injecdo automatizada e tampdo BR

como eletrolito.

Parametro Faixa investigada Valor 6timo
Concentracdo do tampéo 0,05 a 0,20 mol.L™ 0,10 mol.L*
pH 2,0a6,0 4,0
Potencial de deteccdo 0,20a10V +0,70V
Numero de fios de algoddo la9 6
Diferenca de altura 25a115mm 55 mm
Volume de injecéo la8uL 4 ul
Distancia de inje¢éo 0a8mm 0 mm (logo antes do detector)
Velocidade de injecéo 0,12a10pLst 0,18 uL st
Altura de injecdo 0,20 a2 0,60 mm 0,20 (ponteira quase encostando no fio)

3.4.2.3. Estudos de repetibilidade, reprodutibilidade, frequéncia analitica e
estabilidade

Sob condigdes otimizadas, a confiabilidade das medidas utilizando a plataforma
uTED foi testada. Uma série de injecdes consecutivas (n = 15) foi realizada para
investigar a repetibilidade, obtendo-se um DPR de 1,81%, como mostrado na Figura 30A.
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Esse resultado indica uma excelente replicabilidade das injecdes automatizadas e uma
resposta negligenciavel a possiveis contaminacdes causadas por efeitos como passivagdo
e envenenamento. Esse resultado destaca as vantagens dos sistemas microfluidicos que,
em comparagdo aos sistemas estacionarios, proporcionam um tempo de contato mais
curto entre o analito e o eletrodo de trabalho, melhorando a limpeza da superficie do
eletrodo e, consequentemente, sua vida Util. Para comparacdo, também foi realizada uma
série de quinze injecBes nas mesmas condi¢fes com inje¢cdo manual, conforme mostrado
na Figura 30B. Nesse caso, 0 DPR obtido foi mais de quatro vezes maior do que o da
injecdo automatizada (7,99%). Esses resultados confirmam que a injecdo com pipeta
eletronica é eficiente e melhora significativamente a estabilidade e a precisdo das medidas
do uTED. Essa melhoria pode ser atribuida ao fato de que, ao contrario da inje¢ao manual,
a injecdo automatizada permite manter a altura, o angulo e a posi¢do da pipeta, bem como

a velocidade e os volumes de injecdo, sempre constantes.
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Figura 30. Medidas amperométricas obtidas para injecdes sucessivas (n = 15) de 100
umol Lt de fon ferroso utilizando injecdo automatizada (A) e manual (B). Condicdes

experimentais: vide Tabela 14.

Também é importante discutir o avango em termos de velocidade de analise. O
uso de injecdo eletronica resultou em uma frequéncia analitica aproximadamente 12%
maior do que a obtida com a inje¢do convencional (112 vs. 93 injecdes h™1). Esse aumento
é atribuido ao fato de que, ao contrario das pipetas manuais, a pipeta eletrénica permite
realizar multiplas injecdes com apenas um passo de aspiracdo, economizando tempo
durante as medidas consecutivas. Esse recurso é particularmente importante ao realizar

experimentos que envolvem a injecéo repetida da mesma solucéo padrdo em replicatas (n
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> 3), como no desenvolvimento de métodos analiticos ¢ na otimiza¢ao de parametros
instrumentais/experimentais.

A reprodutibilidade foi verificada realizando-se medidas com diferentes
dispositivos CB/PLA-uTED (n =5). Como mostrado na Figura 31A, foi obtido um valor
de DPR de 4,19%, indicando que, mesmo utilizando protocolos de producéo simples e de
baixo custo, o dispositivo é confidvel e reprodutivel. A estabilidade do sistema foi
avaliada por meio de medidas realizadas ao longo de quinze dias usando o mesmo
dispositivo, no qual o sensor de trés eletrodos foi ativado apenas no primeiro dia. Como
pode ser visto na Figura 31B, as correntes de pico ndo apresentaram variacao significativa
ao longo desse periodo, proporcionando um DPR de 1,94%. Esse baixo valor indica uma
vida util relativamente longa, com uma perda minima de sensibilidade, permitindo a

reutilizacdo do mesmo sensor por mais de duas semanas.
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Figura 31. Graficos obtidos durante os estudos de reprodutibilidade intereletrodo (A) e
estabilidade interdias (B). Todas as medidas foram realizadas na presenga de 100 pumol
L~ de ion ferroso utilizando injecéo automatizada. Condicdes experimentais: vide Tabela
14,

Sob condicdes otimizadas, a taxa de fluxo fornecida pelo sistema foi investigada,
obtendo-se um valor de aproximadamente 0,34 uL s *. Essa taxa foi calculada a partir da
passagem de agua do reservatorio de entrada para o de saida, através dos fios de algodao
fixados no uTED. Ap6s 30 minutos da passagem, a &gua que chegou ao reservatorio de

saida foi pesada e, considerando sua densidade, foi transformada em volume, para que
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sua vazdo no canal de algoddo fosse calculada. O fluxo obtido é similar aos valores
reportados na literatura para dispositivos microfluidicos baseados em fios [30,48]. Esses
resultados validam a confiabilidade da plataforma desenvolvida. O custo de producéo de
cada dispositivo completamente montado (plataforma uTED e detector de trés eletrodos)
foi estimado em cerca de R$ 33,76, 0 que pode ser considerado um valor baixo, uma vez

que a plataforma pode ser reutilizada multiplas vezes.

3.4.2.4. Figuras de mérito e aplicacdo a amostras reais

Uma curva de calibracéo foi construida a partir de injec6es em triplicata (no modo
automatizado) de padrao de ion ferroso em diferentes concentragdes (0,70 a 200 umol L™
1. Conforme mostrado na Figura 32, as equages lineares obtidas foram i, (nA) = (1,22
+0,03) + (1,68 £ 0,05) x Cpp2+ (UM) para a curva ascendente e ip (NA) = (1,08 £ 0,04) +
(1,84 £ 0,01) X Cpp2+ (uUM) para a curva descendente. As inclinagdes obtidas
apresentaram valores semelhantes (1,68 e 1,84 nA L pmol™!), indicando efeitos de
memoria insignificantes. Os sinais analiticos obtidos em ambas as direcfes apresentaram
uma boa dependéncia linear com a concentragéo, com coeficientes de determinacdo (R?)
de 0,997 e 0,999 nas direcOes ascendente e descendente, respectivamente. O limite de
deteccdo (LD) foi calculado pela relagdo LD = 3x DPa /b, onde DP, é 0 desvio padrao do
coeficiente linear e b é a inclinag&o da curva de calibragdo. O limite de quantificacéo (LQ)
foi calculado usando a relacdo LQ = 10x DP, /b [42]. Os valores obtidos parao LD e LQ
foram 021 e 0,70 umol LI, respectivamente. Essa detectabilidade permite a
quantificacdo de ferro em produtos alimenticios e suplementos vitaminicos. Além disso,
esse LQ esta bem abaixo do valor maximo permitido (VMP) de ferro como contaminante
em agua para consumo humano estabelecido pelo Governo Brasileiro e pela Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA, do inglés Environmental Protection
Agency), que é 0,3 mg L (ou 5,37 umol L) em ambos os casos [49,50]. Isso torna essa
nova abordagem util também para a quantificacdo de ferro em amostras ambientais. Para
fins de comparacéo, o LD também foi obtido pelo mesmo protocolo, mas usando injecéo
manual. Nesse caso, o valor foi quase cinco vezes maior (0,96 umol L), confirmando
que a injecdo automatizada também melhora significativamente a sensibilidade das

plataformas eletroanaliticas baseadas em fios.
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Figura 32. Amperograma do ion ferroso na concentracdo de 0,70, 30,0, 70,0, 100,0 e
200,0 umol L' (a-e) registrado com a plataforma CB/PLA-uTED usando injegdo
automatizada. Os graficos inseridos mostram as curvas de calibragdo nas diregdes
ascendente (vermelha) e descendente (azul) (resultados para n = 3 medidas) e 0s
amperogramas obtidos durante uma das replicatas da analise das amostras. Condicdes

experimentais: vide Tabela 14.

O método baseado em WTED desenvolvido aqui foi empregado para a analise de
ion ferroso em dois suplementos farmacéuticos (insercdo da Figura 32). As amostras
foram medidas em triplicata e, devido & baixa complexidade da matriz, 0 método de
padronizacao externa foi utilizado. Para fins de comparacao, as amostras também foram
analisadas por espectrofotometria UV-Vis. Conforme mostrado na Tabela 15, os valores
encontrados com o pTED variaram entre 91 e 98 % dos valores declarados nas bulas e
mostraram excelente concordancia com os resultados espectrofotométricos (o erro
relativo foi < 4 % para todas as medidas), sugerindo boa exatiddao. Alem disso, os DPRs
observados durante as medidas das amostras foram < 2 %, indicando excelente preciséo.

N&o foram observadas interferéncias durante as determinaces.
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Tabela 15. Resultados obtidos para a determinacdo de ion ferroso em amostras
farmacéuticas usando a plataforma CB/PLA-uTED acoplada a detecgdo amperométrica
(DA) e a tecnica de espectrofotometria UV-Vis.

Dosagem Resultados do Resultados de UV- )
Amostra ] Erro relativo °
rotulada ? CB/PLA-uTED + DP® Vis + DPP
Marca 1 40 mg/pilula 36,3 mg * 0,5/pilula 35,9 mg + 0,1/pilula 1,1%
Marca 2 40 mg/pilula 39,3 mg = 0,7/pilula 40,9 mg % 0,2/pilula -39%

2 Contelido de Fe?* informado na bula do medicamento;

®Média de n = 3 determinacdes;

¢ [((Resultado da DA em CB/PLA-uTED) — (Resultado de UV-Vis)) / (Resultado de UV-Vis)] x
100%.

Testes estatisticos (teste t pareado e teste F) foram utilizados para comparar 0s
dados obtidos durante a analise de amostras (Tabela 15) com um nivel de confianca de
95% [51,52]. O valor t obtido foi menor que o valor critico (tcaiculado = 0,28 < teritico = 2,57;
n = 6). Da mesma forma, o valor F obtido também foi menor que o valor critico (Fcaiculado
= 2,81 < Feritico = 5,05; n = 6). Esses resultados indicam que ndo ha diferenca estatistica
apreciavel em termos de precisao e exatidao entre o método baseado em uTED e o método
espectrofotométrico, tornando a abordagem proposta uma ferramenta adequada e
eficiente para a andlise rapida de ion ferroso. Sendo assim, esta plataforma consiste em
um sistema eletroanalitico acessivel, confiavel, simples de construir e facil de
implementar, que demonstra enorme potencial para a detec¢do eletroquimica de diversos

outros analitos.

3.4.2.5. Ensaio de recuperacéao

Adicionalmente, a exatiddo do método foi avaliada por meio de estudos de
recuperacdo realizados em agua da torneira e agua de poco de diferentes fontes. Como
pode ser observado na Tabela 16, ndo foram encontrados niveis detectaveis de Fe?* nas
amostras de agua utilizadas, portanto, as matrizes foram fortalecidas com diferentes
concentragOes de ion ferroso e as medidas foram realizadas utilizando o método de adi¢éo
de padréo. Os valores recuperados variaram de 96,4 a 101,9 %, indicando boa exatidé&o.
Além disso, os valores de DPR foram < 3,3 %, sugerindo boa precisdo. Isso confirma a

utilidade dessa abordagem para 0 monitoramento ambiental.
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Tabela 16. Resultados do ensaio de recuperacao realizado em amostras de agua usando
a plataforma CB/PLA-uTED.

Adicionado Encontrado (umol L?) Recuperacéo
Amostra DPR (%)
(umol L) +DP? (%)
) 0,0 <LQ - -
Agua de
) 5,0 48+0,1 96,4 2,9
torneira
10,0 10,3+0,3 103,0 33
] 0,0 <LQ - -
Agua de
5,0 5,0+ 0,06 100,6 11
poco
10,0 10,2+0,2 101,9 1,9

4 Média de n = 3 determinagdes.

3.4.2.6. Estudos de seletividade e efeito de memoria

A seletividade do método foi avaliada atraves de medidas do ion ferroso na
presenca de outras substancias frequentemente presentes em amostras de agua que
poderiam se tornar possiveis interferentes. Alguns desses compostos, como o paracetamol
e o glifosato, ndo sdo naturalmente encontrados em agua, porém, com o aumento do uso,
acabam sendo despejados em aguas naturais. As medidas amperométricas foram
realizadas na auséncia e na presenca de varios ions inorganicos (Ca**, AI**, Mg?*, K*, Na*,
Mn?", Fe**, F-, Cl7, SO+*, PO+*~, COs*, NOs") e compostos organicos (glifosato, benzeno,
tolueno e paracetamol) em uma proporcdo de massa entre 1:1 e 1:378 (analito:
interferente). A concentragao do analito foi fixada em 1,4 mg L™ (25 umol L"), enquanto
as concentracOes dos interferentes variaram entre 1,4 ¢ 529 mg L™'. A concentragdo
utilizada para cada interferente foi baseada na quantidade tipicamente encontrada em
aguas naturais, conforme mostrado na Tabela 17. Como apresentado na Figura 33, apenas
o0 paracetamol apresentou interferéncia significativa, causando um aumento na corrente
de pico de cerca de 2,8 vezes. Este resultado deve-se provavelmente a oxidacgdo
concomitante do paracetamol, que geralmente ocorre abaixo de 0,70 V (valor usado para
a deteccéo de ion ferroso) na superficie de eletrodos a base de carbono [53,54]. Algumas
possiveis solucdes para superar essa interferéncia incluem o uso de métodos de pré-
tratamento de amostras baseados na exclusdo por tamanho do interferente ou o uso de
modificadores na superficie do eletrodo de trabalho para suprimir a resposta do
paracetamol, como fenodis oxidados e membranas compdsitas de acetato de celulose e

Nafion [55-58]. Para as outras espécies investigadas, ndo foram observadas interferéncias
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significativas, com DPRs inferiores a 4% (usando como referéncia a corrente de pico do
ion ferroso na auséncia de interferentes). Esses resultados demonstram uma seletividade

aceitavel para o0 método, permitindo sua aplicacdo na anélise de matrizes ambientais.

Tabela 17. Compostos inorganicos e organicos geralmente encontrados em aguas

naturais e utilizados no estudo de interferentes.

Concentracao tipica Concentragdes Razdo em massa

Interferentes ~ em &guas naturais  Referéncia  usadas no estudo de  entre o analito e o

(mg L™ seletividade (mg L™) interferente

Ca?* 74,0 [59] 74,0 153
AlR* 2,6 [59] 2,6 1:2
Mg?* 33,0 [59] 33,0 1:24
K* 14,0 [59] 14,0 1:10
Na* 108,0 [59] 108,0 177
Mn2* 4,4 [59] 4,4 1:3
Fe3* 12,6 [60] 12,6 1:9

F 9,2 [61] 9,2 1.7

cr 67,0 [59] 67,0 1:48

SO 529,0 [62] 529,0 1:378
PO, 5,1 [62] 5,1 1:4

COs* 300,0 [63] 300,0 1:214
NOs~ 8,7 [62] 8,7 1:6
Glifosato ~ 0,0097 [64] 1,4 1:1
Benzeno ™ 0,00056 [65] 1,4 1:1
Tolueno™ 0,01 [65] 1.4 1:1
Paracetamol * 0,4 [66] 1,4 1:1

* Para esses compostos, as concentracGes utilizadas foram superiores aos valores tipicos
encontrados em aguas naturais para manter uma razao em massa com o analito de pelo menos 1:1
para todas as espécies investigadas.
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Figura 33. Correntes de pico amperométricas do ion ferroso obtidas na auséncia e
presenga de possiveis interferentes: Ca**, AI**, Mg?", K*, Na*, Mn*", Fe**, F~, Cl-, SO+*,
PO+*, COs?, NOs, glifosato (Glif), benzeno (Benz), tolueno (Tolu) e paracetamol
(PAR). A concentracdo do analito foi fixada em 1,4 mg L™! (ou 25 umol L"), enquanto a
concentracdo utilizada para cada interferente é dada na Tabela 17. As linhas vermelhas
representam um erro de + 5% usando como referéncia o valor da corrente de pico obtido

para Fe*" na auséncia de qualquer interferente. Resultados para n = 3 medidas.

Um estudo mais detalhado foi realizado para avaliar a existéncia de possiveis
efeitos de memoria causados por fatores como passivacao e envenenamento do sensor
eletroquimico. Conforme mostrado na Figura 34, concentracdes de 50 e 100 umol L™ de
ion ferroso foram injetadas alternadamente em triplicata. Pode-se observar que as
correntes de pico para cada concentracdo permaneceram estaveis. Os valores de DPR
entre as correntes de pico foram inferiores a 2% para inje¢cdes de 50 umol L e inferiores
a 3% para injegdes de 100 umol L™, indicando que o efeito de memoria ¢ irrisério € nao
afeta significativamente as medidas. Esse efeito de memaoria minimo pode ser atribuido
ao uso de um sistema de fluxo, que limpa constantemente o eletrodo de trabalho e

aumenta sua vida util.
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Figura 34. Amperograma obtido para injegdes alternadas de 50 ¢ 100 pmol L' de ion

ferroso. Condicdes experimentais: vide Tabela 14.

3.4.2.7. Eco-escala

O procedimento sugerido por Gatuszka et al. [67] foi utilizado para determinar a
Eco-escala analitica do sistema aqui proposto. Essa métrica, que se baseia no célculo de
pontos de penalidade (PPs), avalia se um procedimento analitico pode ser categorizado
como verde. Esses PPs estdo relacionados, entre outros aspectos, aos reagentes utilizados,
ao desperdicio gerado e as necessidades de energia. Um método perfeitamente ecolégico
é aquele que recebe uma pontuacdo de 100 na Eco-escala. A pontuacdo de um método é
calculada subtraindo o nimero total de PPs do valor ideal (pontuacdo da Eco-escala =
100 — PPs). De acordo com essa medida, uma pontuacao de 84 foi calculada para 0 método
baseado em CB/PLA-uTED descrito aqui (Tabela 18), indicando excelente
sustentabilidade [68].
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Tabela 18. Pontos de penalidade estimados para avaliar a sustentabilidade da abordagem

eletroanalitica proposta.

) Pontos de
) NuUmero de o L
Reagente/material ) Palavra sinalizada penalizagéo
pictogramas
(PPs)
Acido acético (0,10 mol L %) 2 Perigo (Danger) 4
Acido fosférico (0,10 mol L) 2 Perigo (Danger) 4
Acido bérico (0,10 mol L) 1 Perigo (Danger) 2
Hidréxido de sodio (50% m/v) 1 Perigo (Danger) 2
fon ferroso 0 Nenhuma 0
Pontos de
Instrumentos/técnica Energia usada penalizagéo
(PPs)
Detecgdo amperometrica < 0,1 kWh por amostra 0
Pipeta eletrnica para inje¢éo da
< 0,1 kWh por amostra 0
amostra
Impressora 3D para a producéo
< 0,1 kWh por amostra 0
do detector CB/PLA-uTED
Geladeira para armazenar as
. < 1,5 kWh por amostra 1
solugdes
Pontos de
Outras condicdes Condicéo penalizacéo
(PPs)
Residuo 1-10mL 3
Perigo ocupacional Processo de hermetizagdo 0
Pontos de penalizagéo total 16
Pontuacao da Eco-escala "

analitica (100 — PPs)

Para comparacao, as pontuacdes de sustentabilidade para dois outros métodos

analiticos amplamente empregados na analise do ion ferroso, que sdo baseados em

espectrofotometria UV-Vis e espectrometria de absor¢do atbmica (EAA), também foram

calculadas [41,69]. De acordo com as Tabelas 19 e 20, as pontuagfes obtidas para esses

129



métodos foram de 68 para UV-Vis e 58 para EAA, 0 que, embora aceitaveis, sao
inferiores aquela obtida para a abordagem eletroanalitica. Isso indica que a abordagem
proposta aqui é mais sustentavel do que os métodos cléssicos frequentemente empregados
na determinacdo desse analito. Tal fato pode ser atribuido ao tamanho compacto, baixo
consumo de amostras/reagentes e a reduzida producao de residuos da plataforma analitica

microfluidica apresentada.
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Tabela 19. Pontos de penalidade estimados para avaliar a sustentabilidade do método

UV-Vis utilizado na analise de Fe?*.

) Pontos de
Reagente/material l\-lumero de Palavra sinalizada penalizagéo
pictogramas
(PPs)
Acido acético (0,10 mol L %) 2 Perigo (Danger) 4
Acido fosférico (0,10 mol L) 2 Perigo (Danger) 4
Acido bérico (0,10 mol L) 1 Perigo (Danger) 2
Hidréxido de sodio (50% m/v) 1 Perigo (Danger) 2
fon ferroso 0 Nenhuma 0
Hidroxilamina (10% m/v) 5 Perigo (Danger) 10
Orto-fenantrolina (0,1% m/v) 2 Perigo (Danger) 4
Pontos de
Instrumentos/técnica Energia usada penalizagéo
(PPs)
Espectrofotdmetro UV-Vis < 0,1 KWh por amostra 0
Geladeira para armazenar as
solugdes < 1,5 kWh por amostra 1
Pontos de
Outras condicdes Condicéo penalizacéo
(PPs)
Residuo >10 mL 5
Perigo ocupacional Processo de hermetizagdo 0
Pontos de penalizacgéo total 32
Pontuacao da Eco-escala 68

analitica (100 — PPs)
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Tabela 20. Pontos de penalidade estimados para avaliar a sustentabilidade do método
baseado em espectrometria de absor¢do atdmica proposto para a determinacao de Fe?* em

amostras de agua.

) Pontos de
) NuUmero de o L
Reagente/material ) Palavra sinalizada penalizagéo
pictogramas
(PPs)
Ferrozina (10% v/v) 1 Atencdo (Warning) 1
Acido cloridrico (30%) 4 Perigo (Danger) 8
Acido nitrico (1%) 2 Perigo (Danger) 4
Metanol (20%) 3 Perigo (Danger) 6
Limalha de ferro 2 Perigo (Danger) 4
Hidroxilamina 5 Perigo (Danger) 10
Pontos de
Instrumentos/técnica Energia usada penalizagéo
(PPs)
Espectrometro de absor¢édo
. < 1,5 kWh por amostra 1
atbmica
Geladeira para armazenar as
. < 1,5 kWh por amostra 1
solugdes
Aquecedor < 1,5 kWh por amostra 1
Pontos de
Outras condicGes Condicao penalizagéo
(PPs)
Residuo 1-10mL 3
Perigo ocupacional Emissdo de vapores e gases 3
Pontos de penalizacéo total 42
Pontuacéao da Eco-escala -

analitica (100 — PPs)
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3.5. CONCLUSAO

As vantagens do uso de pipetas eletrbnicas para injecdo de amostras em
dispositivos microfluidicos baseados em fios foram demonstradas neste trabalho. Ao
abordar as principais deficiéncias da injecdo manual, esse método inovador aumenta
significativamente a estabilidade e a repetibilidade das medidas. A estratégia de injecédo
automatizada, embora ndo seja totalmente automatica, reduz consideravelmente o erro
humano, o esforco e a dependéncia das habilidades do usuéario. O arranjo analitico
utilizado aqui ainda permite aplicacdes POC e medidas em campo, mesmo com a adi¢do
da pipeta eletrénica, pois todos os instrumentos necessarios (notebook, UTED,
potenciostato e pipeta eletrnica) sdo alimentados por bateria e portateis. O suporte de 3
eixos para pipetas impresso em 3D neste trabalho pode ser convenientemente modificado
para funcionar com pipetas eletrénicas de qualquer modelo. A perspectiva para essa
estratégia é criar um sistema de injecdo totalmente automatico, programéavel por software
e capaz de realizar cada etapa sem a necessidade de intervencdo humana.

A adequacdo analitica dessa abordagem foi testada através da quantificacdo de ion
ferroso em amostras farmacéuticas e ambientais. Os resultados mostraram boa precisdo e
exatiddo. Sob condicBes otimizadas, a injecdo automatizada proporcionou melhorias
significativas em comparagdo com a inje¢cdo manual, como maior frequéncia analitica e
menor limite de deteccdo. Portanto, de acordo com o que é apresentado aqui, a injecdo
automatizada representa um grande avanco no campo dos dispositivos eletroanaliticos
baseados em fios, permitindo aplicacBes em diversas areas, como clinica, forense e

ambiental.
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CAPITULO 4

Deteccao eletroquimica do canabinoide sintético ADB-butinaca
utilizando eletrodo de diamante dopado com boro: uma nova

ferramenta analitica forense

RESUMO GRAFICO DO CAPITULO
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4.1. INTRODUCAO

Novas substancias psicoativas (NSP) vém surgindo cada vez mais no mercado do
trafico ilegal de drogas. De 2008 a 2019, quase 900 diferentes NSP foram relatadas em
escala global, dos quais os canabinoides sintéticos (CS) representaram a maior porcao, e
mais de 250 deles ja foram relatados ao Escritorio das NacGes Unidas sobre Drogas e
Crime (UNODOC) [1,2]. Canabinoide sintético € um termo utilizado para se referir a um
diverso grupo de substancias psicoativas produzidas em laboratorio para imitar os efeitos
dos canabinoides naturais, como o A-9-tetrahidrocanabinol (THC) - principal substancia
psicoativa presente na planta cannabis sativa -, ligando-se aos receptores canabinoides
tipo 1 e tipo 2 (CB1 e CB2) do sistema nervoso central [2—7].

Enquanto o THC age como um agonista parcial dos receptores CB1 e CB2, grande
parte dos CS sdo agonistas totais desses receptores, sendo muito mais potentes que o
canabinoide natural. Assim, pequenas doses, geralmente < 1 mg, ja sdo suficientes para
causar algum efeito no usuario. Com a alta poténcia dessas substancias, as chances de
envenenamento e outros efeitos colaterais (como agitacdo, ansiedade, hipertenséo,
psicose, taquicardia, epilepsia, infarto do miocardio e disfuncdo renal) também sdo
bastante aumentados, podendo, inclusive, levar a morte do consumidor [2,7-9].
Inicialmente, os CS eram utilizados tanto para estudar os canabinoides enddgenos quanto
para explorar seus potenciais como medicamentos terapéuticos, porém, no inicio dos anos
2000 eles apareceram no mercado ilicito como uma forma de uso recreativo apds
laboratdrios clandestinos explorarem as informacGes disponiveis publicamente para
desenvolver novas variantes dos CS [1,4]. Assim, esses compostos comegaram a ser
consumidos em variados tipos de amostra, como pd, misturados em chocolates, biscoitos,
tabaco, entre outros [4].

Apesar dessa comercializacdo ter se iniciado pela internet por volta de 2004,
apenas em 2008 os CS foram detectados pela primeira vez por investigadores forenses na
Alemanha e Austria, no qual tratava-se da substancia JWH-018, encontrada em uma
amostra de erva [1,6,9-12]. No Brasil, a primeira identificacdo de um CS pela Policia
Federal ocorreu em 2009, e sua apreensdo vem aumentando gradativamente, como
mostrou a Policia Cientifica do Estado de Sdo Paulo, avaliando que, dentre todas as NSP
identificadas, os CS foram o grupo mais detectado entre os anos de 2020 e 2022 [10].

Devido aos problemas de satde citados acima, causados pelo uso de CS, e a maior

ameaca a seguranca publica, muitos paises vém regulando legislativamente os CS,
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inclusive o Brasil. Porém, como forma de burlar a legislacdo, os distribuidores dessa
classe de substancias estdo frequentemente modificando estruturas de CS j& existentes,
mantendo ou até mesmo aumentando seus efeitos psicoativos, como forma de
continuarem no mercado ilegal de comercializacdo de substancias proibidas [3—
5,9,11,13].

A ADB-butinaca (ADB-B) é um CS, cujo nome cientifico proposto pela IUPAC
€ N-[1-(aminocarbonil)-2,2-dimetilpropil]-1-butil-1H-indazol-3-carboxamida (Figura
35), pertencente a classe de compostos conhecidos como indazol carboxamidas. Desde
sua primeira identificacdo em uma apreensao na Suécia em 2019, em formato de pdg, ela
se popularizou em diversos locais, tendo sido relatada em um ndmero crescente de paises
[13-15]. Em maior parte, a identificagdo da ADB-B tem sido feita em amostras de flores
de cannabis, haxixe, comprimidos, pd, mistura de ervas para fumar (como o tabaco) e
embebidas em papel [7,9]. Em 2021, houve um aumento significativo de apreensdes da

ADB-B em amostras de papel em alguns estados do Brasil [16].

Figura 35. Estrutura quimica da ADB-butinaca.

Dados os riscos e aumento progressivo de comercializagéo ilicita dos CS, € de
grande importancia sua deteccdo e identificagdo na toxicologia forense. Porém, como
constantemente surgem novas substancias no mercado com uma ampla diversidade
estrutural, as acOes necessarias para a apreensdo dessas substancias se tornam um desafio

para os legisladores.
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O surgimento constante de novos CS no mercado e sua diversidade estrutural, com
muitos deles diferindo-se uns dos outros por apenas uma pequena modificagdo em suas
estruturas quimicas, representa um desafio significativo para sua deteccdo [9,11]. A
técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas é considerada
padrdo-ouro para a analise de CS [5,7,17], porém outras técnicas convencionais tém sido
relatadas para esse fim, como cromatografia liquida acoplada & espectrometria de massas
[3,18], cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por espectroscopia
ultravioleta [19] e ressonancia magnética nuclear [20]. Embora esses métodos sejam
capazes de detectar canabinoides, eles apresentam algumas desvantagens, como pre-
tratamentos complexos de amostras, necessidade de pessoal treinado, uso de
instrumentacdo volumosa, 0 que impede uma analise em campo ou triagem rapida, e
ensaios demorados, favorecendo o acimulo de casos a serem elucidados pelos cientistas
forenses [4,5].

Dessa forma, ha uma necessidade urgente de novas metodologias de analise
simples e rapidas para combater o trafico de canabinoides sintéticos. Os métodos de
analise baseados em eletroquimica, ou metodos eletroanaliticos, sdo uma alternativa
interessante nesse cenario, por apresentarem instrumentacdo simples e mais acessivel,
com uma maior facilidade de uso, necessidade de pré-tratamento minimo de amostra na
maioria dos casos, alta sensibilidade e seletividade, curto tempo de analise e possibilidade
de portabilidade de todo o sistema utilizado [5,7].

Exposto isso, 0 objetivo deste trabalho foi caracterizar e identificar o analito ADB-
butinaca em amostras forenses apreendidas pela Policia Civil de Mato Grosso do Sul
através de medidas realizadas utilizando uma célula eletroquimica portatil impressa em
3D e um sistema miniaturizado composto por trés eletrodos. A fim de investigar a
seletividade do método proposto, foram realizados estudos envolvendo outras substancias
sintéticas apreendidas. Esses experimentos comprovaram a satisfatéria capacidade do
sistema em detectar o analito ADB-B, distinguindo-o de diversas outras substancias
encontradas no mesmo tipo de amostra (embebidos em papel), inclusive outros CS.
Juntamente a esses resultados, as dimensdes reduzidas do sistema possibilitam uma
triagem répida de amostras fora do laboratério, permitindo a identificacdo da ADB-B em
campo, podendo, assim, auxiliar na apreenséo de drogas de abuso sintéticas encontradas

em amostras de papel.
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4.2. OBJETIVOS
4.2.1. Objetivo geral

Fabricar um dispositivo eletroquimico impresso em 3D acoplado com eletrodo de

diamante dopado com boro para analise do canabinoide sintético ADB-butinaca.

4.2.2. Objetivos especificos

Projetar, em software apropriado, o dispositivo analitico para comportar os
eletrodos utilizados como sensor;

Imprimir as partes através da impresséo 3D;

Montar o sistema eletroquimico com a insercdo dos eletrodos nos sitios
apropriados;

Caracterizar eletroquimicamente a substancia psicoativa utilizando o dispositivo
desenvolvido;

Otimizar parametros e condices analiticas para a aplicacdo da metodologia
proposta na analise da substancia de interesse;

Realizar a aplicacdo analitica do sensor desenvolvido para a determinacdo de
ADB-butinaca em amostras reais apreendidas pela Policia Civil de Mato Grosso
do Sul.
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4.3. METODOLOGIA
4.3.1. Reagentes e solugoes

Todos os produtos quimicos e materiais utilizados sdo de grau analitico: hidréxido
de sodio (pureza > 98,0%) foi distribuido pela Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA);
acido fosforico (pureza > 85,0%) foi obtido pela Acros Organics (Geel, Bélgica); Merck
(White-house Station, NJ, EUA) forneceu acido borico (pureza > 99,8%); acido acético
(pureza > 99,7%), éter etilico (pureza > 98,0%) e metanol (pureza > 99,5%) foram
adquiridos da Dinamica (Indaiatuba, SP, Brasil); acido sulftrico (pureza > 95,0%) foi
fornecido pela Neon (Suzano, SP, Brasil); ADB-butinaca foi cedida pelo Instituto de
Andlises Laboratoriais Forenses da Policia Civil de Mato Grosso do Sul; filamento de
acrilonitrila butadieno estireno (ABS, diametro de 1,75 mm) foi fornecido pela 3DFila
(Belo Horizonte, MG, Brasil); parafusos M5 com suas respectivas porcas borboletas e
papel adesivo A4 foram adquiridos em lojas locais. As solucbes de ADB-butinaca (ADB-
B) foram preparadas em metanol. As demais solucBes usadas foram preparadas em agua
deionizada (resistividade > 18,2 MQ.cm) proporcionada por um sistema de purificador
de &gua por osmose reversa Permution RO0310 (Permution, Curitiba, PR, Brasil). As
solucdes estoque foram preparadas semanalmente e diluidas diariamente para as solucdes

de trabalho utilizadas nos experimentos.

4.3.2. Instrumentacéo

As técnicas de voltametria de onda quadrada (VOQ), voltametria de pulso
diferencial (VPD), voltametria ciclica (VC) e cronopotenciometria (CP) foram realizadas
através de um potenciostato/galvanostato Autolab modelo PGSTAT 128N (Ecochemie,
Utrecht, Holanda) conectado a um computador executando o software Metrohm Autolab
Nova 2.1. Ambas as partes da célula eletroquimica foram impressas utilizando o
termopléastico ABS e uma impressora 3D FDM Ender 3 (Creality, Shenzhen, Guangdong,
China) equipada com um bico extrusor de metal de didmetro de 0,4 mm. O sensor da
célula eletroquimica que foi utilizado para as andlises consistiu de uma fina pelicula de
diamante dopado com boro (DDB, espessura de 1,2 pum, 8000 ppm de nivel de dopagem
de boro) depositada em uma pastilha condutora de silicio (10 x 10 mm de tamanho com
1,0 mm de espessura) adquirida da NeoCoat SA (La Chaux-de-Fonds, Suica), de um

eletrodo miniaturizado de Ag/AgCl (KCl saturado) e de um fio de platina utilizados como
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eletrodo de trabalho (ET), eletrodo de referéncia (ER) e contra-eletrodo (CE),

respectivamente.

4.3.3. Fabricacao e montagem da celula eletroquimica

A plataforma desenvolvida para ser utilizada como célula eletroquimica foi
desenhada no software gratuito de design 3D CAD/CAM Fusion 360 (Autodesk, CA,
EUA), obtendo-se arquivos CAD que foram convertidos para o formato STL e, entdo,
processados utilizando o software Ultimaker Cura 5.0 (Geldermalsen, Holanda),
adquirindo, assim, os arquivos GCODE para impressdo em 3D do objeto desenhado.
Todas as partes da célula foram fabricadas utilizando filamento ABS como insumo, em
uma resolucdo de camada de 0,20 mm, 100% de preenchimento e velocidade de 40 mm/s.

Como pode ser observado na Figura 36, a célula foi impressa em 3 partes: a
primeira (A) é sua base, medindo 30 mm de largura x 60 mm de comprimento x 7 mm
de espessura, onde, em seu centro hd uma cavidade (A1) para ser posicionada uma placa
de aco de 35 mm de comprimento x 15 mm de largura x 0,5 mm de espessura (I), para
dar contato ao eletrodo de trabalho, e, por cima dessa, é colocado o eletrodo de DDB (11);
a segunda parte (B) € a porcdo superior da célula, apresentando as mesmas medidas da
base e contendo um orificio oval na parte de cima (B1), com 13 mm de comprimento x
15 mm de largura, para insercdo tanto da solucdo a ser analisada (volume méaximo de 800
uL) quanto dos eletrodos de referéncia (111) e contra (1V), e um orificio circular na parte
baixo (B2), onde ¢ posicionado um O-ring (¢ = 4 mm) (V) para vedacdo, com diametro
de 4 mm, para que a solucéo seja exposta ao eletrodo de trabalho de DDB que se situa na
base da célula; e a terceira parte (C), um anexo vertical de 15 mm de altura x 30 mm de
comprimento x 7 mm de largura utilizado para posicionar os eletrodos de referéncia e
contra através de sua acomodacdo nos orificios (C1) de 5 mm de diametro contidos nesse
anexo. As partes (A) e (B) séo fixadas com o uso de parafusos e suas respectivas porcas
(VI1), enquanto as partes (B) e (C) séo conectadas atraves de imés (V1) posicionados em
orificios de 6 mm cada de ambas as partes. Apds a montagem, a célula eletroquimica esta
pronta para uso com suas conexdes feitas diretamente nos eletrodos de referéncia e contra
e indiretamente através da placa de aco para conexdo ao eletrodo de trabalho de DDB,

como apresentado na Figura 37.
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Figura 36. Imagens de CAD dos componentes da célula impressa em 3D: base (A),
contendo uma cavidade (Al) para posicionar a placa de metal (I) para dar contato ao
eletrodo de trabalho (I); porcao superior (B), contendo um orificio maior (B1), para
insercdo da solucdo de trabalho e os eletrodos de referéncia (111) e contra (IV), e um
orificio menor (B2), para posicionar um O-ring (V) a fim de expor a solucéo ao ET; e 0
anexo (C) utilizado para acomodar 0 ER e o CE, com os respectivos parafusos, porcas e

imas (VI e VII) usados para a fixacdo de todos os componentes.

Figura 37. Célula eletroquimica montada e pronta para ser utilizada com as conexdes
ligadas diretamente nos ER e CE e indiretamente no eletrodo de DDB através da placa de

aco.
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4.3.4. Estudo de recuperacdo em amostras de soro sanguineo

As amostras de soro sanguineo humano foram cedidas pelo Hospital Universitario
da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (HU - UFMS, Campo Grande - MS). A
analise de recuperacdo do analito foi realizada através da técnica de adi¢ao de padrao por
se tratar de uma matriz complexa. A amostra foi fortificada com diferentes concentragdes

de ADB-B e diluida 20 vezes em H,SO4 0,15 mol L™ para posteriores analises.

4.3.5. Analise qualitativa e estudo de interferentes

A fim de comprovar a seletividade do método para o analito estudado, foram feitos
estudos de andlise qualitativa e de interferentes utilizando amostras contidas em selos
apreendidos pela Policia Civil de MS (PC-MS). O primeiro estudo foi realizado as cegas,
no qual amostras de ADB-B e de outros compostos, todos infundidos em papel e sem
identificacdo, foram lidas com o objetivo de identificar o analito de interesse entre outros
utilizados como drogas de abuso. Nesse experimento, todas as amostras foram diluidas
50 vezes com H2SO4 0,15 mol L, ap6s a extragdo de seu selo com 1 mL de metanol.
Apobs a leitura das amostras na auséncia do padrdo de ADB-B, foi adicionado o analito de
interesse e feita nova leitura para comparacédo dos sinais obtidos.

No segundo estudo, de interferentes, foram realizadas leituras de uma quantidade
maior de amostras de drogas de abuso apreendidas pela PC-MS, também infundidas em
papel, no qual todas foram previamente extraidas com 1 mL de metanol - com excecdo
da cannabis, que foi apreendida em forma de planta e primeiramente foi extraida com
éter etilico para depois ser ressolubilizada em metanol - e diluidas 10 vezes em H2SO4
0,15 mol L1, Apds, foi adicionado o padrdo de ADB-B a elas para analise eletroanalitica.

4.3.6. Analises cromatograficas

As substancias utilizadas para estudar a seletividade do método aqui proposto
foram detectadas primeiramente por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG/EM) pelo Instituto de Anéalises Laboratoriais Forenses PC-MS. Assim, 0s
resultados obtidos nessas analises foram posteriormente utilizados como referéncia para
os estudos de interferentes e andlise qualitativa realizados neste trabalho.

Nas deteccgdes realizadas pela PC-MS, primeiramente as amostras em selo foram
extraidas utilizando 1 mL de metanol e, entéo, foi usado um cromatografo a gas modelo

7890A acoplado a um espectrometro de massas modelo 5975C inert XL MSD com
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detector triple-axis da Agilent Technologies® (Santa Clara, Estados Unidos) para as
andlises qualitativas. A coluna capilar foi uma HP-5ms (5% difenil, 95%
dimetilpolisiloxano), também da Agilent, com medidas de 30 m de comprimento,
diametro interno de 0,25 mm e espessura do filme de 0,25 um. As condi¢des para as
analises foram 3 injecGes automaticas de cada amostra no modo splitless, com volume de
inje¢do da amostra de 1 puL e tempo de duracdo do método de 53 min. A temperatura do
injetor foi de 280°C, utilizando hélio (99,999999% de pureza) como gas de arraste, com
uma vazao do gas de 1,0 mL min%, com pressao de 9,3021 psi e duracdo de 1,3391 min.
Quanto a programacao de temperatura do forno da coluna do cromatografo, inicialmente
se encontrava a 80 °C e, em seguida, foi levado a 160 °C, com uma razéo de aquecimento
de 10 °C/min, se mantendo nesta temperatura por 5 min. Entdo, foi elevado de 160 °C a
240 °C, com uma razdo de aquecimento de 3 °C/min. Por fim, foi elevado de 240 °C a 300
°C, com uma razdo de aquecimento de 25 °C/min, se mantendo nesta temperatura por

aproximadamente 10 min.
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4.4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.4.1. Comportamento eletroquimico da ADB-butinaca

Primeiramente, o comportamento eletroquimico da ADB-B foi avaliado atraves
da técnica de VC em um meio composto por &cido sulfdrico 0,210 mol L™, no qual um
voltamograma ciclico apresentando apenas um pico de oxidagéo (ipa) em Epa = + 1,50 V
(vs Ag/AgCl) foi obtido. Como pode ser visto na Figura 38, néo foi observado nenhum
pico de reducdo (ipc), sugerindo que o processo de oxidacdo ocorrido na superficie do

eletrodo pode ser classificado como sendo irreversivel.
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Figura 38. Voltamogramas ciclicos na presenca (linha sélida) e na auséncia (linha
tracejada) de 50 umol L' de ADB-B. Eletrolito de suporte: H2SOs4 0,10 mol L

velocidade de varredura: 100 mV s.

Tambem foi realizado um estudo com diferentes eletrdlitos suporte, em diferentes
pHs e concentracdes, utilizando tampdo BR e H2SO4, atraves da técnica de VC. Como
pode ser visto na Figura 39A, a maior corrente de pico (ip) foi obtida no menor pH atingido
pelo H2S040,10 mol L, que seria em torno de 0,73. Porém, em relacdo ao potencial de
pico (Ep), como mostra a Figura 39B, pode ser observado que mesmo em outros pHs

(estudados na faixa de 2,0 a 10,0 usando tamp&o BR 0,10 mol L), os potenciais de pico
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ndo mostraram uma variagdo significativa, sendo, entdo, o pico de oxidagdo do analito
independente do pH para o sistema estudado. Apds a otimizacéo do eletrdlito, sendo o
melhor o H.SO4 (pH ~ 0,73), foi feito o estudo de concentracdo do eletrdlito, como
observado na Figura 39C. Nela, é apresentada a correlagcdo entre 0s potenciais de pico
obtidos em cada concentragdo do H>SOg, e nota-se que a corrente de pico aumenta até a
concentracéo de 0,15 mol L™ e depois decai, sendo, entdo, 0,15 mol L ! a concentragio
do eletrdlito escolhida como 6tima.
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Figura 39. (A) Correlacéo entre diferentes eletrolitos em diferentes pHs e as correntes de
pico alcancadas em cada um dos meios utilizando 50 umol L' de ADB-B, sendo o
primeiro ponto (vermelho) H2S04 0,10 mol L™ em seu pH ndo modificado, e os demais
pHs referentes ao tampdo BR 0,10 mol L™; (B) dependéncia dos potenciais de pico
obtidos em funcéo dos diferentes meios; (C) dependéncia das correntes de pico em fungéo
da variagdo da concentracdo de H>SOs (eletrdlito otimizado). Técnica utilizada: VC;

velocidade de varredura: 100 mV s™'. Resultados para n = 3 medidas.
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Além disso, foram feitos estudos referentes ao tipo de transporte de massa da
reacdo obtida pela ADB-B no eletrodo de DDB. Assim, o analito foi estudado em
diferentes velocidades de varredura (v) utilizando a técnica de VC, como mostrado na
Figura 40A. Na Figura 40B pode ser observada uma dependéncia linear (R?=0,997) entre
as correntes de pico obtidas em cada velocidade de varredura e a raiz quadrada dessas
velocidades, obtendo-se a equagio ipa/pA = (0,46 + 0,0058) + (0,85 + 0,016) x v¥2/\vY2
s Y2 sugerindo que o transporte de massa do analito ocorrido na interface eletrodo-solugéo
é controlado pelo processo de difuséo [21]. Também foi plotado o grafico de log ip vs log
de v (Figura 40C), no qual foi observada uma relacdo linear (log (ipa/A) = (— 5,97 %
0,0048) + (0,16 + 0,0051) x log (v/Vs 1), com R? = 0,993) entre os eixos, com um valor
de coeficiente angular de 0,16, um valor significativamente menor que o valor tedrico de
0,5 para um processo totalmente controlado puramente por difuséo. Esse resultado sugere
que o sistema é influenciado por outros processos, como uma contribuicdo parcial de
adsorcdo e uma limitacdo cinética (transferéncia lenta de elétrons), se desviando do
comportamento ideal controlado por difuséo [22,23].

Apos, foi construido o gréfico de E, vs log de v (Figura 40D), promovendo a
equagio Epa/V = (1,60 +0,00039) + (0,036 + 0,00033) x log (v/Vs 1), com uma correlagéo
linear R? = 0,999. Essa dependéncia linear ¢ uma forte evidéncia que indica uma reagéo
irreversivel [22], como observado na Figura 38, onde nenhum pico catddico € observado.
Ademais, de acordo com a teoria de Laviron [22,24], para um processo eletroquimico
irreversivel no qual hd uma dependéncia entre a velocidade de varredura e os potenciais
de pico em cada uma dessas velocidades, o coeficiente angular dessa relacdo € igual a
2,3RT/anF, onde R é a constante dos gases (8,314 J KX mol™), T é a temperatura (298,15
K), a é o coeficiente de transferéncia, n € o nimero de elétrons envolvidos na reacéo e F
é a constante de Faraday (96.485 C mol™) [22]. O valor de o foi deduzido
experimentalmente através da equacdo de Tafel [25,26], obtida com a elaboracdo do
grafico log ip vs Ep (Figura 40E). A regressdo linear dessa curva forneceu a equacéao log
(ipalA) = (— 12,80 + 0,11) + (4,27 + 0,069) x Epa/V, (R?= 0,998), no qual o coeficiente
angular é igual a (1 — a)F/2,3RT. Com esse célculo obteve-se a igual a 0,75. Utilizando
as correlacdes apresentadas, n foi calculado em 2,2, assumindo ser 2 para a reacdo de
oxidacdo da ADB-B. [27]
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Figura 40. (A) Estudo de velocidade utilizando 50 umol L' de ADB-B em H2S040,15

mol L™ e os respectivos graficos descrevendo a dependéncia entre (B) as correntes de
pico e a raiz quadrada das velocidades de varredura, (C) o logaritmo das correntes de pico
e o logaritmo das velocidades, (D) os potenciais de pico e o logaritmo das velocidades e
(E) o logaritmo das correntes de pico e 0s potenciais de pico obtidos na faixa de
velocidade de varredura investigada. Velocidade de varredura: 100 mV s™'. Resultados

para n = 3 medidas.

4.4.2. Pré-tratamento do DDB

Com o objetivo de melhorar a resposta eletroquimica do sistema, foi feito um
estudo de pré-tratamento da superficie do eletrodo de trabalho de DDB. Os pré-
tratamentos de DDB - baseados em métodos como polarizacdo anddica e catodica do
eletrodo atraves da aplicacdo de uma densidade de corrente fixa, a inverséo dessa corrente
e a combinacdo de ambos 0s métodos - ja se provaram eficazes na melhora da resposta
eletroquimica desse eletrodo através da insercao de terminagdes de oxigénio e hidrogénio
em sua superficie [28-31]. Porém, por serem tratamentos agressivos, esses métodos
podem degradar o DDB, além de demandarem um certo tempo para serem realizados

antes das leituras do analito de interesse [29,32]. Por isso, os estudos aqui realizados

1,58
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foram baseados em quatro diferentes abordagens reportadas previamente na literatura por
Arauljo et al. [32], no qual foram testados pré-tratamentos rapidos na superficie de um
eletrodo de DDB para aplicacdo em um canabinoide sintético. Assim, as metodologias
utilizadas estdo descritas na Tabela 21, considerando a area de aplicacdo dos pré-
tratamentos do DDB de 0,126 cm?, utilizando H,SO4 0,5 mol L' como solvente e

aplicando as correntes requeridas através da técnica voltamétrica de CP.

Tabela 21. Pré-tratamentos aplicados na superficie do eletrodo de DDB.

Pré-tratamento i (MA) Tempo
Catddico (cat) -225 50s
Anddico (an) +45 50s

Anddico-catodico (an-cat) +45e-225 50se50s=100s
Catddico-anodico (cat-an) -225e+45 50s5e50s=100s

Como pode ser visto na Figura 41, o tratamento em que se alcangou as maiores
correntes de pico na analise da ADB-B (utilizando a técnica de VC) foi a aplicacdo do
potencial catddico por 50 s seguido do potencial anddico pelo mesmo tempo, obtendo-se
mais terminagdes superficiais de oxigénio no eletrodo. Sendo assim, esse pré-tratamento
foi escolhido como 6timo e aplicado para posterior uso do eletrodo de DDB na analise da
ADB-B.
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Pré-tratamentos DDB

Figura 41. Gréfico de barras da relagdo entre os pré-tratamentos realizados na superficie
do eletrodo de DDB utilizando 0,5 mol L™ de H2SO4 e as correntes de pico atingidas na
auséncia de qualquer tratamento e na presenca de cada um deles, descritos na Tabela 21.
As medidas de 50 umol L' de ADB-B foram realizadas através da técnica de VC.
Eletrélito de suporte: H2SO4 0,15 mol L™'; velocidade de varredura: 100 mV s,

Resultados para n = 3 medidas.

4.4.3. Comparacao de técnicas e otimizacao de parametros

Para os experimentos analiticos, foram comparadas as técnicas de VOQ e VPD a
fim de investigar qual seria a mais sensivel para a analise da ADB-B. A faixa de trabalho
utilizada foi escolhida com base na corrente de pico obtida pelo voltamograma ciclico do
analito (Figura 38). Como mostrado na Figura 42, ao comparar as técnicas utilizando os
mesmos parametros em ambas, observa-se que a VOQ apresenta um pico bem definido e
com um valor de corrente mais que duas vezes maior que a corrente obtida com a VPD,

sendo, entdo, a VOQ escolhida para dar continuidade aos experimentos.
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Figura 42. Comparacéo entre VOQ (linha azul) e VPD (linha vermelha) na auséncia
(linhas tracejadas) e na presenca (linhas s6lidas) de 30 pmol L™ de ADB-B. Condicdes:
incremento de potencial foi de 3 mV, amplitude do pulso foi de 20 mV e a velocidade de
varredura foi ajustada para 30 mV s1. Frequéncia de 10 Hz para VOQ e intervalo de
tempo de 0,1 s para VPD. Eletrolito de suporte: H2SO4 0,15 mol L.

Apbds a comparacdo, foi realizada a otimizacdo dos pardmetros da VOQ:
frequéncia, estudada na faixa de 2 a 100 Hz, incremento de potencial, na faixa de 1 a 10
mV e amplitude, de 10 a 150 mV. Para que essas investigacdes fossem feitas, ao otimizar
um parametro, todos os outros foram mantidos constantes durante todo o estudo (modo
univariado). Como pode ser observado na Figura 43A, no estudo de frequéncia, a maior
corrente de pico foi obtida em 100 Hz, porém, o valor escolhido como 6timo foi 60 Hz,
pois, apos esse valor, 0s voltamogramas passaram a ficar muito ruidosos, prejudicando o
resultado das medidas. No incremento de potencial (Figura 43B), apesar da corrente de
pico ser diretamente proporcional aos seus valores, aumentando conforme o incremento
aumenta, o valor escolhido como 6timo foi 5 mV, ja que apds esse valor, os graficos
apresentam pontos bem afastados, prejudicando a resolucéo dos picos. J& a amplitude do
pulso (Figura 43C) atingiu a maior corrente de pico no valor de 90 mV, apresentando
correntes menores nas medidas subsequentes. Logo, 90 mV foi escolhido como 6timo
para a amplitude. Para melhor compreensdo, os valores otimizados de cada parametro

estdo dispostos na Tabela 22.
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Figura 43. Gréficos da correlacdo entre (A) frequéncia, (B) incremento de potencial e
(C) amplitude de pulso e as correntes de pico obtidas na variagcdo de cada parametro
utilizando a técnica de VOQ. Em todas as otimizagdes, foi utilizado 30 pmol L~! de ADB-
B em H2S04 0,15 mol L. Resultados para n = 3 medidas.

Tabela 22. Parametros estudados e otimizados para a determinacdo de ADB-B usando a

célula eletroquimica impressa em 3D.

Parametro Faixa avaliada Valor 6timo
Frequéncia 22100 Hz 60 Hz
Incremento de potencial lal0 mV 5mV
Amplitude de pulso 10 a 150 mV 90 mV

4.4.4. Estabilidade da ADB-butinaca

A metodologia desenvolvida para o analito no sistema proposto foi testada por
meio de estudos de repetibilidade intra-dispositivo, reprodutibilidade inter-eletrodo e
estabilidade inter-dias. A repetibilidade foi avaliada através de medidas consecutivas (n
= 20) do analito em um Gnico dispositivo, apresentando um desvio padréo relativo (DPR)
de 1,62% em relacdo as correntes de pico obtidas em cada medida (Figura 44A) e de
0,17% em relacao aos potenciais de pico. Esses baixos valores de DPR sugere uma étima
replicabilidade das respostas e uma resposta analitica praticamente constante mesmo apos
varias medidas.

A reprodutibilidade foi estudada efetuando medidas em diferentes dispositivos
impressos em 3D e utilizando diferentes eletrodos de DDB (n = 3). Tanto os valores de ip
Figura 44B quanto os de Ep obtidos em cada sistema foram proximos, com DPRs de
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2,23% e 0,95%, respectivamente, mostrando que, mesmo utilizando um sistema portatil
e impresso em 3D para acomodar os eletrodos e fazendo uso de um eletrodo de referéncia
miniaturizado, o dispositivo apresenta uma alta confiabilidade em suas medidas.

A estabilidade foi analisada ao executar medidas ao longo de onze dias utilizando
0 mesmo sistema, no qual o eletrodo de DDB foi pré-tratado apenas uma vez. As correntes
de pico apresentaram uma variacao infima ao longo desses dias (Figura 44C), com DPR
de 1,75%, assim como 0s potenciais de pico, apresentando DPR de 0,16%. Esses
resultados indicam que durante esse periodo, 0 mesmo sistema pode ser utilizado para

analises forenses de ADB-B com uma perda insignificante de sensibilidade.

B

i/ nA
ipluA

0 5 10 15 20 0
Medidas

Dispositivo

Figura 44. Graficos obtidos durante os estudos de repetibilidade intra-dispositivo (A),
reprodutibilidade inter-eletrodo (B) e estabilidade inter-dias (C). Todas as medidas foram
realizadas utilizando o analito ADB-B, no qual em (A) e (B) sua concentracédo foi de 30
umol L™ e em (C) foi de 75 umol L1, Eletrdlito: H,SO4 0,15 mol L™'; Técnica utilizada:
VOQ); parametros: vide Tabela 22. Resultados para n = 3 medidas em (B) e (C).
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4.4.5. Figuras de merito analiticas e estudo de recuperacao

Uma curva de calibracéo foi construida a fim de analisar a dependéncia entre as
correntes de pico obtidas pela oxidacdo da ADB-B e sua concentracdo, como Visto na
Figura 45. Pode ser observado no grafico que uma dependéncia linear entre as grandezas
representadas em cada eixo foi obtida numa faixa de concentracdo de 1,0 a 200,0 umol
L, apresentando uma equacdo de ip (nA) = (0,112+0,014) + (0,149+£0,00070) x [ADB-
B] (uM) e um coeficiente de determinagio (R?) de 0,999. Os limites de deteccdo (LD) e
quantificacdo (LQ) foram calculados a partir das equacdes descritas por Mocak et al. [33],
no qual LD = 3xDPa/b e LQ = 10xDPa./b, sendo DP, 0 desvio padrdo da intersecao
(coeficiente linear) e b a inclinacdo (coeficiente angular) da curva analitica. A partir
dessas equaces, foram obtidos os valores de 0,28 umol L' e 0,94 umol L™! para LD e
LQ, respectivamente. Considerando que o valores reportados na literatura para as
concentracdes geralmente encontradas de canabinoides sintéticos em papel variam em
torno de 0,05 a 1,17 mg/cm? [16] e sabendo-se que o método proposto se baseia na
extracdo de CS embebido em um papel de 0,125 cm? utilizando 1 mL de metanol, seguido
de uma diluicdo de 50 vezes no eletrdlito (descrito na secdo 4.3.5.), estima-se que a
concentra¢do minima de ADB-B no papel é de 0,38 umol L™'. Logo, como o LD calculado
€ menor que esse valor, a metodologia proposta para a analise de ADB-B em amostras
apreendidas em papel é viavel e tem grande potencial para auxiliar nas detec¢6es forenses
desse CS. Ademais, em um prévio trabalho reportado na literatura [7], o LD calculado
para a ADB-B foi de 0,83 umol L, no qual o analito é determinado em eletrodo de DDB
utilizando uma célula convencional de trés eletrodos. Esse valor € mais do que duas vezes
maior que o LD calculado no trabalho aqui apresentado, mostrando que, mesmo
utilizando um sistema de menor custo e miniaturizado, o sensor aqui desenvolvido
alcanca um limite de detec¢cdo mais baixo do que o obtido em uma célula convencional.
Isso mostra o grande potencial do dispositivo na deteccdo de ADB-B em amostras

forenses.
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Figura 45. Voltamogramas de onda quadrada registrados utilizando o dispositivo
desenvolvido para analise de ADB-B em diferentes concentracdes (1,0, 5,0, 10,0, 25,0,
50,0, 100,0 e 200,0 umol L) em meio de H2SO4 0,15 mol L e sua respectiva curva de
calibracdo inserida. CondigOes experimentais: vide Tabela 22. Resultados para n = 3

medidas.

Para investigar a exatiddo da metodologia proposta, foi realizado um estudo de
recuperacdo utilizando plasma sanguineo, que foi preparado conforme descrito na se¢do
4.3.4. Essa matriz foi escolhida baseando-se em estudos anteriores [13,14], no qual foi
constatada a presenca de ADB-B em sua forma ndo metabolizada no sangue. Como
mostrado na Tabela 23, a amostra foi fortificada com duas concentracdes diferentes da
ADB-B que, por sua vez, foi determinada através do método de adi¢do de padrdo. Os
valores recuperados foram em torno de 107 a 108 %, com DPRs entre as medidas de cada
fortificacdo sendo menores que 1,5 %, indicando que o método proposto é confiavel
também para determinac@es do analito em amostras bioldgicas, apresentando exatiddo e
precisdo satisfatorias.
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Tabela 23. Ensaio de recuperacdo de ADB-B em amostras de plasma sanguineo

fortificadas utilizando a metodologia e sistema propostos.

Amostra de Adicionado / Encontrado /
) Recuperacéo / % DPR /%
plasma sanguineo umol L umol L™ + DP?
1 5,0 5,4+0,03 108,0 0,5
2 10,0 10,7+0,2 107,2 1,4

2Meédia de n = 3 determinacdes.

4.4.6. Andlise qualitativa em amostras reais

Como forma de avaliar quéo seletivo o método desenvolvido seria para o analito
de interesse, uma analise qualitativa foi realizada utilizando as amostras apreendidas pela
PC-MS (detalhado na secéo 4.3.5.), que consistiram em diferentes compostos sintéticos,
incluindo a ADB-B, utilizados como drogas de abuso embebidos em tiras de papel. Para
que o teste ndo fosse tendencioso, todas as amostras foram preparadas e lidas sem
identificacdo dos reais compostos ali contidos. Apds a leitura delas, foi adicionado, entao,
o0 padrdo interno de ADB-B em cada solucdo para serem lidas novamente e 0s picos serem
analisados, a fim de concluir se a substancia presente em cada um dos papéis sugeriria
ser 0 analito de interesse ou ndo. Como visto na Figura 46, das seis amostras em que 0
experimento foi realizado, trés apontaram a presenca de alguma substancia na faixa de
potencial em que a ADB-B foi oxidada em medidas anteriores (Figuras 46A, 46B e 46C),
0 que foi confirmado pela adi¢do do padrdo do analito, sugerindo, entdo, que nessas trés
amostras, 0 composto ali contido seria a ADB-B. Porém, ao serem revelados os nomes
das substancias presentes em cada amostra de papel (informacéo cedida pela Policia Civil
de MS), observou-se que, das trés amostras em que apareceram picos de oxidacdo
semelhantes aos da ADB-B, apenas duas eram de fato o analito de interesse, sendo a
terceira, um outro canabinoide sintético que se diferencia do composto principal por
apenas alguns carbonos que formam um anel benzénico, possuindo semelhanca com a
ADB-B na maior parte de sua molécula (Figuras 47A e 47B). Em uma outra amostra,
representada pela Figura 46E, descrita como a mistura de outros dois CS, ADB-fubiata e
BZO-hexoxizid, um pico, além do da substancia de interesse, foi detectado em um valor
de potencial por volta de + 1,2 V, porém, esse novo pico ndo mascarou o pico de oxidacao
da ADB-B, néo influenciando significativamente em sua medida. Ainda, o resultado foi

bastante satisfatorio, pois das seis amostras analisadas, apenas em uma foi apontado um
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resultado falso-positivo, totalizando uma determinacgédo qualitativa de forma correta em
mais de 80 % das amostras lidas. Para melhor entendimento, os resultados das analises
tanto por cromatografia, realizado pela PC-MS (detalhado na se¢éo 4.3.6.), quanto por

voltametria de onda quadrada, foi descrito na Tabela 24.

Branco ~——Amostra apreendida
Amostra apreendida 8l Amostra apreendida + ADB-B
. <
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1,0 1,2 1,4 1,6 1,8 2,0 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8 2,0
E/V vs Ag/AgCl E/V vs Ag/AgCl

Figura 46. Voltamogramas de onda quadrada referentes ao estudo qualitativo da ADB-
B em amostras apreendidas, no qual (A) e (B) se referem a amostras de ADB-B, (C) a
ADB-binaca, (D) a 5-fluoro-BZO-poxizid, (E) a mistura de ADB-fubiata com BZO-
hexoxizid e (F) a cetamina. Todos estdo representados na auséncia e na presenca de 75
umol L1 do padrdo de ADB-B. Eletrdlito: H,SO4 0,15 mol L'; pardmetros: vide Tabela
22. Resultados para n = 3 medidas.

b NH,

Figura 47. Comparacgdo das estruturas quimicas da (A) ADB-butinaca e da (B) ADB-
binaca.
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Tabela 24. Comparacéo do resultado qualitativo das amostras utilizando cromatografia e

VOQ.
Codigo da Resultado por cromatografia Resultado por VOQ
amostra
1 ADB-butinaca ADB-butinaca
2 ADB-butinaca ADB-butinaca
3 ADB-binaca ADB-butinaca
4 5-fluoro-BZO-poxizid Negativo para ADB-butinaca
5 ADB-fubiata + BZO-hexoxizid ~ Negativo para ADB-butinaca
6 Cetamina Negativo para ADB-butinaca

4.4.7. Estudo de interferentes em amostras reais

Uma outra maneira de investigar a seletividade da metodologia desenvolvida foi
através de um estudo de interferentes, no qual, além das amostras j& utilizadas no
experimento citado acima (com excecdo das que se referiam a ADB-B), mais cinco
amostras de substancias apreendidas pela PC-MS embebidas em papel foram analisadas
(com excecdo da cannabis, como citado na secdo 4.3.5.). Nesse caso, o padrédo de ADB-
B foi adicionado a todas as substancias, separadamente, a fim de se detectar diferencas
significativas entre os picos do analito de interesse obtidos na presenca e na auséncia
desses possiveis interferentes. Como observado na Figura 48, apenas a ADB-binaca (ja
mostrada no estudo anterior), a MDMB-4en-pinaca e a cannabis alteraram de forma
significativa a intensidade do pico. Nos primeiros dois casos, 0 aumento da corrente de
pico pode ser justificado pela semelhanca das moléculas de cada um desses CS com a
ADB-B, assim, ambos os interferentes provavelmente oxidam em potenciais proximos ao
potencial de oxidacdo da substancia de interesse desse trabalho, resultando na soma da
oxidacdo de cada interferente com a da ADB-B e, consequentemente, em correntes de
pico maiores do que as obtidas pela ADB-B na auséncia desse interferentes. Ja no caso
da cannabis, ocorre o contrario, a ip da ADB-B é diminuida significativamente na sua
presenca. Talvez isso ocorra pela presenca de impurezas ou de outros compostos que ndo

sejam eletroativos (a0 menos na janela estudada) na amostra da planta, que podem ter
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bloqueado os sitios ativos na superficie do eletrodo de trabalho, prejudicando a
sensibilidade do sinal e fazendo com que a corrente obtida fosse menor do que a esperada.

Com essas informacdes, infere-se que o método aplicado nesse trabalho pode ser
considerado confiavel para distinguir a ADB-B da grande maioria de outras substancias
psicoativas apreendidas pela PC-MS, sendo o sistema aqui desenvolvido adequado para
a analise de amostras forenses. Junto a isso, o fato do dispositivo desenvolvido ser
miniaturizado permite a leitura das amostras em campo, facilitando ainda mais a

identificacdo preliminar da ADB-B.
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Figura 48. Voltamogramas de onda quadrada (I e I1) e o respectivo grafico de barras (I11)

das correntes de pico referentes ao estudo de 75 pmol L~ de ADB-B na auséncia (A) e na
presenca de possiveis interferentes, sendo eles (B) a mistura de 25B-NBOH e 25E-
NBOH, (C) 25B-NBOH, (D) 5-fluoro-BZO-poxizid, (E) a mistura de ADB-fubiata e
BZO-hexoxizid, (F) fentanil, (G) cetamina, (H) MDMB-4en-pinaca, (I) ADB-binaca e (J)
cannabis. Eletrolito: H.SO4 0,15 mol L™!; parametros: vide Tabela 22. Resultados para n
= 3 medidas.
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4.5. CONCLUSAO

Neste trabalho foi apresentada a caracterizacéao eletroquimica e deteccéo da ADB-
butinaca utilizando uma célula eletroquimica portatil e simples de ser construida, baseada
em impressédo 3D. A metodologia apresentada, juntamente com o dispositivo fabricado,
promoveu um sistema robusto, com excelente precisdo e exatiddo, para a determinacao
do analito de interesse. Ademais, estudos qualitativos se mostraram eficientes na
determinacdo da ADB-B, distinguindo-a de grande parte de outras drogas de abuso
apreendidas que se utilizam da mesma matriz para serem distribuidas (papel). Somando
esses resultados a miniaturizacdo do dispositivo utilizado, o sistema aqui desenvolvido
possui grande potencial para analises forenses em campo, ndo dependendo de laboratérios
centralizados, o que facilita sua identificacdo preliminar nas apreensdes cotidianas da
policia.

Embora tenham sido utilizados eletrodos convencionais, ainda que
miniaturizados, os estudos aqui realizados fornecem possibilidades para o
desenvolvimento de uma nova metodologia que envolva o uso de eletrodos mais
acessiveis, além da célula eletroquimica construida que ja tem um custo abaixo do
convencional e é fabricada de maneira automatizada por meio de impressdo 3D. Essa
iniciativa pode baratear ainda mais o custo das analises, proporcionando um meio mais

econdmico para a identificacdo de canabinoides sintéticos em campo.
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