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RESUMO

A quantificacao de compostos farmacéuticos em diferentes matrizes, incluindo amostras
ambientais e biologicas, tém recebido muita aten¢do da comunidade cientifica devido ao seu
impacto na saide humana e no meio ambiente. Neste trabalho, ¢ apresentado um sistema
eletroquimico para a determinacao de Nimesulida (NIM), anti-inflamatério ndo esteroide, em
amostras de agua de abastecimento, urina sintética e medicamentos. Um eletrodo descartavel e
de baixo custo, com valor maximo de fabricagdo de R$ 0,09 por sensor, foi construido e
otimizado, cuja estrutura bésica foi um material compésito (MC) imobilizado em suporte 3D
de acrilonitrila butadieno estireno (ABS), para a determinacdo de NIM em diferentes amostras.
A composi¢do do sensor foi otimizada, sendo avaliadas diferentes proporcdes de grafite e
esmalte de unha na producdo do material compdsito. A caracterizacdo da superficie dos
eletrodos foi feita por microscopia eletronica de varredura (MEV), espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIE) e voltametria ciclica (VC). O sensor foi aplicado para a
quantificagdo de NIM usando a voltametria de onda quadrada (VOQ) e a andlise por injecao
em fluxo com detec¢ao amperométrica (FIA-AMP). O primeiro método apresentou uma faixa
linear de 10,0 a 50,0 pmol L, com um tratamento simples da amostra, boa precisdo (RSD <
3,4 %) e boa detectabilidade (limite de deteccio de 0,018 umol L!). As amostras foram
fortificadas a trés niveis de concentragdo para avaliar a exatidao do método, obtendo valores de
recuperagdo de 96 a 113 %. Adicionalmente, o sensor foi modificado por tratamento
eletroquimico via VC em meio alcalino com KOH, onde os parametros de concentracdo da
solucdo alcalina, nimero de ciclos e faixa de potencial foram otimizados. Em seguida, uma
segunda modificacdo foi realizada, com a eletrodeposicdo de nanoparticulas de prata (AgNP)
usando um planejamento quimiométrico do tipo Box-Behnken 33. Para o segundo método, o
sensor apresentou boa sensibilidade (0,173 £ 0,002 pA L pmol! cm™) e precisdo (RSD < 7%)),
além disso o método apresentou valores de recuperacao na faixa de 92 a 104 %, faixa linear de
5,0 2 25,0 pmol L™ e um baixo limite de detec¢iio de 0,81 umol L', Assim, ambos os sensores
foram aplicados a determinagdo da NIM apresentando resultados concordantes a um nivel de
95 % de confianga. Os resultados obtidos com esses sensores foram comparados com a

cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Palavras-chave: eletrodo impresso em 3D; nimesulida; nanoparticulas de prata; analise por

injecdo em fluxo; amperometria; voltametria de onda quadrada.



ABSTRACT

The quantification of pharmaceutical compounds in different matrices, including
environmental and biological samples, has received a lot of attention from the scientific
community due to their impact on human health and the environment. This paper presents an
electrochemical system for the determination of Nimesulide (NIM), a non-steroidal anti-
inflammatory drug, in water supply samples, synthetic urine and medicines. A disposable, low-
cost electrode, with a maximum manufacturing cost of R$0.09 per sensor, was built and
optimized, whose basic structure was a composite material (MC) immobilized on a 3D
acrylonitrile butadiene styrene (ABS) support, for the determination of NIM in different
samples. The composition of the sensor was optimized and different proportions of graphite
and nail polish were evaluated in the production of the composite material. The surface of the
electrodes was characterized using scanning electron microscopy (SEM), electrochemical
impedance spectroscopy (EIE) and cyclic voltammetry (CV). The sensor was applied for the
quantification of NIM using square wave voltammetry (VOQ) and flow injection analysis with
amperometric detection (FIA-AMP). The first method showed a linear range from 10.0 to 50.0
umol L1, with a simple sample treatment, good precision (RSD < 3.4 %) and good detectability
(detection limit of 0.018 umol L). Samples were fortified at three concentration levels to
assess the accuracy of the method, obtaining recovery values of 96 to 113 %. In addition, the
sensor was modified by electrochemical treatment via VC in an alkaline medium with KOH,
where the parameters of alkaline solution concentration, number of cycles and potential range
were optimized. A second modification was then carried out, with the electrodeposition of silver
nanoparticles (AgNP) using a Box-Behnken 3? chemometric design. For the second method,
the sensor showed good sensitivity (0.173 + 0.002 pA L pumol! cm™) and precision (RSD <
7%), as well as recovery values in the 92 to 104% range, a linear range of 5.0 to 25.0 umol L!
and a low detection limit of 0.81 pmol L™!. Thus, both sensors were applied to the determination
of NIM, showing concordant results at a 95% confidence level. The results obtained with these

sensors were compared with high-performance liquid chromatography.

Keywords: 3D printed electrode; nimesulide; silver nanoparticles; flow injection analysis;

amperometry; square wave voltammetry.
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1 INTRODUCAO

Eletroquimica ¢ o ramo da quimica que busca estudar as propriedades elétricas de
reacoes de oxirreducdo com base na variagdo de potencial e/ou corrente gerada pela
transformagdo de energia quimica em energia elétrica e vice-versa (GIRAULT, 2005). Na
quimica analitica, essas reagdes sdo empregadas para conduzir analises de diversas espécies,
sejam de caracteristica organica ou inorganica, em inimeras matrizes como: alimentos, agua,
medicamentos, fluidos biologicos e amostras ambientais (CROW, 2017). Estas sao divididas
em dois grupos principais, as quantitativas, como controles de qualidade (GONG et al., 2022),
e qualitativas como as linguas eletronicas (WANG; WEI, 2015) ou testes screnning (AVELINO
etal., 2021). Entre as principais vantagens da aplicagdo das técnicas eletroanaliticas estdo a alta
sensibilidade, reprodutibilidade e, principalmente, o baixo custo, a portabilidade e a rapidez de

respostas, que permitem andlises in situ (GIRAULT, 2005).

1.1 Consideracoes gerais

Este tipo de conversdo energética ¢ a base do funcionamento de alguns sistemas
eletroquimicos, como por exemplo, a pilha, onde ocorre uma reacao quimica espontanea capaz
de gerar alteracdes de energia livre negativa em ambos os eletrodos e a energia elétrica liberada
pode ser aproveitada (CROW, 2017). Ha também, o processo inverso, chamado de eletrolise,
onde a energia ¢ fornecida ao sistema a fim de induzir a ocorréncia de uma reacdo quimica
(CROW, 2017). E com base nesses sistemas que a maioria das anélises eletroquimicas acontece,
onde um transdutor ¢ utilizado para medir o sinal gerado, nesse caso chamado de eletrodo e,
desta forma, ser possivel determinar a concentragdo de analito na interface eletrodo/solugdo
com base em uma relacdo de proporcionalidade da concentracdo com o sinal eletroanalitico
(WANG, 2006).

Anualmente, sdo conduzidas pesquisas com o objetivo de desenvolver e melhorar
sensores eletroquimicos, visando aprimorar propriedades como sensibilidade, seletividade e
eficiéncia, a0 mesmo tempo em que se busca minimizar o tempo ¢ o custo de producdo. Esse

foco resultou no surgimento de uma area promissora: o desenvolvimento de eletrodos de baixo

custo (THIYAGARAJAN et al., 2014).
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1.2 Eletrodos de baixo custo e descartaveis

A produgdo de novos sensores utilizando materiais de baixo custo e/ou reciclados
representa hoje uma das principais areas de pesquisa e desenvolvimento dentro da
eletroanalitica (STEFANO et al., 2022b). Além de oferecerem a possibilidade da portabilidade,
os sensores descartaveis possuem uma série de outros beneficios, sendo os principais; a sua alta
acessibilidade, robustez e a facilidade tanto de produ¢do, quanto preparo e utilizagao,
contornando problemas como os efeitos de envenenamento e passivacao dos sensores, uma vez
que possam ser descartados e substituidos (THIYAGARAJAN et al., 2014). Outro beneficio na
producdo desses sensores ¢ ser considerado mais sustentdvel e menos agressivo ao meio
ambiente, sendo uma possivel solugdo para a substituicdo de sensores nocivos a natureza
(STEFANO et al., 2022b). Como exemplos de materiais que podem ser utilizados para
producdo destes sensores temos, os derivados da celulose, como o papel (SOUZA et al., 2023),
plasticos biodegradaveis, como o polidcido lactico (PLA — do Inglés “Polilactic acid”)
(FONTANA-ESCARTIN et al., 2022), e materiais reciclados como politereftalato de etileno
(PET — do inglés “Polyethylene terephthalate”) (WANG et al., 2019).

Os eletrodos serigrafados (SPE — do inglés “screen printed electrodes™), sdo sensores
produzidos por meio da técnica de serigrafia, que ¢ um processo de impressao onde uma tinta
¢ aplicada sobre uma malha para criar padroes (TALEAT, KHOSHROO; MAZLOUM-
ARDAKANI, 2014). Estes sensores representam a principal classe de dispositivos
eletroquimicos descartaveis e de baixo custo empregados atualmente na analise das mais
diversas espécies (FERRARI; ROWLEY-NEALE; BANKS, 2021). Sua fabricagdo pode ser
realizada em substratos planos, como plastico ou ceramica contribuindo para uma abordagem
de baixo custo e produgdo em larga escala (TALEAT; KHOSHROO; MAZLOUM-
ARDAKANI, 2014). Esse sensor ainda se destaca pela facilidade de personalizagado, capacidade
de integragdo em dispositivos portateis e resposta apropriada em experimentos eletroquimicos
em aplicagdes analiticas e sensoriais, conferindo boa sensibilidade, seletividade e estabilidade
(FERRARI; ROWLEY-NEALE; BANKS, 2021).

Tracando uma linha do tempo relacionada ao desenvolvimento dos eletrodos
descartaveis, ¢ possivel citar como um dos primeiros estudos nesse sentido a aplicagdo de
microeletrodos descartaveis produzidos com fio de platina (LAITINEN; KOLTHOFF, 1941).
Em seguida, surgiram os eletrodos a base de pasta de carbono, contudo este material ainda
possuia um valor relativamente alto, visto que seu principal uso era em reparo de sistemas e

circuitos elétricos (ADAMS, 1958). Mantendo o grafite como material, porém mudando o
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arranjo a fim de minimizar sua desvantagem, surgiram os sensores fabricados com grafite
utilizado em lapis (MASEK, 1960). Mais recentemente, os sensores construidos em papel
ganharam grande destaque, com cerca de 5245 publica¢des encontradas nos ultimos 10 anos
(web of Science, 2012-2022, “paper based electrochemical sensors”), normalmente produzido
por pintura em tela, ou mascaras de pintura (SOUZA et al., 2023). Hoje, uma das principais
linhas de pesquisa com relato na literatura, que tem apresentado uma crescente de publicagdes
nos anos € com ja inumeros trabalhos reportados, sdo o0s sensores impressos
tridimensionalmente (3D) (LISBOA et al., 2023), que apresentam 6timos resultados e também

baixissimo custo de produ¢ao (OMAR et al., 2021).

1.3 Construcio de eletrodos impressos 3D usando tintas condutivas

Os eletrodos impressos tridimensionalmente, ou eletrodos 3D, t€ém recebido cada vez
mais aten¢do na comunidade cientifica (MARTINS et al.,, 2021). Dentre suas principais
vantagens em relagdo aos eletrodos convencionais, como o de carbono vitreo (ECV), mercurio
(Hg), platina (Pt) ou ouro (Au), incluem seu baixo custo, a minimiza¢do dos efeitos de
envenenamento da superficie e a liberdade de modelagem dos sensores (MARTINS et al.,
2021). Essa liberdade possibilita uma alta versatilidade para uso em uma variedade de sistemas
e células eletroquimicas. Além disso, a exequivel miniaturizagdo do sensor permite a reducao
do volume de solugdo, diminuindo proporcionalmente a geragdo de residuos, o que contribui
para a pratica da Quimica Verde. (JAMIESON et al., 2019; MARTINS et al., 2021).

O processo de manufatura aditiva, popularmente conhecida atualmente como
“Impressao 3D”, foi proposto inicialmente no inicio dos 1980 por Hideo Kodama, que propds
a estereolitografia, que consiste na construcdo de pegas tridimensionais a partir de resinas
fotopolimerizaveis (KODAMA, 1981). A partir de entdo, o desenvolvimento da técnica foi
protegido por patentes, o que limitou significativamente o acesso a essa tecnologia pela
comunidade cientifica. A revolucao do cddigo aberto na impressao 3D, se deu a partir de 2004
com o Projeto RepRap, onde um grupo de engenheiros iniciou uma colaboracao internacional
para construc¢do de impressoras 3D autorreplicaveis, difundindo assim a técnica (KENTZER et
al., 2011).

Dessa forma, o termo “Impresso em 3D” ¢ utilizado para os processos de manufatura
aditiva de objetos que sdo construidos por uma impressora 3D (SALVO et al., 2012). Dentre os
diversos tipos de eletrodos 3D relatados na literatura cientifica podemos destacar: aqueles

integralmente confeccionados em material condutivo, como os eletrodos planares (TULLY;
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MELONI, 2020); os eletrodos cilindricos, similares aos comerciais, onde um polimero isolante
¢ empregado na fabricagdo do corpo do eletrodo — a fim de apenas dar forma e garantir o
isolamento do contato elétrico, impedindo que a area eletroativa se altere — e um filamento
condutivo para compor a superficie eletroativa do sensor (MARTINS et al., 2021), onde a
reacdo eletroquimica serd estudada. Além disso, ha também os sensores 3 em 1, onde os
eletrodos de trabalho, referéncia e auxiliar, s3o impressos simultaneamente em um mesmo
corpo, podendo esse ser em formado cilindrico ou para que sirva como célula eletroquimica
(CARDOSO et al., 2020; STEFANO et al., 2022a). A Figura 1 mostra o nimero de trabalhos
publicados por ano na base de dados do Web of Science, que apresenta em seu titulo ou resumo

o termo “3D electrochemical sensors” entre os anos 2000 e 2022.

Figura 1 — Numeros de publicagdes envolvendo sensores eletroquimicos impressos 3D

segundo a plataforma Web of science.
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Fonte: elaborado pelo proprio autor.

O processo de impressdo 3D mais comumente utilizado ¢ a modelagem por deposicdo
fundida (FDM - do inglés “fused deposition modeling”), que € caracterizada pela extrusao e
deposicao de um filamento termoplastico, semifundido (AMBROSI; PUMERA, 2016). O
material ao ser pressionado contra um bico aquecido, se torna maleavel e ¢ depositado camada
por camada seguindo um modelo (desenho) pré-definido (MARTINS et al., 2021). Em relacao
aos métodos mais convencionais, 0 FDM demonstra desempenho e versatilidade superiores,
principalmente pela rapidez e facilidade que o método garante durante a impressdo. Tal
versatilidade tem promovido novos estudos para a construgdo de sensores e até mesmo de

células por completo, principalmente se tratando de processos em fluxo, onde as células
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eletroquimicas devem possuir diferencas significativas das utilizadas para as técnicas que
empregam sistemas estaciondrios (CARNEIRO et al., 2018).

Diferentes materiais condutivos tém sido propostos para o preparo de sensores
impressos em 3D. Disponiveis comercialmente, destacam-se os filamentos condutivos a base
de PLA e negro de fumo (CB, do inglés “Carbon Black”) comercializados pela Proto-pasta® e
os filamentos que utilizam grafeno como material condutor (Black Magic®). Recentemente, o
desenvolvimento de filamentos termoplasticos poliméricos condutivos, ¢ um dos principais
temas de pesquisa na area, visando reduzir o custo e facilitar a produ¢do em massa (CRUZ et
al., 2018; FOSTER et al., 2020; STEFANO et al., 2022a; STEFANO; SILVA; JANEGITZ,
2022). Entretanto, essa abordagem requer alto custo instrumental além gerar um volume de
residuos significativamente altos. Nesse sentido, a utilizagdo de diferentes materiais
compositos, tém sido alternativas promissoras para o desenvolvimento de dispositivos
impressos em 3D descartaveis. Um material compdsito, ¢ um sistema multifasico, de pelo
menos duas substancias diferentes, com caracteristicas distintas, que apdés homogeneizacao,
mantenha alguma caracteristica de ambos os sistemas, sendo o produto final com diferentes
propriedades de cada fase inicial (SILVA et al., 2020).

O uso de tintas condutivas ja € relatado na literatura ha alguns anos, e teve seu inicio
com a fun¢do de construir e reparar circuitos elétricos (DONALD A. BOLON; GARY
SCHROETER; LUCAS; SIEGFRIED, 1979). A partir da década de 1990, estudos comecaram
a utilizar a tinta condutiva comercial para o desenvolvimento de sensores eletroquimicos
descartaveis (TALLMAN; PETERSEN, 1990). Devido a seu elevado valor, a busca pela
producdo em laboratério vem crescendo ao longo dos anos, a fim de reduzir esse custo
(CAMARGO et al., 2022). A maioria dos sensores sdo desenvolvidos por serigrafia, de
geometria plana, onde a tinta ¢ diretamente imobilizada em papel ou em materiais reciclados
como folhas obtidas de garrafas de PET (CAMARGQO et al., 2022).

Inimeras composi¢des tém sido estudadas para a fabricacdo da tinta condutiva em
laboratorio, a ideia bésica ¢ a formagdo de uma mistura homogénea que dé ao material
composito caracteristica condutora. Sdo trés os componentes principais da tinta, o veiculo
(matriz polimérica), o material condutor e o solvente, sendo a escolha das razdes ideais entre
cada componente de extrema importancia para a eficiéncia do sensor (CAMARGO et al., 2022).
Para a constru¢do do eletrodo, o material condutor e a base polimérica sdo dispersos em solvente
por um tempo suficiente para completa homogeneizacdo. O tempo de secagem também ¢
essencial, embora o esperado para favorecer a producdo em larga escala seja atingir o menor

tempo possivel de secagem, em casos onde essa ocorra de maneira muito acelerada, existe a



24

possibilidade de gerar algumas imperfei¢des, fissuras e depressdes na superficie, inviabilizando
a reprodutibilidade e em alguns casos até mesmo o uso do sensor (ANDREOTTTI et al., 2019).

Na literatura, os principais polimeros empregados sao esmalte de unha (ANDREOTTI
et al., 2019), bio-polimero de quitosana (CAMARGO et al.,, 2022), resina epoxi
(CANKURTARAN; BERBER KARADAYI; SUNGUR, 2016), poliestireno (PS) (TERZI et
al., 2017) e PEDOT:PSS (do inglés — “Poly (3,4-ethylenedioxythiophene) polystyrene
sulfonate)”) (NGUYEN et al., 2019). Entre os materiais condutores empregados, o de maior
destaque atualmente ¢ o grafite, muito motivado pelo seu baixo custo e facilidade de ser
adquirido (HENRIQUE et al., 2021; SOUZA et al., 2023), embora também seja possivel
encontrar alguns outros como CB (JOAO et al., 2022; LYSON et al., 2021; ROCHA et al.,
2023), 6xido de grafeno reduzido (rGO — do inglés “reduced graphene oxide”) (CHEN et al.,
2018; WONG; SANTOS; FATIBELLO-FILHO, 2017), nanotubos de carbono em
multicamadas (MWCNT — do inglés “multi-walled carbon nanotubes”) (ALOTHMAN et al.,
2010; TURCO et al., 2021) e também algumas particulas metalicas ou de 6xidos metalicos
(BALASUBRAMANIAN et al., 2018; BUKKITGAR et al., 2016; KUMAR et al., 2022). Ja
entre os solventes, os organicos — como cetonas e ésteres — possuem alta volatilidade, que
diminui substancialmente o tempo de secagem, favorecendo a produ¢do do sensor. Ja os
solventes aquosos por possuirem baixa toxicidade, sdo prioridade em produgdes reciclaveis,
contudo, tintas condutoras com solventes a base de agua apresentam desempenho inferior
quando comparado com solventes organicos (INKS, 1996).

Ap0s a elaboragdo do suporte, os sensores 3D demandam a utilizagdo de equipamentos
especificos, como canetas 3D e filamentos condutivos, para a conclusdo de sua montagem. Este
estudo propde um modelo de construcao inovador, no qual apenas o suporte ¢ imprescindivel
ser impresso, enquanto o material responsavel pela regido condutiva pode ser prontamente
produzido e imobilizado em laboratério. Dessa maneira, ao empregar materiais de facil
obteng¢do e baixo custo, o processo de fabricagao ¢ simplificado, reduzindo a dependéncia de

equipamentos especializados.

1.4 Elaboracao e otimizacao de modificacdes em sensores eletroquimicos

Alguns sensores de baixo custo apresentam a grande vantagem de serem facilmente
modificados por processos capazes de alterar sua superficie de resposta de forma rapida e
muitas vezes barata que pode ser essencial para aprimorar a sensibilidade, seletividade e

eficiéncia desses dispositivos (KARTHIK et al., 2022). Essas modifica¢des possibilitam que o
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sensor revele caracteristicas de diferentes materiais, mesmo que ndo sejam sua composicao
predominante. Esse avango estd intimamente ligado a produgdo de biossensores, pois a
utilizacao de enzimas fixadas a superficie eletroativa ¢ uma estratégia comum para conferir
seletividade e sensibilidade a determinadas moléculas-alvo. Essa abordagem permite que o
sensor seja capaz de detectar e responder a moléculas que anteriormente ndo demonstravam

atividade neste dispositivo (HAMMOND et al., 2016).

1.4.1 Elaboragdo do método de modificagdo

Os eletrodos de pasta de carbono (EPC), apresentado em 1958, foi um dos primeiros
sensores criados com o intuito de se obter uma superficie completamente renovavel, o que
facilitava seu reaproveitamento apds sua modificagdo (ADAMS, 1958). Embora seus resultados
ainda nao tivessem se mostrados tdo bem sucedidos, abriu portas para o seu aprimoramento ¢
aplicagdo, e logo alguns anos depois, em 1965 (SCHULTZ; KUWANA, 1965), os EPCs ja
eram modificados eletroquimicamente, € passavam a representar o principal tipo de eletrodo de
trabalho utilizado em analises eletroquimicas (VYTRAS; SVANCARA; METELKA, 2009).

Existem diversas formas de se realizar uma modificagao no sensor, como por exemplo,
o tratamento eletroquimico, onde ocorre a aplicagio de um potencial controlado em um
eletrolito especifico, podendo ainda ser chamado de tratamento alcalino (SANTOS OLIVEIRA
et al., 2023) ou acido (MARTINS et al., 2023). Ainda ¢ possivel realizar a incorporagdo de
materiais via drop casting, onde uma dispersdo em solvente de algum material escolhido, que
possui composi¢do e concentragdo conhecida, ¢ depositada sobre a superficie do sensor na
forma de uma gota de volume definido, muitas vezes em escalas de microlitros. Outro método
de modificacdo ¢ realizar a eletrodeposicao, onde € possivel adsorver um material ao sensor
pela aplicagdo de potencial, seja na forma de um ciclo ou aplicagdo constante (KARTHIK et
al., 2022). Ambos os métodos podem ser aplicados em nanomateriais (ZAPOROTSKOVA et
al., 2016), enzimas (AZIZAN et al., 2023), nanoparticulas de metais (CHEN; LU, 2009),
polimeros de impressao molecular (MIP — do inglés “Molecularly imprinted Polymer”)
(AFSHARARA et al., 2023), entre outros. Contudo, devido ao grande nimero de variaveis
presentes em uma modificacdo, esta deve ser meticulosamente avaliado e aperfeicoado a fim

de garantir sua maxima eficiéncia.

1.4.2 Otimizagado do método de modificagdo
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No processo de modificagdo de um sensor, € crucial avaliar diversos parametros que
possam influenciar no resultado final, para dessa forma, poder identificar os parametros mais
impactantes e obter uma resposta aprimorada (AZIZAN et al., 2023). Diferentes métodos de
avaliacdo podem ser empregados, a calibragdo uni-variada ¢ uma abordagem comum, na qual
um pardmetro ¢ selecionado aleatoriamente, e varios valores possiveis sdo testados,
normalmente em uma faixa pré-estabelecida, e aquele que resulta na melhor resposta ¢ mantido.
Esse processo ¢ repetido para outros parametros até que todos atinjam seu valor ideal
(SANDHYARANI, 2019). No entanto, esse modelo possui a desvantagem de nao avaliar
interagdes entre variaveis independentes, onde para superar essa limitacao, € necessario recorrer
a um método de calibragio multivariada, como um planejamento de experimento
(ESMAELIAN; NABIZADEH CHIANEH; ASGHARLI, 2019).

O planejamento de experimentos ¢ uma area da investigacdo cientifica que busca
proporcionar uma estrutura sistematica para explorar e compreender as relagdes existentes entre
varidveis independentes e a resposta de interesse (LAZIC, 2004). E muito utilizada para
otimizar a coleta de dados e inferir conclusdes, permitindo uma analise eficiente de multiplos
fatores simultaneamente, considerando ndo s6 seus resultados individuais, como também as
possiveis relagdes entre eles (LAZIC, 2004). Dentre os principais modelos conhecidos, é
possivel destacar aqueles que utilizam matrizes estrategicamente projetadas para oferecer
superficies de resposta extremamente eficientes e de facil avaliagdo (ESMAELIAN;
NABIZADEH CHIANEH; ASGHARI, 2019), como os modelos de planejamento composto
central 22 (CCD — Do inglés “Central Composite Design”) (ESMAELIAN; NABIZADEH
CHIANEH; ASGHARI, 2019) ou o planejamento 3* Box-Behnken (OLIVEIRA et al., 2023),
que utilizam recursos experimentais para explorar a interagdo entre variaveis.

O modelo de planejamento fatorial 3* Box-Behnken, possui como caracteristica
fundamental a analise de 3 diferentes varidveis independentes — normalmente chamadas de X1,
X> e X3, cada uma a 3 diferentes niveis lineares — -1, 0 e 1 (TEKINDAL et al., 2012). Dessa
forma, inicialmente este modelo apresenta a necessidade da realizacdo de 27 medidas
diferentes, usando combinagdes especificas dos niveis das varidveis. Contudo, hoje existem
alguns modelos simplificados que conseguem reduzir o nimero de experimentos, podendo
chegar em valores como 15 medidas, sem perda significativa de resolugdo ou confiabilidade
dos resultados (RANADE; THIAGARAJAN, 2017). Dessa forma, esta metodologia ndo apenas
reduz significativamente o nimero de experimentos necessarios, mas também permite uma
analise estatistica robusta, muitas vezes utilizando andlise de varidncia (ANOVA), para

identificar e interpretar os principais efeitos e interagdes (RANADE; THIAGARAJAN, 2017).
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1.4.3 Vantagens e desvantagens da realizag¢do de modificagoes

A aplicacdo de modifica¢des apresenta como sua principal vantagem o aprimoramento
da seletividade e sensibilidade do sensor (AZIZAN et al., 2023). Essa otimizagdo ndo apenas
amplia a capacidade de deteccao para uma variedade mais extensa de compostos, mas também
reduz de maneira significativa as interferéncias provenientes de espécies indesejadas. Tal
aprimoramento contribui de maneira substancial para a obtengao de resultados mais precisos e
confiaveis (AZIZAN et al., 2023).

Certas modificagoes demonstram a habilidade de melhorar ndo apenas a estabilidade
dos sensores, mas também de reduzir o tempo de resposta nas analises (KANOUN et al., 2021).
Em alguns cendrios, essas modifica¢des sdo até capazes de mitigar a degradagdo gradual do
sensor ao longo do tempo, assegurando uma operagdo mais duradoura e consistente, além de
garantir seletividade do sensor a alguma molécula. Essa estabilidade aprimorada desempenha
um papel crucial, especialmente em aplicagdes de monitoramento continuo, onde a manutengao
do desempenho ¢ fundamental (TURCO et al., 2021)

No entanto, vale ressaltar que a aplicagdo de modificagdes em sensores eletroquimicos
também apresenta algumas desvantagens. A complexidade na sintese e na incorporagdo de
materiais modificadores pode aumentar os custos de producdo dos sensores, tornando-os menos
acessiveis em certos contextos (AZIZAN et al., 2023). Além disso, a selegdo inadequada de
materiais ou processos de modificacdo pode resultar em efeitos colaterais indesejados, como a
diminuicdo da resposta do sensor ou a introducao de novas fontes de interferéncia (KANOUN
et al., 2021). Portanto, ¢ essencial abordar essas questdes para garantir que as modificacdes
contribuam efetivamente para o aprimoramento das capacidades analiticas dos sensores

eletroquimicos.

1.5 Nimesulida

A Nimesulida (NIM),  N-(4-nitro-2-phenoxyphenyl)  methanesulfonamide,
(C13H12N205S), apresentada na Figura 2, ¢ um medicamento anti-inflamatorio nao-esteroide
(AINE) do grupo das sulfonanilidas que possui a¢do analgésica e antitérmica (SOUSA; NETO;
PARTATA, 2016), ela ¢ utilizada para controlar dores agudas no tratamento de doengas como
a osteoartrite, que age pela inibi¢ao de enzimas da ciclooxigenase, agente principal da produgao

de substancias envolvidas na inflamacao (MALODE; NANDIBEWOOR, 2013).
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1.5.1 Caracteristicas Gerais

A principal via de excre¢do deste medicamento no corpo humano ¢ a via urinaria
(aproximadamente de 50 a 60%), sendo que até 3% pode se manter na forma ndo modificada,
enquanto que nas fezes esse valor pode chegar a quase 9% da dose administrada (MALODE;
NANDIBEWOOR, 2013). A dose maxima de NIM recomendada ¢ de quatro comprimidos
diarios, cada um contendo 100 mg, totalizando 400 mg e por um periodo méaximo de cinco dias
consecutivos (EUROFARMA, 2016). Portanto, considerando um adulto que faga uso do
medicamento nessa dosagem, aproximadamente 12 mg sdo excretados inalterados na urina
(RAINSFORD, 2005). Se uma pessoa elimina de 1,5 a 2,5 litros de urina por dia, variando de
acordo com a ingestdo de liquidos, a concentracdo na urina pode atingir cerca de 20 umol L.
Essa concentracdo também pode variar com base no intervalo de tempo entre o uso do

medicamento e a excre¢do da urina (RAINSFORD, 2005).

Figura 2 — Representacao estrutural da molécula da NIM.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

A NIM se destaca pelo baixo custo associado a rapida resposta de atuagdo, porém, pode
causar alguns efeitos colaterais severos, principalmente quando utilizada em doses elevadas,
podendo ser intensificado pelo uso incorreto, gerando danos severos ao figado e aos rins
(KWON et al., 2019), além de ser capaz de atacar o revestimento protetor do estdmago,
acarretando em ulceras que podem levar a desenvolvimento de cancer de estdmago. A
possibilidade destes efeitos ¢ o fator responsavel para que o medicamento seja proibido em
diversos paises como Reino Unido e Alemanha, onde nunca foi comercializado, ou Canada,

Estados Unidos, Japao e outros paises onde foi retirado de circulagdo (KWON et al., 2019;
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SOUSA; NETO; PARTATA, 2016). No Brasil, a NIM ¢ um medicamento controlado,
comercializado sob prescricdo médica (SOUSA; NETO; PARTATA, 2016).

Dentre os possiveis problemas anteriormente citados, o uso incorreto da NIM também
¢ capaz de gerar hepatotoxicidade, insuficiéncia hepatica fulminante (IHF) incuravel,
requerendo transplante de figado do paciente (EYSON et al., 2021), e a toxicidade renal, que
aumenta a chance de desenvolvimento de inflamagdes e doengas comuns do 6rgao (SOUSA;
NETO; PARTATA, 2016). Gragas a possibilidade de desenvolvimento destas doengas, a
presenca da NIM no sistema hidrico ganha destaque como um preocupante contaminante
emergente (CE) (KRAMER et al., 2015). A sua excrecdo renal, e também de seus produtos
metabolizados, contribuem para a introducdo desse farmaco no meio ambiente aquatico,
levantando preocupagdes sobre os potenciais efeitos adversos nos ecossistemas ¢ na saude
humana (KRAMER et al., 2015). Este fendmeno ressalta a importancia de investigar e
monitorar sua presenga como parte integrante da complexa questdo dos contaminantes

emergentes e seus impactos na sustentabilidade ambiental e na saude global.

1.5.2 Contaminantes Emergentes

Os contaminantes emergentes (CE) sdo quaisquer substancias quimicas que podem ser
encontradas em matrizes ambientais e/ou biologicas (NOGUERA-OVIEDO; AGA, 2016).
Essas normalmente estdo presentes em concentragdes muito baixas, por volta de microgramas
por litro, motivo pelo qual suas pesquisas ainda sdo muito recentes, tendo se iniciado apenas
nos ultimos 30 anos, uma vez que necessitam de técnicas sensiveis e robustas de analise e ndo
sao monitoradas ou regidas por nenhuma legislacdo (NOGUERA-OVIEDO; AGA, 2016;
TAHERAN et al., 2018). Dentre os principais exemplos, € possivel citar residuos de farmacos,
tanto humano quanto veterinario, agroquimicos e hormdnios (TAHERAN et al., 2018). Outro
motivo agravante na sua distribui¢do esté atrelado ao crescimento populacional descontrolado,
capaz de gerar aumento de atividades industriais e agricolas, além da falta de planejamento, que
aumenta a demanda de medicamentos e geracdo de residuos (DURIGAN; VAZ; PERALTA-
ZAMORA, 2012).

Os anti-inflamatérios despontam como a principal classe de farmacos presentes em
nosso cotidiano, sendo empregados para combater processos inflamatdrios e aliviar sintomas
frequentes, tais como febre, cefaleia e edemas (TYUMINA et al., 2020). Entre os exemplos
mais notorios comercializados, destacam-se o ibuprofeno, o paracetamol e a NIM. Diversos

fatores corroboram para a liberacao inadvertida de fArmacos nas vias aqudticas, indo desde a
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utilizagdo inadequada até o descarte inadequado dos mesmos (KRAMER et al., 2015). Em
virtude da presenca de grupos especialmente resistentes, alguns CE puderam ser encontrados
mesmo em regides até entdo consideradas isentas da influéncia e dos impactos humanos, como
por exemplo o mar circundante a peninsula antartica (GONZALEZ-ALONSO et al., 2017).

O grande problema da presenga dessas espécies quimicas ¢ o fato de ndo serem
facilmente removidas de efluentes em processos de tratamento comumente aplicados, sejam os
processos quimicos, fisicos ou bioldgicos (NOGUERA-OVIEDO; AGA, 2016). Assim, mesmo
ap6és o tratamento, sua nao degradacao permite que atinjam o abastecimento humano ou
agricola, podendo dessa forma gerar um potencial risco a satude, seja por consumo direto ou
indireto, como por exemplo no caso de contaminac¢do de subprodutos como o leite ou a carne
(SOUZA; SOUZA, 2017). Como exemplo de possiveis danos a satde, ¢ possivel citar
mudangas de comportamento dos sistemas enddcrino e reprodutivo, além de neoplasias,
disturbios metabolicos, insuficiéncia renal ou resisténcia de bactérias (KRAMER et al., 2015;
SOUZA; SOUZA, 2017). No caso da NIM, ainda ¢ possivel ressaltar os problemas diretamente
ligados a ela, citados anteriormente, que dessa forma, tornam essencial o desenvolvimento de

técnicas cada vez mais sensiveis e sofisticadas a fim de controlar e avaliar a presenca da mesma.

1.5.3Meétodos de analise da Nimesulida

Devido ao alto risco no desenvolvimento de doencas, a determinagdo da NIM em
amostras de formulagdo farmacéutica ou de interesse clinico, ¢ de grande importancia,
principalmente para garantir a qualidade do medicamento comercializado, evitando assim,
problemas de saude, além da importancia da investigacdo de sua presenga em agua e outros
efluentes. Na literatura, € possivel encontrar alguns métodos desenvolvidos para a determinagao
de NIM, tais como: espectrofotometria (HEMMATEENEJAD; JAVIDNIA; SAEIDI-
BOROUIJENI, 2008), cromatografia gasosa (MALTESE; MAUGERI; BUCOLO, 2004),
eletroforese capilar de zona (DOGRUKOL-AK; TUNCEL; ABOUL-ENEIN, 2001) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC — do inglés “High-performance liquid
cromatrography) (TZANAVARAS; THEMELIS, 2007). Embora sejam muito utilizadas, tais
técnicas instrumentais apresentam desvantagens em relagdo aos métodos eletroquimicos e
podem ser substituidas por técnicas voltamétricas e amperométricas, destacando a sensibilidade
e o custo da propria analise (MOSCOSO; ALVAREZ-LUEJE; SQUELLA, 2020).

As andlises da NIM por técnicas eletroanaliticas sdo relativamente recentes, tendo seu

inicio no fim da década de 1990 com o uso da polarografia com pulso diferencial, que buscou
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determinar concentragdes do composto em formulagdes farmacéuticas (ALVAREZ-LUEJE et
al., 1997). Atualmente, existem diversos relatos na literatura acerca da quantificacdo da NIM
por outros métodos eletroquimicos, nos mais diversos sensores, células e sistemas de analise,
além de muitos relatos de modificagdes realizadas na superficie dos sensores para facilitar o
processo de oxidagdo acarretando melhores resultados (ZHANG et al., 2010). Além das
formulagdes farmacéuticas, também ¢ possivel encontrar relatos da determinagdo em outras
matrizes, sendo algumas de interesse clinico, como amostras de urina real (SHETTI et al.,
2020b) e sintética (SANTOS et al., 2022).

Os estudos de Agin e Serdaroglu (2016) utilizaram um EPC modificado com MWCNT
por voltametria de pulso diferencial (VPD) para andlise de formulagdes farmacéuticas,
atingindo um LD de 1,1x10° pmol L' (AGIN; SERDAROGLU, 2016). Deroco e
colaboradores (2018), utilizando um ECV modificado com Carbon Black (CB) modificado com
dihexadecilfosfato (DHP) para andlise de urina e 4gua por voltametria de onda quadrada (VOQ)
atingiu LD de 1,6x10 pmol L' (DEROCO; ROCHA-FILHO; FATIBELLO-FILHO, 2018).
Lima e colaboradores (2013), utilizando um eletrodo de Diamante Dopado com Boro (DDB)
associado a amperometria (AMP) em sistema de analise por injecao em fluxo (FIA — do inglés
“flow injection analysis”), atingiram um LD de 8,1x102 pumol L' para formulacdes
farmacéuticas (LIMA et al., 2013). Ja o trabalho de Moscoso e colaboradores (2020) e Zhang
e colaboradores (2010), utilizaram ECV modificado com MWCNT para analise de NIM em
formulagdes farmacéuticas por voltametria de varredura linear (VVL) atingindo limites de
detecgdo (LD) de 1,6x10 umol L' e 1,6x10" pmol L, respectivamente (MOSCOSO;
ALVAREZ-LUEJE; SQUELLA, 2020; ZHANG et al., 2010). Ja Alvarez-Lueje e
colaboradores (1997), um dos primeiros que relataram a analise deste farmaco, utilizaram a
polarografia de pulso diferencial, com um eletrodo de gota de mercario para a analise em
formulagdes farmacéuticas, sendo capaz de atingir um LD de 2,5 pumol L' (ALVAREZ-LUEJE

et al., 1997). Os dados citados se encontram dispostos na Tabela 1.



Tabela 1 — Sensores e métodos relatados na literatura para analise eletroquimica de NIM.

Eletrodo de Meio
Autor Ano Técnica Amostras
trabalho eletrolitico
Urina, agua de
Deroco e STF; 0,2 mol )
2018 CB-DHP/GC VOQ abastecimento
colaboradores L' pH 7,0
e de lago
Formulagao
Agin e STF; 0,1 mol ]
2016 EPC/MWCNT VPD farmacéutica e
Serdaroglu L1 pH 5,0
soro humano
Lima e FIA- STF; 0,1 mol Formulagao
2013 DDB
colaboradores AMP L' pH 7,0 farmacéutica
Moscoso e BR; 0,1 mol Formulagao
2020 ECV/MWCNT VVL
colaboradores L1 pH7,0 farmacéutica
Alvarez e BR; 0,1 mol Formulagao
1997 EG/Hg PPD
colaboradores L1 pH7,0 farmacéutica

STF: Solugao de tampao fosfato; BR: Solugdo de tampao BR.

Fonte: Elaborado pelo autor.

1.6 Técnicas eletroanaliticas e sistema de injecio em fluxo

A utilizagdo de técnicas voltamétricas tem sido cada vez mais importante para a analise
de farmacos e substancias que apresentam resposta eletroquimica. Dentre as principais técnicas,
as de pulso tem como principio a medida de corrente elétrica apos a aplicagdo de um pulso de
potencial por um determinado tempo, com o intuito de reduzir o efeito da corrente capacitiva

sem grandes perdas da corrente faradaica (SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003).
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A VOQ ¢ uma técnica de pulso que vem ganhando grande aten¢do da comunidade
cientifica nos ultimos anos. Esta técnica consiste na aplicagdo de um pulso direto de potencial,
com amplitude definida, seguido de um segundo pulso inverso e de mesmo modulo. Diversos
pulsos sdo aplicados de acordo com uma frequéncia bem definida onde o potencial inicial ¢

variado de acordo com o desejado, como apresentado na representagdo esquematica da Figura
3.

Figura 3 — Demonstragdo esquematica da aplicacao de potencial pelo tempo na técnica de

VOQ.
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Fonte: adaptado de SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003.

Os parametros instrumentais desta técnica sdo a amplitude, degrau de potencial e
frequéncia, onde a velocidade de varredura ¢ fruto do produto direto do degrau de potencial
com a frequéncia. Dentre as grandes vantagens desta técnica ¢ necessario ressaltar que a
corrente ¢ amostrada duas vezes em cada ciclo, gragas a aplicacdo dos pulsos direto e inverso,
onde dessa forma, no caso de reagdes reversiveis ou semi-reversiveis, o pulso inverso € capaz
de gerar um aumento significativo do sinal analitico gerado, podendo atingir limites de detecc¢ao
extremamente baixos. Além disso, esta técnica ¢ uma das técnicas voltamétricas que apresenta
maior rapidez e sensibilidade entre todas (SOUZA et al.,, 2004; SOUZA; MACHADO;
AVACA, 2003).

A caracteristica principal da VOQ ¢ fruto de seu desenvolvimento se basear em modelos
matematicos de diagnodsticos de processos redox. Assim, essa técnica € capaz de levar em
consideracdo espécies adsorvidas ao sensor (SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003). Outro

ponto muito importante da técnica é na sua implementacdo em analises de compostos organicos,
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uma vez que nesses casos, os processos de adsor¢do podem provocar efeitos de resposta
complexos e até desconhecidos. Varidveis como concentragdo, produto formado, potencial
aplicado, natureza e concentragao do eletrolito, e outros casos, sao capazes de alterar os efeitos
observados, seja acentuando, minimizando ou até mesmo gerando perda completa de sinal,
aparecimento de ruidos ou envenenamento da superficie do sensor (SOUZA et al., 2004).

Ja o FIA com deteccao amperométrica (FIA-AMP) (FARIA et al., 2019; LISBOA et al.,
2023), ¢ uma técnica que implica na inje¢cao de uma determinada quantidade de padrdao ou
amostra em um sistema em fluxo continuo, o qual serd responsavel por carrear o material até a
superficie do eletrodo de trabalho em uma célula eletroquimica, esse modelo de configuragao
de célula é chamado de “wall-jet”. Dentre as vantagens observadas nessa associagdo, destaca-
se a instrumentagao versatil e de facil manuseio, elevada frequéncia analitica, possibilidade de
automatizacao ¢ também sistema fechado, com constante renovagao do eletrélito suporte e
baixo tempo de contato entre o sensor € a amostra, evitando contaminagdes na sua superficie
(SANTOS et al., 2011).

O sistema ¢ basicamente composto por um reservatorio de eletrélito, uma bomba
peristaltica, tubos ou mangueiras e um injetor. As condi¢des para que uma andlise seja eficiente,
¢ que o caminho analitico e a velocidade do fluxo se mantenham constantes ao longo de toda a
analise (SANTOS et al., 2011). Na AMP, ocorre a aplicagdo de um potencial constante ao longo
do tempo, onde a corrente ¢ monitorada e avaliada por toda a analise, como grande vantagem
desta técnica, € possivel citar a minimizagdo da influéncia efetiva realizada pela corrente
capacitiva quando comparada as técnicas que usam aplicagdo linear de potencial (MIRANDA

et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2014).
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2 OBJETIVO

Construcao de eletrodos descartaveis e de baixo custo usando material composito e
suportes impressos 3D para o desenvolvimento de métodos eletroquimicos usando a voltametria
de onda quadrada e a amperometria para quantificacdo de nimesulida em amostras de interesse

farmacéutico, ambiental e clinico.

2.1 Objetivos especificos

a) construir suportes impressos tridimensionalmente para eletrodos;

b) estudar a composi¢cdo do material composito mediante variagdo na propor¢do entre
material condutivo (grafite), veiculo (esmalte de unha) e solvente;

c¢) avaliar e otimizar um tratamento do sensor por esfoliagdo eletroquimica;

d) avaliar e otimizar a modificacao por eletrodeposicdo do sensor eletroquimico com
nanoparticulas de prata;

e) avaliar a resposta do sensor ao ser usada a esfoliagdo eletroquimica e a modificagdo com
nanoparticulas de prata simultaneamente;

f) caracterizar a morfologia e o comportamento eletroquimico dos eletrodos impressos
através da espectroscopia Raman, microscopia eletronica de varredura (MEV), espectroscopia
de impedancia eletroquimica, e voltametria ciclica;

g) estudar o transporte de massa, efeito do pH, bem como otimizar as condigdes
instrumentais para determinagdo de NIM por VOQ e por FIA-AMP;

h) aplicar o sensor desenvolvido na determina¢do da NIM em amostras de farmacos e de
interesse ambiental e clinico;

1) comparar os resultados obtidos usando o eletrodo impresso em 3D com a cromatografia

liquida de alta eficiéncia.
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3 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

A metodologia experimental deste trabalho sera apresentada a seguir. Esta envolveu a
selecao de materiais, testes preliminares em condi¢des controladas, calibragao com solugdes
padrao de nimesulida, estudos de interferéncia e especificidade, e avaliagao do desempenho em

amostras reais.

3.1 Instrumentacio e células eletroquimicas

As medidas eletroquimicas, como voltametria ciclica (VC), VOQ, espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIE), AMP e cronoamperometria (CA) foram realizadas utilizando
um potenciostato/galvanostato (Metrohm Autolab B.V., modelo PGSTAT-128N) interfaceado
a um computador pelo software Nova, versao 2.1.6 (Metrohm Autolab BV, Utrecht, Paises
Baixos).

As analises realizadas em sistemas estacionarios, como VOQ e VC, empregaram um
béquer de 5 mL como célula eletroquimica em um sistema composto por trés eletrodos. O
sensor proposto (eletrodo de trabalho) foi combinado a um eletrodo de Ag|AgCls,), KClsat),
como eletrodo de referéncia e um fio de platina, como eletrodo auxiliar, como apresentado na
Figura 4A. Para as andlises por FIA-AMP, o eletrodo de referéncia utilizado também foi um
eletrodo de Ag|AgCls.,), KClsat.), porém este foi produzido no laboratorio, utilizando um fio de
Ag com AgCl depositado em sua superficie e imerso em uma solu¢do de KCI saturada no
interior de uma ponteira de 100 uL (PEDROTTI; ANGNES; GUTZ, 1996), além disso uma
agulha de aco inoxidével foi usada como eletrodo auxiliar.

Todos os eletrodos foram dispostos em uma célula eletroquimica feita em laboratorio
utilizando uma ponteira de 1 mL cortada, cujas dimensdes sdo 6 mm de didmetro interno, 35
mm de altura e aproximadamente 450 pL de volume interno. O sistema de entrada de amostra
na célula segue o modelo “wall-jet” onde a entrada do fluxo na célula se encontra diretamente
na superficie do eletrodo de trabalho, de acordo com o esquema apresentado na Figura 4B. Para
gerar o fluxo foi utilizado uma bomba peristéaltica (ISMATEC, Alemanha) e tubos capilares de
polietileno, com didmetro de 1 mm, além de uma vélvula injetora manual e seringas para inje¢ao
e preenchimento do tubo de amostragem, respectivamente. Ja para o ajuste dos valores de pH

foi utilizado um pHmetro DM22 (Digimed, Sao Paulo, Brasil).
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Figura 4 — Representacdao esquematica da célula para (A) VOQ e (B) FIA-AMP feita em

, .
laboratoério.
A Eléeg::grd?;ra:;to B Eletrodo Auxiliar e entrada do fluxo
prop Agulha de ago inoxidavel
Ponteira de 1 mL Saida do fluxo
Eletrodode referéncia
AglAGCL KCligey ||
Eletrodo de trabalho
/é ] [ Sensor proposto
-
Eletrodo Auxiliar Eletrodo de referéncia
Fio de Platina AgIAGCI, KCligyy

Fonte: elaborado pelo proprio autor.

3.2 Reagentes, solucées e amostras

O padrao de NIM foi obtido da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA) e as solugdes estoque
foram todas preparadas em solucdo de acetonitrila (99,9% v/v), logo antes da realizacdo dos
experimentos. Os padrdes diluidos foram todos preparados apenas em solugdo de tampao
fosfato (STF) (0,2 mol L', a pH 7,0). STF a 0,2 mol L' de concentracio foi preparado com
quantidades equimolares dos sais fosfato de sddio monobasico e dibasico, ambos obtidos da
Vetec Quimica Fina Ltda (Rio de Janeiro, Brasil). Para o estudo de interferentes, solugdes
padrao de frutose (FRU), glicose (GLI), lactose (LAC), nitrato de s6dio (NO3), nitrito de sddio
(NO»), obtidas da Vetec Quimica Fina Ltda (Rio de Janeiro, Brasil), e acido ascorbico (ASC),
acido urico (URIC), diclofenaco potéssico (DIC), dipirona sédica (DIP) e paracetamol (PAR)
da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA), foram preparados na concentra¢do de 5 mmol L™ também
em STF. Todos os reagentes utilizados eram de pureza analitica € ndo requereram nenhuma
outra etapa preparo e/ou purificacdo. As solucdes aquosas, ao longo do procedimento, foram
todas preparadas utilizando dgua deionizada obtida por um sistema de purificagdo Milli-Q
(Millipore, Burlington, EUA), cuja condutividade maxima era de 0,055 pS cm™.

As amostras de formulacao farmacéutica foram adquiridas na farmacia local (cidade de
Juiz de Fora, Brasil) com um valor de referéncia de 100 mg de NIM por comprimido. A solugao
estoque foi preparada com 10,0 mg do comprimido, previamente pulverizados com o auxilio

de almofariz e pistilo, que foram posteriormente pesados e diluidos em um baldo volumétrico
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de 10,00 mL. A amostra de 4gua de abastecimento foi recolhida nas instala¢des do laboratorio,
j& a amostra de urina sintética foi preparada de acordo com relatado por Laube e colaboradores
(LAUBE; MOHR; HESSE, 2001), com concentragdes de 1,1 g L de cloreto de célcio
(CaCl2.2H20), 2,9 g L' de cloreto de sodio (NaCl), 2,2 g L™ de sulfato de sédio (Na2SO4), 1,4
g L' de dihidrogenofostato de potassio (KH,POs4), 1,6 g L de cloreto de potassio (KCl), 1,0 g
L! de cloreto de amodnio (NH4Cl) e 25 g L! de ureia, com o valor final de pH ajustado para 6,0.
Todas as amostras foram diluidas 50 vezes em STF (0,2 mol L™, pH 7,0) num baldo volumétrico
de 5,00 mL e foram preparadas imediatamente antes das analises. Além disso, as amostras
foram intencionalmente fortificadas a trés niveis de concentragdo diferentes. Nas analises por
VOQ os niveis de fortificagdo foram 10,0, 20,0, € 30,0 umol L' para amostras de formulacio
farmacéutica e 15,0, 25,0, e 35,0 umol L™! para as demais amostras. J4 nas analises por FIA-
AMP, os niveis de fortificagdo foram 5,0, 10,0, e 15,0 umol L' para amostras de formulagio
farmacéutica e 10,0, 15,0, 20,0 umol L! para as demais amostras.

O po6 de grafite (98% em massa) foi obtido da Synth (Sao Paulo, Brasil), acetona (99,5%
v/v) foi obtido da Vetec Quimica Fina Ltda (Rio de Janeiro, Brasil). Os esmaltes de unha foram
adquiridos no mercado local na cidade de Juiz de Fora (Risqué, Brasil), cujo componente
responsavel pela polimerizacdo ¢ uma mistura de resina epoxi e tosilamida, podendo também
conter acetato de butila, acetato de etila, nitrocelulose, alcool isopropilico, alcool de diacetona,

silica-dimetil-silato, alcool e acido malico
3.3 Construcio do sensor eletroquimico
Para o preparo dos arquivos de impressdo, inicialmente os suportes 3D foram

modelados, com o auxilio do software gratuito e online Tinkercad Autodesk (disponivel em

https://www.tinkercad.com/dashboard), no formato de um cilindro oco, de dimensdes de 6 mm

de didmetro e 35 mm de altura. Uma abertura cilindrica concéntrica de 4 mm de didmetro e 3
mm de profundidade em uma das extremidades foi usada para introducdo do material
compdsito, com contato elétrico estabelecido por um fio de cobre inserido em uma abertura de
forma cilindrica também concéntrica de 0,5 mm de raio. J& o software Simplify3D, versdo 4.1.2,
foi utilizado para transformar o modelo em um ficheiro de camadas, possibilitando a impressao
por uma impressora GTMax3D CORE A2V2, com filamento isolante de ABS premium
(GTmax3D, Americanas, SP).

O material compdsito feito em laboratdrio foi preparado a partir da mistura por agitagao

magnética do po de grafite com o esmalte de unha (matriz polimérica). Diferentes propor¢des
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entre o grafite e a matriz polimérica foram avaliadas nos intervalos de 1:3, 1:2, 1:1, 2:1, e 3:1
(m/m de grafite:esmalte de unha). Para cada 1 g de material compésito, foram adicionados 500
uL de acetona para ajudar no processo de dispersao do material condutor (grafite) sobre o
esmalte de unha. A dispersao foi introduzida no suporte em contato com o fio de cobre até
preencher completamente o espaco dedicado ao mesmo, como ilustrado na Figura 5 Em
seguida, o eletrodo foi seco em estufa a 50 + 5 °C durante pelo menos 4 horas. Finalmente, ap6s

a secagem, o sensor foi polido em lixa d’agua com diferentes granulometrias (1200 e 2000 grt).

Figura 5 — Esquema da construgao dos eletrodos propostos mostrando a partir da (A) inser¢ao
do cabo condutor no suporte impresso 3D, (B) Mistura de grafite e esmalte para preparo do

material composito e (C) eletrodo polido e pronto para uso.

35 mm
R S ——

Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

3.4 Otimizacio da composi¢cao do sensor, tratamento eletroquimico e

eletrodeposi¢cio de nanoparticulas de prata

As diferentes composi¢des do material composito, 1:3, 1:2, 1:1, 2:1, e 3:1 (m/m de
grafite:esmalte de unhas), foram avaliadas a partir do sinal de uma sonda redox de
comportamento bem definido de [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)6]* (5 mmol L' em 100 mmol L' de KCI)
por VC. A caracterizagdo da superficie foi avaliada por imagens obtidas por MEV em um
microscopio eletronico da marca FEI, modelo Quanta 250, utilizando tensdes entre 5 e 30 kV.
A caracterizacdo dos sensores por EIE foi também realizada com a sonda redox de ferricianeto
de potéssio com faixa de frequéncia variando entre 10,0 kHz e 0,10 Hz, amplitude de sinal de

10,0 mV e 10 pontos de dados por ponto de frequéncia.
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O tratamento eletroquimico do sensor foi realizado por VC utilizando solugdo de
hidroxido de potassio, como relatado por da Silva et al. (SILVA et al., 2020). Para a otimizacao
do tratamento, trés parametros foram avaliados e otimizados, sendo eles a concentracao da
solugdo de KOH (10,0 a 1000,0 mmol L), o nimero de ciclos (25 a 500 ciclos), e a faixa de
potencial variando de (-0,5 a+0,5) a (-2,0 a+2,0) V (vs Ag|AgCls.), KClsar). J& a caracterizagao
da superficie apo6s a etapa do tratamento eletroquimico foi avaliada por MEV, RAMAM
(Confocal Raman Microscope, Horiba, model LabRAM HR Evolution, Laser de Ar, 633 nm) e
EIE.

A eletrodeposicao de nanoparticulas de prata (AgNP) foi otimizada por uma abordagem
multivariada, utilizando um modelo 3° Box-Behnken, onde os parimetros variados foram a
concentracdo da solugdo de nitrato de prata (em meio 100 vezes mais concentrado de nitrato de
potéssio), o potencial aplicado e o tempo de eletrodeposicao. Os valores dos fatores e niveis
definidos sdo mostrados na Tabela 2. A analise de dados e defini¢do dos valores 6timos foi
realizada pela metodologia de superficie de resposta considerando uma fungdo polinomial de
segunda ordem (Eq. 1). A avaliacdo da eletrodeposi¢do ocorreu por MEV e EIE. Os cdlculos
do design experimental, superficie de resposta, falta de ajuste, normalidade e testes de
homoscedasticidade foram realizados utilizando o software Microsoft Excel 2019,

considerando um intervalo de confianga de 95%.

y= Bo+ zk:ﬁixi + zk:ﬁiixiz + ZZﬁijxixj (Eq.1)
1 i=1 i J

L=
i<j
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Tabela 2 — Planejamento de experimentos 3 do tipo Box-Behnken com triplicata no ponto

central, contendo coeficientes, fatores, niveis e respostas para a sonda redox de ferricianeto de

potassio.
Ensaios Média Coeficientes Respostas
Xi X2 Xa X2 X2 X322 XiXe XiXs XeXs Y
1 1 -1 -1 0 1 1 0 1 0 0 1,11
2 1 I -1 0 1 1 0 -1 0 0 1,51
3 1 -1 1 0 1 1 0 -1 0 0 1,42
4 1 1 1 0 1 1 0 1 0 0 155
5 1 -1 0 -1 1 0 1 0 1 0 0,102
6 1 I 0 -1 1 0 1 0 -1 0 0,138
7 1 -1 0 1 1 0 1 0 -1 0 0,170
8 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1,19
9 1 0o -1 -1 0 1 1 0 0 1 0,851
10 1 0 1 -1 0 1 1 0 0 -1 0,698
11 1 0 -1 1 0 1 1 0 0 -1 0,791
12 1 0 1 1 0 1 1 0 0 1 0,975
13 1 0O 0 O 0 0 0 0 0 0 4,02
14 1 0 0 O 0 0 0 0 0 0 3,20
15 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2,79

Xi- Concentragio de AgNOs (mmol L1): (-1) 0.2; (0) 1.0; (1) 1.8.

X>- Potencial de deposicao (V): (-1) -0.4; (0) -0.2; (1) 0.
X3- Tempo de deposicao (s): (-1) 50; (0) 200; (1) 350.
Y — Corrente (LA)

Fonte: elaborado pelo proprio autor.

3.5 Medidas eletroquimicas

As medidas de EIE foram realizadas no sensor limpo (3Ds-CME), eletroquimicamente

tratado (3Ds-eCME), com AgNP eletrodepositadas (3Ds-CME/AgNP) e com a jungdo do

tratamento seguido da eletrodeposicao (3Ds-eCME/AgNP — do inglés “3D support — electro-

treatment Composite material electrode/Ag nanoparticles ), além de também para um ECV

limpo para comparacdo. CA foram realizadas utilizando a mesma sonda redox num potencial
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constante de +0,218 V (vs Ag|AgCls,), KClsat)) por 15 s para determinar a area eletroativa do

sensor utilizando a equacao de Cottrell (Eq. 2).

1 1
I = nFACD?(mt) ™2 (Eq. 2)

Onde, I ¢ a corrente (A), n € o nimero de elétrons envolvidos no processo redox, F ¢ a
constante de Faraday (96480 C mol™!), A é a 4rea eletroativa do sensor (cm?), t é o tempo (s), C
é a concentragio (mol L) e D é a constante de difusdo (cm? s!) do ferricianeto de potassio na
solugdo de cloreto de potassio. Neste caso, apenas a zona de queda de corrente € analisada, pois
¢ unica parte onde a equagdo de Cottrell pode ser aplicada. A regressdo linear ¢ aplicada, e o
valor do coeficiente angular utilizado para determinacgdo da area do sensor.

Ainda com o uso da mesma sonda redox, foi realizado um estudo de reprodutibilidade
na confeccdo do eletrodo utilizando dez sensores diferentes, fabricados da mesma forma em
momentos distintos, a fim de investigar o perfil voltamétrico obtido e suas semelhangas em
valores de densidade de corrente.

Para avaliacdo do efeito de pH no processo de oxidagdo da NIM, VC foi utilizada
variando o potencial de +0,6 a +1,2 V (vs Ag|AgCls.,), KClsa.)) com velocidade de varredura de
100,0 mV s, em apenas um ciclo. Foi utilizada solugio estoque de NIM em acetonitrila, para
preparo do padrdo de NIM com concentragdo de 400 umol L' em meio de STF (0,2 mol L)
como eletrélito suporte, variando os valores de pH entre 6,0 € 9,0. Além disso, a mesma técnica
foi utilizada para avaliar o regime de transporte de massa da NIM, onde o pH 6timo foi utilizado,
e a velocidade de varredura da técnica foi variada entre 25 e 300 mV s™..

As condicdes instrumentais para a determinacdo de NIM por VOQ foram otimizadas
utilizando solugio padrio de NIM com concentragdo na célula eletroquimica de 25 pmol L,
também em STF (0,2 mol L', pH 7,0). Os parametros amplitude (10,0 a 100,0 mV), degrau de
potencial (2,0 a 10,0 mV) e frequéncia (10,0 a 40,0 Hz) foram avaliados. Uma vez definidas
tais condi¢des, as mesmas foram utilizadas para realizacdo de um estudo de repetibilidade de
sinal, utilizando a mesma concentragao, e também, foi construida uma curva analitica utilizando
solugdes padrio de NIM, com uma faixa linear de 10,0 a 50,0 pmol L', J4 para as analises
envolvendo o sistema FIA, a AMP foi utilizada para a medida das correntes de oxidagdo da
NIM e os parametros avaliados foram o potencial aplicado de +0,8 a +1,3 V (vs Ag|AgCls.),
KClsat)), 0 volume da alca de amostragem, de 50 a 200 pL, e a vazdo do fluxo de eletrdlito

suporte (STF 0,2 mol L', pH 7,0) de 3 a 7 mL min!. Todas as medidas foram realizadas a
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temperatura ambiente e nas dependéncias do Nucleo de Pesquisas em Instrumentagdo e

Separacdes Analiticas (NUPIS — UFJF).

3.6 Métodos de comparacio dos resultados

Como forma de avaliagdo dos resultados obtidos, através de parametros estatisticos,
duas técnicas distintas foram aplicadas, seguindo o indicado pela Farmacopeia Brasileira (FB)
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA - ANVISA, 2019). A NIM tem uma
banda de absor¢do maxima em um comprimento de onda proximo a 390 nm, portanto, os
métodos que usam UV-Vis sdo altamente recomendados para sua analise. Para as amostras de
medicamento, as andlises foram realizadas por espectrofotometria na regido do UV-Vis
utilizando um espectrofotometro ultravioleta Shimadzu UV-1800 equipado com cubetas de
quartzo, sendo esta, a principal técnica indicada pela FB para o doseamento deste medicamento.
O comprimento de onda foi variado em valores entre 290 ¢ 500 nm. Uma curva de calibra¢ao
externa foi construida utilizando o padrao analitico de NIM, diluida em solugdo de NaOH 0,1
mol L', onde as concentra¢des foram variadas de 5,0 a 25,0 pmol L™!. Uma aliquota de 10 mg
da amostra pulverizada foi diluida na mesma solugdo em um baldo volumétrico de 10,0 mL e
aplicada com a dilui¢do necessaria para o doseamento.

Ja o segundo método de comparacao foi a cromatografia liquida de ultra eficiéncia com
deteccdo na regido ultravioleta (UPLC-UV — do inglés “ultra performance liquid
chromatography”), cujo equipamento utilizado foi o Shimadzu Prominence UFLC, equipado
com o software LC Solution, uma micro-coluna Shim-pack XR-ODS (Shimadzu) (100,0%3,0
mm, 2,2 um) e detector fotométrico UV-Vis (SPD-20 A UFLC) operando a 300 nm. A fase
movel, indicada também pela FB, foi composta de solucio de 4gua e acetonitrila na proporcao
de 50:50. Todas as amostras foram preparadas na fase moével e filtradas em um filtro de
politetrafluoretileno (PTFE, 0,45 pm) onde uma aliquota de 10,0 L de solugao foi injetada por

vez utilizando um injetor automatico SIL-20AC — Prominence (Shimadzu).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo serdo apresentados a seguir, onde o desenvolvimento
e otimizacdo de um novo sensor eletroquimico foi avaliado para analise eletroanalitica de

nimesulida em diversas amostras, iniciando na otimiza¢do da composi¢ao do sensor.

4.1 Composicao dos sensores

Antes de avaliar a composicdo dos sensores, produzidos neste projeto, foram
determinadas as areas eletroativas dos mesmos, utilizando a equagdo de Cottrell (Eq. 2), a fim
de possibilitar a comparacao real do sinal analitico obtido em cada um deles, desta forma se
usou a densidade de corrente. Os valores de area obtidos foram de 12,72, 10,37, 8,64, 2,07 e
1,63 mm? para os respectivos eletrodos de diferentes composi¢oes (3:1/2:1/1:1/1:2/1:3,em
proporcao de grafite:esmalte), esses valores estdo em concordincia com o esperado, uma vez
que com o aumento da propor¢ao do polimero, ocorre o decréscimo do nimero de sitios ativos
expostos, resultando na perda de area eletroativa.

De acordo com os voltamogramas ciclicos mostrados na Figura 6A para os diferentes
sensores, ¢ possivel observar que, as melhores respostas em termos de densidade de corrente
foram obtidas para os eletrodos com uma relacdo de composicao de 1:1 e 2:1. Contudo, o perfil
voltamétrico do primeiro provou ser melhor, pois, além de apresentar valor semelhante de
resposta analitica, também apresenta um maior efeito eletrocatalitico nos processos de oxidagao
e redugdo da sonda redox, aproximando de um sistema reversivel.

Além disso, uma segunda avaliacao foi realizada por EIE para calcular a resisténcia de
transferéncia de carga elétrica (RTC) dos sensores, a partir dos diagramas de Nyquist,
apresentados na Figura 6B. Os valores de RTC foram obtidos por meio de simula¢do do
semicirculo do diagrama Nyquist utilizando o software NOVA 2.1.6. Os valores de RTC
obtidos foram de 109; 55; 36; 119 e 191 Q, para as diferentes composi¢cdes do material
composito (3:1 / 2:1 / 1:1 / 1:2 / 1:3, em propor¢do de esmalte:grafite, respectivamente),
indicando assim que a composi¢do onde a fracao de grafite e esmalte de unhas € 1:1 apresentou
o melhor resultado.

As imagens de MEV para os diferentes sensores foram obtidas sob as mesmas
condig¢des, conforme apresentado na Figura 7, todas as superficies apresentaram aparéncias
bastante semelhantes, sendo possivel observar a alta rugosidade/porosidade do material, que ¢

uma caracteristica de materiais a base de carbono, devido as imperfei¢des do grafite.
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O aumento de material condutor no sensor foi proporcional ao ganho de area eletroativa
dos mesmos, e consequentemente ao ganho de sinal analitico, contudo, o material também se
tornou mais quebradico, resultando na diminui¢do da sua vida util, e ainda gerando maiores
dificuldades no processo de polimento, onde o material se apresentou mais inconsistente.
Portanto, considerando os resultados obtidos anteriormente, a relacdo de 1:1 entre grafite e
esmalte foi a escolhida como composicdo mais adequada para a preparacdo do material

composito.

Figura 6 — (A) Voltamogramas ciclicos e (B) Diagramas de Nyquist para as diferentes
composi¢des de material composito cuja relagdo grafite:esmalte de unha ¢ de 3:1 (linha preta,
m), 2:1 (linha vermelha, ®), 1:1 (linha azul, A), 1:2 (linha rosa, V), e 1:3 (linha verde, ¢).

Condigdes: Ferricianeto de potassio 5 mmol L™! em KCI 100 mmol L.
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Fonte: elaborado pelo proprio autor.

Figura 7 — Imagens de MEV da superficie dos eletrodos de composi¢des de (A) 1:3; (B) 1:2;
(O) 1:1; (D) 2:1; (E) 3:1 entre grafite:esmalte de unhas. Condi¢des: Amplificagdo de 6000

vezes e tensao de aceleragdo de 15 kV.

Fonte: Elaborada pelo proprio autor.
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Apbs, a composi¢do do material composito ter sido otimizada, o sensor teve sua
performance comparada a um eletrodo de ECV comercial, usando EIE e VC (Figura 8) com a
mesma sonda redox de ferricianeto de potassio 5 mmol L' em 100 mmol L' de KCI. O valor
da RTC para 3Ds-CME foi estimado em 35 Q, significativamente inferior ao encontrado para
o eletrodo de ECV, de 1498 Q, indicando que o processo de oxidacdo ¢ mais facilitado na
superficie do sensor proposto. Na VC ocorreu um aumento de 71% na densidade da corrente
do 3Ds-CME em comparacao com ECV. Os valores da area eletroativa foram calculados por
CA (n=10) usando a equagdo de Cottrell (Eq. 2). O sensor 3Ds-CME mostrou uma area
eletroativa de 22,49 £+ 0,57 mm?, enquanto para o ECV a area eletroativa foi de 6,61 £+ 0,18
mm?2. A composigdo final resultou em um sensor extremamente barato, em torno de R$ 0,09,

cujos valores s3o mostrados em detalhe no Anexo 1.

Figura 8 — a (A) Diagramas de Nyquist e (B) voltamogramas ciclicos para o sensor 3Ds-
CME (linha preta) em comparacdo com um ECV (linha vermelha). O gréfico inserido mostra
ampliagdo dos resultados. Condigdes: (A) potencial aplicado de +0,20 V (vs Ag|AgCls,),
KClsat)), 10,0 mV de a amplitude e a regido de frequéncia de 10,0 KHz a 0,10 Hz, (Ae B) 5

mmol L ferricianeto de potassio em KC1 médio 100 mmol “'L.
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

Foi realizado um teste de reprodutibilidade (n = 10) na constru¢do dos sensores usando
a VC com a mesma sonda redox de ferricianeto de potassio 5 mmol L™ (KCI 100 mmol L)
para verificar a semelhanga dos resultados em diferentes sensores. Os resultados foram
analisados no pico de oxida¢ao do composto, € apresentaram uma densidade de corrente média

de 24,92 + 0,97 nA mm? (Figura 9A), desvio padrio relativo (DPR) de 3,89 % e um potencial
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de oxidacdo proximo de 0,343 + 0,03 V (Figura 9B). Ainda em comparacdo, 0s sensores
apresentam variagdo entre o potencial de oxidagao e de redugdo (AE) de aproximadamente 95,2
+ 3,7, representando um coeficiente de variancia de aproximadamente 3,9%, e razao em valores
de corrente de pico, também entre ambos os sinais, de cerca de 1,07 = 0,01, com coeficiente de

variancia de aproximadamente 1,2%.

Figura 9 — (A) Respostas relativas do teste reprodutibilidade de construcao referente a média
da densidade de corrente de oxidacao e (B) Voltamogramas ciclicos obtidos para o teste de

reprodutibilidade em 5 mmol L™ de ferricianeto de potassio em meio KC1 100 mmol L.

-
N
o

A

iy
o
o

2]
o

[e2]
o

S
o

N
o

o
|

-5600

Respostas Relativas a Média / %
Densidade de corrente / pA mm2

02 00 o0z 04 06
Potencial vs Ag|AgCI, KCl g,/ V

Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

4.2 Comportamento eletroquimico da Nimesulida no 3Ds-CME

A fim de avaliar o efeito do pH sobre o processo de oxidagdo eletroquimico da NIM
sobre a superficie do sensor proposto, medidas de VC foram realizadas utilizando solugdo
padrdo de NIM, com concentragdo na célula de 0,4 mmol L' em STF (0,2 mol L™!). Os valores
de pH estudados variaram de 6,0 a 9,0 e os resultados podem ser observados na Figura 10A. O
processo de oxidacdo da NIM na superficie do sensor mostrou-se irreversivel, com potencial de
pico em torno de +0,97 V (vs Ag|AgCls.), KClsat)) (Figura 10B) , caracteristico da oxidagdo do
grupo metilsulfonamida (ALVAREZ-LUEJE et al., 1997).

Em valores de pH < 6,0, a NIM mostrou ser insoluvel, precipitando momentos apos o
inicio da andlise, o que acarretava perda de sinal analitico e consequentemente de precisdo
devido a um acentuado envenenamento do sensor. Ja para valores de pH igual a 7,0, a NIM
apresentou boa solubilidade, resolvendo o problema de perda de sinal analitico devido a
precipitacdo, dessa forma, apresentou um aumento significativo na corrente de oxidagdao. A

solubilidade da NIM varia com o pH, o que ¢ evidenciado pelo seu valor de pKa. Em valores
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inferiores a 5,0, a NIM esta predominantemente em sua forma protonada, enquanto em pHs
superiores a 8,0, a maior parte estd na forma desprotonada. Na faixa intermediaria, entre 5,0 e
8,0, a distribuicao de espécies pode ser visualizada na Figura 10C. A solubilidade do composto
¢ explicada pelo fato de que sua forma protonada ¢ insoltivel em meio aquoso, enquanto a forma
desprotonada ¢ altamente soluvel. Assim, em um pH proximo a 7,0, ndo sdo observados
problemas de solubilidade, uma vez que aproximadamente 90% do composto encontra-se na
forma desprotonada.

Para valores de pH maiores que 7,0, ocorreram perdas de sinal analitico, ou seja, queda
de corrente de pico, resultando em menor sensibilidade e resolugdo de analise. Nao foram
observadas grandes variagdes do potencial de pico de oxidacao (Ep) da NIM em relacdo ao pH,
de forma que todos os valores se apresentaram muito proximos, porém ainda foi possivel
observar variacdes no seu sinal, de forma que a reag¢do global foi dependente do valor do pH
(Figura 10D). O aumento aparente no sinal entre o pH 6,0 e 7,0 ocorre pelo aumento da
solubilidade da NIM no meio. Uma vez em pH 7,0, a solubilidade se aproxima muito do seu
maximo, assim, ndo foram observados acréscimos de corrente fruto deste efeito. Em pH igual
ou superior a 8,0, a queda de corrente pode ser explicada pela perda de efeito eletrocatalitico da
reagdo de oxidagdo, favorecida em valores de pH mais baixos. Dessa forma, o pH 7,0 representa
0 meio termo entre relacdes de solubilidade e sinal analitico. Com base nesses resultados, STF
a pH 7,0 (0,2 mol L") foi escolhido como condigdo 6tima para realizagio das demais
caracterizagoes referentes ao 3Ds-CME.

Utilizando uma solugio de NIM 0,4 mmol L™, em STF (0,2 mol L'!) pH 7, foi possivel
avaliar o regime de transporte de massa para o 3Ds-CME usando a VC (Figura 11A), onde as
velocidades de varredura variaram de 25 a 300 mV s™'. A relaciio entre as correntes de pico
obtidas e a velocidade de varredura apresentou excelente linearidade, indicada pelo valor de R?
= 0,996 observado no grafico inserido, enquanto que para a relagdo com a raiz quadrada da
velocidade de varredura ndo foi obtida correlagdo linear adequada (R? = 0,963) (Apresentado
no Anexo 1). Estes resultados indicam que o regime de transporte de massa nao segue o modelo

da equacgdo de Randles-Sevcik (Eq. 3):

2 1 1
Ip = (2,69 x 105)n3ADy2092C, (Eq. 3)
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Figura 10 — (A) Voltamogramas ciclicos obtidos no estudo do comportamento da solugdo de
NIM 0,4 mmol L para valores de pH entre 6,0 e 9,0 usando STF (0,2 mol L. (B) Relagio
da corrente de pico com o pH para o 3Ds-CME. (C) Distribuicao de espécies da NIM em
relacdo ao pH do meio. (D) Relacao entre pH e potenciais de pico para o 3Ds-CME.
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

Equagdo esta, que dita sobre processos difusionais, de forma que o mecanismo de
oxidagdo ¢ controlado por um processo adsortivo entre a NIM e a superficie do sensor.
Comportamento semelhante foi observado por outros autores, também para superficies a base
de carbono (SHETTI et al., 2019). Também ¢ possivel avaliar o grafico de Log (I) vs Log (v),
onde coeficientes angulares da reta obtida mais proximos de 1, indicam processos
majoritariamente adsortivos, enquanto mais proximos de 0,5 indicam processos difusionais (D.
K. GOSSER JR., 1993). Nesse caso, a equacdo que modela o grafico obtida foi Log (I) = 0,82
Log (v) — 6,8 (R* =0,997), onde o coeficiente angular obtido (0,82) indica que o processo ¢
controlado por ambos os processos, tendendo a ser majoritariamente controlado por adsorgao,

como mostrado na Figura 11B.
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Figura 11 — (A) Estudo de transporte de massa para 3Ds-CME, variando a velocidade de
varredura de (a) 25 a (h) 300 mV s™!. O grafico inserido apresenta a relacio de linearidade
entre a corrente de pico e a velocidade de varredura (R? = 0,996). (B) Relacao de linearidade

entre os logaritmos da corrente de pico e da velocidade de varredura (R* = 0,997).
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

Por fim, o comportamento eletroquimico da NIM no sensor proposto foi comparado a
um ECV comercial, onde foi possivel observar um aumento relativo de 78% na densidade de
corrente (Figura 12). Contudo, ndo foi possivel observar mudanca significativa no potencial de

oxidagao da espécie nos diferentes eletrodos.

Figura 12 — Voltamogramas ciclicos para o sensor 3Ds-CME (linha preta) em comparacao

com um ECV (linha vermelha). Condi¢des: Solugdo de NIM 0,4 mmol L™ em STF (0,2 mol

L1, pH 7,0).
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor.
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Para avaliar o mecanismo de oxidacao da NIM na superficie do sensor, a relagdo entre
o potencial de pico (Ep) e o logaritmo neperiano da velocidade de varredura (Ln v), foi utilizada
para determinar o nimero de elétrons envolvidos no processo de oxidagao eletroquimica da

NIM, utilizando a equagdo de Laviron (Eq. 4) para um sistema irreversivel:

E,(V) = E° + (2'303RT) log (%) + logvu (M) (Eq. 4)

anF anF

Onde E,, ¢ o valor do potencial de pico, Eo € o potencial redox padrao da espécie, o € o
coeficiente de transferéncia de elétrons, ko € a constante de reagdo heterogénea padrio, n € o
numero de elétrons transferidos, v € a velocidade de varredura, T é a temperatura, considerada
298 K, R ¢ a constante universal dos gases ideais, igual a 8,314 J K'! mol! e F ¢ a constante de
Faraday, igual a 96480 C mol™!. Para o cilculo do valor do coeficiente de transferéncia de
elétrons (a) foi utilizada a equagdo 5, onde E,» € o potencial de meia-onda (MALODE;

NANDIBEWOOR, 2013).

47.7

 Ep—Epy2 (Eq.5)

O valor de n foi entdo calculado utilizando o coeficiente angular da reta obtida no
gréfico, substituindo o valor de a obtido pela Eq. 5, onde o valor final obtido foi de 2,01, que
se aproxima de 2. Uma vez obtida a proporg¢ao igual de protons e elétrons, foi possivel inferir
o mecanismo de oxidacao da NIM, apresentado na Figura 13, onde ha a transferéncia de dois
protons e dois elétrons, e que estd de acordo com os dados reportados na literatura

(BUKKITGAR et al., 2016; DEROCO; ROCHA-FILHO; FATIBELLO-FILHO, 2018).

Figura 13 — Reacao do processo de oxidacao eletroquimico para NIM na superficie do sensor

3Ds-CME.
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Fonte: elaborado pelo proprio autor



52

4.3 Aplicacao do 3Ds-CME para determinacio de Nimesulida por voltametria de

onda quadrada

4.3.1 Otimiza¢do do método

Uma vez determinado o comportamento eletroquimico da NIM na superficie do sensor,
um método por VOQ foi otimizado para determinagdo deste analito em amostras de formulagao
farmacéutica, urina sintética e agua de abastecimento. Com isso, os parametros de amplitude,
degrau de potencial e frequéncia foram otimizados. A otimizacdo foi realizada utilizando uma
solucdo padrdo de NIM a 25 umol L™, em STF a 0,2 mol L™! pH 7,0, como eletrélito suporte.

Os resultados para a amplitude mostraram um aumento quase linear para a resposta
analitica, como mostra a Figura 14A e 14B. Para valores elevados de amplitude observou-se
maior desvio-padrdo entre os picos, e neste sentido a amplitude de 70,0 mV foi escolhida. Em
reacgoes irreversiveis, o aumento da amplitude ¢ uma das formas de favorecer a sensibilidade da
técnica, uma vez que em valores acima de 20 mV, a largura de meia-onda (AEp/2) se mantém
constante (SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003).

O degrau de potencial também foi analisado e observado uma relagdo linear com a
resposta analitica, Figura 14C e 14D. De maneira analoga a amplitude, como a corrente ¢ uma
funcdo linear também do degrau de potencial, o aumento do seu valor favorece o aumento do
sinal analitico, sem grandes perdas de resolucdo (SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003). Os
valores de corrente de pico mais elevados foram observados até 10,0 mV, mas isso
comprometeu o perfil voltamétrico da resposta, assim o valor de 9,0 mV foi escolhido como a
condicao 6tima.

Ja a relagdo entre potencial e a corrente, se da em escala logaritmica, onde a relacao
linear observada ¢ entre o E, e o logaritmo da frequéncia. Esta relacdo pode ser utilizada para
estimar o niumero de elétrons envolvidos no processo, e acaba gerando aumento do sinal de
acordo com o aumento da frequéncia (SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003). Contudo, ao
contrario dos outros dois parametros, este acaba gerando também aumento do alargamento do
pico de sinal e, consequentemente, perda de resolug@o do pico de oxidacdo. Para a frequéncia,
o valor escolhido foi 35,0 Hz, onde foi observado uma maior sensibilidade do sensor e com
perfil voltamétrico mais adequado (Figura 14E e 14F), sem notaveis perdas se sensibilidade ou

resolucdo. As condicdes otimizadas para o método se encontram resumidas na Tabela 3.
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Figura 14 — Resultados e voltamogramas da otimiza¢do dos parametros (A e B) amplitude,
(C e D) degrau de potencial e (E e F) frequéncia para determinacao de NIM por VOQ usando
3Ds-CME. Condigdes: 25 pmol L™ de NIM em STF, pH 7,0 a 0,2 mol L' como eletrélito de

suporte.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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Tabela 3 — Condi¢des otimizadas para determinagdo de NIM por VOQ usando 3Ds-CME.

Condicao Faixa avaliada Escolha

pH 6,029,0 7,0 (STF, 0,2 mol L)
Amplitude 10,0 a 100,0 mV 70,0 mV
Degrau de potencial 2,0a10,0 mV 9,0 mV
Frequéncia 10,0 a 40,0 Hz 35,0 Hz

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

4.3.2 Construgdo da curva analitica e repetibilidade do método

Utilizando as condic¢des instrumentais otimizadas, foi possivel construir uma curva
analitica para NIM usando STF (0,2 mol L', pH 7,0), variando a concentrag¢io das solu¢des
padrio de 10,0 a 50,0 pmol L™! para 3Ds-CME, como pode ser observado na Figura 15A. Assim,
pode ser observada uma faixa linear nas concentragdes escolhidas, que apresentou satisfatorio
ajuste linear, de R? = 0,999, e regressio linear modelada por Ip (pA) = (1,057 = 0,013) [NIM]
(umol L) + (2,014 + 0,318). Foi também realizado um estudo de repetibilidade (n = 10) usando
um nivel de concentra¢do (25 umol L'). O DPR obtido para as medi¢des de VOQ foi de 3,4%
(Figura 15B). Este resultado sugere que o sensor proposto mostrou excelente precisdo
utilizando o método otimizado.

Os limites de detec¢ao (LD) e quantificacao (LQ) instrumentais foram calculados de

acordo as equagoes 6 e 7:

LD =33 Sp/A (Eq. 6)

LQ= 10 Ss/A (Eq. 7)

seguindo as recomendag¢des da Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), onde
Sg € o desvio padrao das medigdes em branco (n = 10) e A € o coeficiente angular da curva
analitica, obtendo valores de 0,018 e 0,054 umol L™, respectivamente, para o sensor 3Ds-CME.
Considerando ainda que o valor médio de concentragao de NIM na urina em cerca de 20 umol
L', o limite de detec¢do se encontra em valor adequado para analise, permitindo ainda a

realizagdo de uma possivel dilui¢do como parte fundamental do preparo de amostras. Além
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disso, o sensor apresentou uma sensibilidade consideravel, 4,70 pA L umol™! ¢cm™ indicando

ser apropriado para a aplicagdo em amostras reais.

Figura 15 — (A) Voltamogramas para curva analitica da NIM usando 3Ds-CME com
concentragdes de 0,0 (a) a 50,0 (f) pmol L', O grafico inserido mostra a correlagdo entre a
corrente de pico e a concentragdo de NIM. Condi¢des: STF (0,2 mol L', pH 7,0), eletrodo de
referéncia — Ag|AgCls.), KClsat.), amplitude 70,0 mV, degrau de potencial 9,0 mV e
frequéncia 35,0 Hz. (B) voltamogramas de onda quadrada para repetibilidade (n = 10) do
3Ds-CME a 25,0 umol L' de NIM. O grafico inserido mostra a relagio do resultado da

corrente de pico.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
4.3.3 Aplicag¢do em amostras reais e interferentes

O sensor 3Ds-CME foi aplicado em amostras de formulagdo farmacéutica para
monitorar a concentracao de NIM, além de amostras de 4gua de abastecimento e urina sintética.
A fim de avaliar a exatiddo do método, foram realizados ensaios de adi¢do e recuperagdo nas
amostras, onde as mesmas foram dopadas a trés niveis controlados de concentracao, 10,0, 20,0,
e 30,0 umol L' para a formulaco farmacéutica e 15,0, 25,0, e 35,0 umol L™ para as demais
amostras.

Com base nas informacdes cedidas pelo fabricante no rétulo da amostra farmacéutica
analisada, a massa de NIM presente em um comprimido ¢ de 100 mg. O valor de massa de NIM
determinado nas amostras de formulagdes farmacéuticas pelo método otimizado utilizando o
sensor 3Ds-CME foi de 101 + 3 mg por comprimido. Este valor foi comparado através do teste

t pareado, utilizando o valor de referéncia indicado pelo fabricante a um nivel de 95% de
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confianga, e indicou que os resultados sdo concordantes uma vez que o valor de tcaic € inferior
a0 terit (1,938 e 4,303, respectivamente).

A anélise das amostras dopadas mostrou uma percentagem média de recuperagao (n =
3) variando de 96 a 113%, como apresentado na Tabela 4. Dessa forma, estes resultados
indicaram boa exatidio do método otimizado para o sensor 3Ds-CME a ser aplicado no
monitoramento de anti-inflamatdrios ndo esteroides como a NIM, utilizando apenas uma etapa
de preparagao rapida e simples que consiste na diluicdo da amostra no eletrolito suporte.

Foi também realizado um estudo de interferéncia com algumas substancias que podem
estar presentes em outras formulagdes farmacéuticas e que ocasionalmente sdo administradas
em conjunto com a NIM, tais como DIC, DIP e PAR. Além disso, substancias como FRU, GLU
e LAC podem estar presentes em matrizes complexas desses medicamentos, enquanto URIC,
ASC, NO2 e NO3™ podem estar presentes em amostras de urina e as duas tltimas também em
amostras de agua. Este estudo foi realizado utilizando uma relagao de 1:1 de concentracao entre
a NIM e o potencial agente interferente. No entanto, ndo foi observada qualquer interferéncia

significativa para a maioria das substancias avaliadas, como mostrado na Figura 16.

Tabela 4 — Valores de recuperacao obtidos para NIM em formulagdo farmacéutica, agua de

abastecimento e urina sintética usando o sensor 3Ds-CME por VOQ (n = 3).

Adicionado  Encontrado  Recuperado SD
Amostras
(nmol L) (umol L) (%) (%)
0,0 16,8 - 3,1%
Formulacao 10,0 26,6 98,7% 7,8%
farmacéutica 20,0 36,0 96,2% 1,2%
30,0 45,9 97,3% 7,5%
0,0 <LD - -
Agua de 15,0 15,3 108% 1,0%
Abastecimento 25,0 26,4 98,2% 7,6%
35,0 39,2 112% 5,2%
0,0 <LD - -
15,0 15,2 101% 2,1%
Urina sintética
25,0 27.4 105% 7,8%
35,0 35,5 102% 3,5%

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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Figura 16 — Respostas relativas de estudos de interferéncia de LAC, FRU, GLU, NOs", NO2,
DIC, PAR, DIP, URC e ASC usando uma razao de concentragdo 1:1 ¢ URC e ASC usando

razdo de concentracdo de 1:100 com solugdo padrio NIM (25 umol L.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

4.4 Modificacoes da superficie

4.4.1 Tratamento eletroquimico com solugdo alcalina (3Ds-eCME)

Foram utilizadas diferentes estratégias para melhorar o desempenho analitico dos
sensores eletroquimicos. A ativagdo superficial dos eletrodos de trabalho de carbono pode ser
realizada por tratamentos mecanicos, quimicos, térmicos e/ou eletroquimicos (HALDORALI et
al., 2017). Neste trabalho, foi aplicado um tratamento eletroquimico onde os parametros foram
avaliados e comparados com base nos efeitos do aumento do sinal analitico, da area eletroativa,
do perfil voltamétrico, e consequentemente da densidade da corrente pelo processo de oxidagao
da sonda redox de ferricianeto de potdssio em concentragio de 5 mmol L' em meio de KC1 100
mmol L.

Os resultados para a otimizagdo do numero de ciclos, avaliado entre 25 a 500, mostraram
que a partir de 100 ciclos, ndo foram observadas alteragdes significativas nas respostas
eletroquimicas (densidade da corrente), além de apresentar perda de perfil voltamétrico, como
mostrado na Figura 17A, sendo entdo, este o nimero de ciclos escolhido. Os resultados
indicaram que h& aumento do desempenho eletroquimico proporcional a concentracdo da
solucdo alcalina utilizada para o tratamento eletroquimico Figura 17B, assim, uma solucdo de

KOH 1 mol L"! foi escolhida para realizacdo dos tratamentos eletroquimicos a fim de promover
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a exfoliacdo do grafite superficial (WANG; ZHANG, 2019). E, finalmente, para a faixa de
potencial, os melhores resultados da densidade da corrente foram observados para o tratamento

realizado de -1,0 a +1,0 V (vs Ag|AgCls.,), KClsat)), como mostra a Figura 17C.

Figura 17 — Voltamogramas ciclicos para os diferentes pardmetros de otimizagao do
tratamento eletroquimico (A) nimero de ciclos, (B) concentragdo da solugdo de KOH e (C)

faixa de potencial.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Portanto, para a caracterizagdo do sensor, imagens de MEV foram obtidas para permitir
a comparagdo das morfologias das superficies antes e apds a realizacdo do tratamento
eletroquimico. A superficie do eletrodo ndo tratado (3Ds-CME), mostrada na Figura 18A,
apresentou uma estrutura mais homogénea, com poucas rugosidades, principalmente, quando
comparado com o sensor tratado (3Ds-eCME — Figura 18B), onde ¢ notavel uma maior
porosidade da superficie, caracteristica da esfoliacdo do grafite, causada pela solugdo alcalina
(KOH). Tal tratamento também contribuiu para o aumento do niumero de sitios eletroativos na
superficie do sensor, que pode ser verificado através de um aumento de 148% na area
eletroativa, variando de 8,48 +£ 0,38 mm?a 21,03 + 0,17 mm?.

A eficiéncia do tratamento eletroquimico pode ser também verificada através de um
aumento de 1,42 vezes na resposta analitica da sonda redox de ferricianeto de potassio, como
mostrado na Figura 18C. Além disso, verificou-se um aumento de 1,34 vezes na resposta
analitica para o processo de oxidacdo da NIM na superficie tratada (Figura 18D).
Alternativamente, os valores de RTC foram medidos por EIE (Figura 18E), onde o valor para
o eletrodo tratado (42 Q) foi significativamente menor quando comparada com o mesmo
eletrodo antes do tratamento (268 Q). Estes resultados indicam que o processo de oxidacao da

NIM foi facilitado na superficie 3Ds-eCME.
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A alteragdo estrutural da superficie do eletrodo apds o tratamento foi investigada
utilizando a espectroscopia Raman, como mostra a Figura 18F. Foram identificadas duas bandas
distintas a 1330 e 1581 cm™!, chamadas de D e G, respectivamente. A banda D é indicativa da
presenca de defeitos estruturais, tais como a presenca de ligacdes sp> ou falhas de interconexao
de grafite. Entretanto, a banda G indica o estiramento da ligagao entre alguns pares de carbono
sp. Portanto, a razdo entre as bandas D/G pode ser analisada como um pardmetro de
organizagao estrutural. Os resultados obtidos através dos espectros Raman indicam uma razao
de densidade de defeitos (D/G) de 1,014 para 3Ds-CME e 0,664 para 3Ds-eCME, o que sugere
que uma reorganizacao estrutural ocorre pelo processo de esfoliacdo das folhas de grafite, de
tal forma que o valor desta razao se aproxima da razao média de defeitos das folhas de grafeno

(0,3) (GAYATHRI et al., 2014; SILVA et al., 2020).

Figura 18 — Imagens de MEV do (A) 3Ds-CME ¢ (B) 3Ds-eCME. (C) Voltamogramas
obtidos por VC para ambos os eletrodos em 5 mmol L™ de ferricianeto de potassio em KCl
100 mmol L', (D) Voltamogramas obtidos por VOQ de ambos os eletrodos em presenca de

25 umol L' de NIM em STF (0,2 mol L'}, pH 7,0). (E) Diagramas Nyquist de 3Ds-CME
(linha preta) e 3Ds-eCME (linha vermelha) em ferricianeto de potassio 5 mmol L' em KCl
100 mmol L. Condi¢des EIS: potencial aplicado de +188 mV (vs Ag|AgCls), KClsat)), 10

mV de amplitude e frequéncia variando de 10,0 kHz a 0,10 Hz. (F) Espectros Raman para as

superficies 3Ds-CME (linha preta) e 3Ds-eCME (linha vermelha).
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60

4.4.2 Eletrodeposi¢do de nanoparticulas de prata (3Ds-CME/AgNP)

Para a eletrodeposicao de AgNP, a otimizagao foi realizagdo por uma abordagem usando
calibracdo multivariada com um planejamento de experimentos Box-Behnken 33, onde os
parametros de concentragdo de prata, potencial e tempo aplicado para eletrodeposi¢ao por CA
foram otimizados. A Figura 19 apresenta as superficies de resposta obtidas na otimizagdo do
método. E possivel observar que o ponto de eficiéncia maxima foi correspondente a
concentragio de AgNO3 de 0,85 mmol L' em meio de KNO3 100 vezes mais concentrado (85
mmol L) (X; = -0,2), potencial de deposi¢io -0,18 V (X2 =0,1), e tempo de deposi¢io de 215
segundos (X3 = 0,1). Para o teste de falta de ajuste o valor de Fcaic < Ferit (0,66 < 19,16), e para
o teste de significancia Fcaic > Ferie (90,00 > 4,77), indicando auséncia de falta de ajuste e alta
significancia para os resultados de regressao obtidos, modelados pela equacgdo 8, considerando
nivel de confianga de 95%. Dessa forma, o modelo de previsdao pode ser empregado no método
a fim de se avaliar a melhor condicao. O processo de otimizagdo foi entdo definido utilizando

estes parametros para toda a sequéncia de experimentos.

y=1333e5— 285e "X, +1,6le "X, +183 e "Xs— 754e 7 X, —
1367 6X," —1,58 e 8 Xs° + 2,13 78X, X, — 542 e 8X, X5 + 247 e "XsX,  (Eq.8)
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Figura 19 — Superficies de resposta para a otimizagdo dos parametros de eletrodeposi¢cdo de
AgNP por design 3° Box-Behnken com (A) X; fixado ao nivel (A1) -1, (A2) 0, (A3) 1; (B) Xz
fixado ao nivel (B1) -1, (B2) 0, (B3) 1; e (C) X3 fixado ao nivel (C1) -1, (C2) 0, (C3) 1.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Para a caracterizagdo do sensor 3Ds-CME/AgNP imagens de MEV da superficie dos
sensores limpo (Figura 20A) e modificado (Figura 20B) foram obtidas utilizando uma
ampliagdo de 60000 vezes, onde foi possivel observar deposi¢ao de AgNP na sua superficie, na
presenca de pequenos aglomerados de cor mais clara. Como segundo método de avaliagdo do
desemprenho eletroquimico do 3Ds-CME/AgNP, medidas de EIE foram realizadas (Figura
20C). Observou-se que o valor da RTC para 3Ds-CME foi de 94,01 Q, enquanto que para o
3Ds-CME/AgNP foi de 81,54 Q, indicando que ndo houve grande alteracdo nos valores
observados e, portanto, as nanoparticulas ndo alteram significativamente a transferéncia de
carga.

As Figura 20D e Figura 20E apresentam as vantagens da modificagdo do sensor, onde
foram observados 31% de aumento na densidade de carga para o ferricianeto de potassio (5
mmol L em KCI 100 mmol L), onde também foi observado um segundo grupo de picos
Redox aparecendo entre -0,1 € 0,2 V (vs Ag|AgCls.), KClsat)), proveniente da presenca da prata

(processo de oxidagdo das AgNPs com consequente redugdo como Ag®) e 36% de aumento no
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sinal da NIM (25 pmol L' em STF 0,2 mol L', pH 7,0). Os valores da 4rea eletroativa foram
calculados de acordo com a equacao de Cottrell (Eq. 2), onde o sensor 3Ds-CME mostrou uma
area eletroativa de 30,66 + 0,98 mm?, enquanto o 3Ds-CME/AgNP mostrou um valor de 35,07

+ 1,53 mm?, mostrando um aumento de 1,14 vezes.

Figura 20 — Imagens de MEV da superficie do sensor de (A) 3Ds-CME e (B) 3Ds-
CME/AgNP. (C) Voltamogramas obtidos por VC 5,0 mmol L™ de ferricianeto de potassio em
KC1 100 mmol L', (D) Diagramas Nyquist de 3Ds-CME (Linha Preta) e 3Ds-CME/AgNP
(linha vermelha) em ferricianeto de potassio 5 mmol L' em meio KC1 100 mmol L. (E) 25

pumol L' de NIM em STF (0,2 mol L™, pH 7,0).
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

4.4.3 Efeito sinérgico das modificagoes

Com ambos os métodos de modificacdo do sensor otimizados, os mesmos foram
aplicados em conjunto, onde primeiro o sensor limpo (3Ds-CME) foi polido e testado, entdo o
tratamento eletroquimico com hidréxido de potassio foi realizado e o novo sensor (3Ds-eCME)
testado. Por fim, a eletrodeposi¢cao de nanoparticulas de prata foi realizada seguindo também o
método anteriormente otimizado e, por fim, o novo sensor (3Ds-eCME/AgNP) foi testado.
Todos os testes foram realizados utilizando a sonda redox [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]* a 5 mmol L

(100 mmol L de KCI).
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Para a caracterizacdo das superficies dos sensores, imagens de MEV para o sensor limpo
(Figura 21A) e modificado (Figura 21B) foram obtidas igualmente as anteriores, com ampliagao
de 60000 vezes. Nesse caso, foi possivel observar que as AgNPs eletrodepositadas se
apresentaram como aglomerados maiores, onde foi possivel observar particulas de tamanho
variando de 10 nm a 500 nm. Como método de avaliagdo do desemprenho eletroquimico,
medidas de EIE foram realizadas, Figura 21C. Observou-se que o valor da RTC para 3Ds-CME
foi de 94,01 Q, enquanto para o 3Ds-eCME/AgNP foi de 52,18 Q, esta queda ¢ significativa
para mostrar que o processo Redox ¢ facilitado no sensor proposto. Ja na Figura 21D, € possivel
observar o aumento da corrente proporcionado para o ferricianeto de potassio, onde o sinal de
densidade de corrente apresentou um aumento de cerca de 23%, enquanto a area do sensor,
também apresentou um aumento de 27,59 + 0,28 mm? para 36,42 + 1,11 mm?.

Neste sensor, também ¢ possivel observar o grupo redox proveniente da presenca de
AgNPs. J4 para o sinal da NIM (25 umol L' em STF 0,2 mol L', pH 7,0), Figura 21E, é
possivel notar um aumento consideravel, quase 2,0 vezes o valor do sinal para o sensor limpo.
O desempenho dos sensores também foi comparado por VC para a NIM, onde foi possivel
observar um aumento relativo de 87 % na densidade de corrente (Figura 21F). Contudo, ndo foi
possivel observar mudanga significativa no potencial de oxidacdo da espécie nos diferentes
eletrodos, variando de 0,920 para 0,928 V. Ao final de todas as modifica¢des, o custo de

produgdo de um sensor foi de R$ 0,30, cujos valores sdo mostrados em detalhes no Anexo 1.
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Figura 21 — Imagens de MEV da superficie do sensor de (A) 3Ds-CME e (B) 3Ds-
eCME/AgNP. (C) Diagramas Nyquist de 3Ds-CME (pontos pretos), 3Ds-eCME (pontos
vermelhos), 3Ds-CME/AgNP (pontos azuis) e 3Ds-eCME/AgNP (pontos verdes) em

ferricianeto de potassio S mmol L' em meio KCI 100 mmol L!. (D) Voltamogramas ciclicos
para 5,0 mmol L™ de ferricianeto de potassio em KC1 100 mmol L. (E) 25 umol L' de NIM
em STF (0,2 mol L', pH 7,0). (F) Voltamogramas ciclicos para o sensor 3Ds-CME (linha
preta) e 3Ds-eCME/AgNP (linha vermelha) em NIM 0,4 mmol L' em STF (0,2 mol L', pH
7,0).
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

4.5 Comportamento eletroquimico da Nimesulida para o 3Ds-eCME/AgNP

Devido as modificagcdes realizadas na superficie do sensor, o comportamento
eletroquimico da NIM foi novamente estudado, iniciando pela verificagao do efeito do pH sobre
o processo de oxidagdo na superficie do novo sensor, onde novamente as medidas foram
realizadas por VC utilizando solu¢@o padrao de NIM, com concentragdo em célula de 400 pmol
L' em STF (0,2 mol L. Os valores de pH foram variados de 5,0 a 9,0 e os resultados podem
ser observado na Figura 22, onde a NIM também apresentou carater irreversivel, e o potencial
de pico foi observado em torno de +0,90 V (vs Ag|AgCls.,), KClsat)). Em valores de pH de 5,0
e 6,0, a NIM se mostrou insoluvel, de forma que a perda de sinal ainda inviabilizava a anélise

nesses valores de pH. Ja para pH 7,0, foi observado um aumento significativo do sinal e a
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solubilidade ja ndo se apresentava mais como um problema. Para valores de pH mais alcalinos,
embora ndo se encontre mais problemas com solubilidade, os sinais de corrente comegaram a
diminuir, resultando em perda de sensibilidade e resolugdo de analise.

Apo6s as modificagdes no sensor, foi possivel observar uma mudanga um pouco mais
expressiva no potencial do pico de oxidac¢ao (Ep) da NIM em relagdao ao pH, embora os valores
ainda se apresentem muito proximos. Com base nesses resultados, STF a pH 7,0 (0,2 mol L)
foi escolhido como condigdo 6tima para realizacdo das demais caracterizagdes referentes ao
3Ds-eCME/AgNP. A relagao da presenca de protons e elétrons presente no mecanismo ainda
se mostrou proxima de 1:1, com valor de n se aproximando de 2, de forma que o possivel
mecanismo de oxidagdo da NIM se mantenha o mesmo apresentado anteriormente na Figura

13.

Figura 22 — (A) Voltamogramas ciclicos obtidos no estudo do comportamento da solugdo de
NIM 0,4 mmol L! para valores de pH entre 5,0 e 9,0 usando STF (0,2 mol L!). (B) Relagio
da corrente de pico com o pH para o 3Ds-eCME/AgNP. (C) Relagao entre valores de pH e
valores potenciais de pico para o 3Ds-eCME/AgNP.
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

Novamente utilizando a solu¢do de NIM 0,4 mmol L™ no valor de pH escolhido, STF
(0,2 mol L") pH 7, foi possivel avaliar o regime de transporte de massa da NIM para o 3Ds-
eCME/AgNP, tal estudo foi realizado por VC e seus resultados sdo mostrados na Figura 23.

Para realizacdo do mesmo, a velocidade de varredura foi variada de 25 a 300 mV s™'. A relacdo
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entre as correntes de pico obtidas e a velocidade de varredura apresentou excelente linearidade,
indicada pelo valor de R? = 0,993, observado no grafico inserido na Figura 23A.

Ja para a relacdo com a raiz quadrada da velocidade de varredura nao foi obtida
correlagdo linear tdo adequada (R?=0,967) (apresentado no Anexo 1). Estes resultados indicam
que o regime de transporte de massa nao se assemelha ao apresentado e esperado pela equacao
de Randles-Sevcik (Eq. 3), que dita processos difusionais, portanto, o regime de transporte de
massa da NIM em relagdo a este sensor ¢ controlado por um processo adsortivo, comportamento
semelhante ao observado ao se utilizar o eletrodo sem o tratamento. Também foi possivel
avaliar o grafico de Log (I) vs Log (v), onde valores de coeficiente angular mais proximos de
1, indicam processos majoritariamente adsortivos, enquanto mais préximos de 0,5 indicam
processos difusionais (D. K. GOSSER JR., 1993). Nesse caso, a equagdo que modela o grafico
obtida foi Log (I) = 0,96 Log (v) — 6,83 (R? = 0,993), onde o coeficiente angular obtido (0,96)
indica que o processo ¢ majoritariamente controlado por adsor¢do, como mostrado na Figura

23B, como também ¢ relatado pela literatura (SHETTI et al., 2019).

Figura 23 — (A) Estudo de transporte de massa para 3Ds-eCME/AgNP, variando a velocidade
de varredura de (a) 25 a (h) 300 mV s™!. O grafico inserido apresenta a relagio de linearidade
entre a corrente de pico e a velocidade de varredura (R?=0,993). (B) Relacao de linearidade

entre os logaritmos da corrente de pico e da velocidade de varredura (R? = 0,993).
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4.6 Aplicacio do sensor 3Ds-eCME/AgNP para a determinacio da Nimesulida por
FIA-AMP

4.6.1 Otimiza¢do do método

Uma vez determinada a caracteristica adsortiva da NIM na superficie do sensor, o
método de andlise por FIA-AMP foi escolhido a fim de contornar o problema da adsorcdo e
consequentemente envenenamento do eletrodo, uma vez que a passagem do fluxo reduz o
tempo de contato entre o analito e o sensor. Desta forma, alguns pardmetros, intrinsecos a
técnica, foram otimizados, sendo eles o potencial aplicado, a vazao do fluxo de eletrolito
suporte e o volume da al¢a de amostragem. As faixas escolhidas foram de +0,90 a +1,30 V (vs
Ag|AgCls), KClsat)), 3 a8 mL min e 50 a 150 pL, respectivamente. A otimizacio foi realizada
utilizando uma solu¢do padrio de NIM a 25 pmol L™! diluida em STF a 0,2 mol L' pH 7,0, a
mesma solugdo tampao foi utilizada como eletrolito suporte para o fluxo.

Os valores de potencial aplicado (vs Ag|AgCls), KClsat)), resumidos na Figura 24A,
mostraram aumento significativo na corrente até +1,2 V, porém em potenciais mais elevados,
além do aumento ndo ser tdo expressivo, o sinal comecgou a apresentar muito ruido e
instabilidade. Por este motivo, o valor de +1,20 V foi definido como ideal para a andlise. Ja
para o fluxo de eletrolito entre 3,0 e 8,0 mL min™!, Figura 24B, o resultado da corrente de pico
é crescente e 0s picos apresentam boa simetria, a partir de 8,0 mL min™ observa-se uma
diminuicdo do sinal analitico e da sensibilidade. Assim, o valor de 7,0 mL min™ foi escolhido
para as demais analises uma que representa o tempo ideal para carreamento do analito sem que
o mesmo sofra dilui¢ao significativa pelo fluxo, a0 mesmo tempo em que ¢ capaz de manté-lo
em contato com o sensor para que o sinal seja maximo. Como ultimo parametro da técnica foi
otimizado o volume da al¢a de amostragem (Figura 24C). Foi observado melhor sensibilidade,
além de estabilidade de sinal, no volume de 100,0 nL, sendo este definido como condig@o 6tima.
Em volumes maiores, o sinal se apresentava menor além de um tempo de queda muito elevado,
de forma a alargar o pico obtido. As condi¢des otimizadas para o método se encontram

resumidas na Tabela 5.
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Figura 24 — Resultados e amperogramas de otimizagdo dos parametros instrumentais para

determinagdo de NIM por FIA-AMP: (A e B) Potencial aplicado (vs Ag|AgCls.,), KClsat,)), (C

e D) fluxo de eletrélito suporte e (E e F) volume da alga de amostragem. Condig¢des: NIM 25

24

pumol L' e STF pH 7,0 a 0,2 mol L' como eletrdlito de suporte.
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Tabela 5 — Condigdes otimizadas para determinagdo de NIM por FIA-AMP usando 3Ds-

eCME/AgNP.

Condicao Faixa Avaliada Escolha
pH 5,0a9,0 7,0 (STF, 0,2 mol L)
0,90 a 1,30V (vs +1,2 V (vs Ag|AgCls.),

Potencial Aplicado
Ag|lAgClis), KClsat)) KClsar)
Vazio 3,0 2 8,0 mL min’! 7 mL min’!
Volume da al¢a 50,0 a 150,0 pL 100,0 uLL

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

4.6.2 Construgdo da curva analitica e repetibilidade do método

Usando as condig¢des de analise otimizadas, uma curva analitica foi construida, na faixa
de 5,0 a 25,0 umol L', usando solugiio padrio de NIM diluida em STF (0,2 mol L', pH 7,0).
A curva analitica foi realizada no modelo crescente e decrescente, a fim de avaliar se os efeitos
de memoria comprometiam os sinais obtidos, como pode ser observado na Figura 25A. Nesse
caso, ¢ possivel observar a presenga da faixa linear crescente e decrescente, que apresentaram
ajustes satisfatorios, R = 0,997 e 0,998, respectivamente, expressos pelas seguintes equagoes:
Ip (nA) = (0,063 £ 0,002) [NIM] (umol L) + (0,386 + 0,029) para a curva crescente (Figura
25C) e Ip (nA) = (0,062 + 0,002) [NIM] (umol L) + (0,382 + 0,024) para a curva decrescente
(Figura 25D). Observa-se que o coeficiente angular de ambas as curvas analiticas (0,063 e
0,062) nao apresentam diferencas significativas, o que sugere ndo haver efeito de memoria
decorrente da adsor¢do de NIM ou outro produto de oxidagdo sobre a superficie eletrodica
comprometendo as analises. Além disso, um estudo de repetibilidade foi realizado em dois
niveis de concentragio, 5 e 25 pmol L™ (n = 10, Figura 25B) onde o DPR obtido foi de 5,7 e
7,1%, indicando excelente precisao das medidas amperométricas sob condi¢des otimizadas de
analise.

Com os dados das curvas tratados, foi possivel estimar os valores de LD e LQ, seguindo
as equacdes 6 e 7, de acordo com as recomendagdes da [UPAC, obtendo valores de 0,81 e 2,45
pumol L1 respectivamente, para a curva crescente (Figura 25C), e valores de 0,69 € 2,10 pmol

L1, respectivamente, para a curva decrescente (Figura 25D). Além disso, o sensor apresenta
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uma sensibilidade consideravel, 0,171 £ 0,002 pA L pmol™! cm™ indicando ser apropriado para

a aplicagdo em amostras reais.

Figura 25 — Amperograma FIA (A) para curva analitica (crescente e decrescente) de NIM
variando as concentracdes de 5 (a) a 25 (e) pmol L™ e das amostras de 4gua de abastecimento,
urina sintética e medicamento, usando 3Ds-eCME/AgNP; (B) para estudo de repetibilidade da

NIM (n = 10) no sensor 3Ds-eCME/AgNP a 5 e 25 umol L™'. Gréficos de correlagio entre a
corrente de pico e a concentragao de NIM para a curva analitica (C) crescente e (D)
decrescente. Condigdes: STF (0,2 mol L™, pH 7,0) como eletrélito de suporte, eletrodo de
referéncia feito em laboratério de Ag|AgCls), KClsat), alga de 100 pL, fluxo de 7 mL min™! e
potencial aplicado de +1,2 V (vs Ag|AgCls), KClsat)).
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

4.6.3 Aplicagdo em amostras reais

Por fim, o sensor 3Ds-eCME/AgNP foi aplicado em amostras de formulacao
farmaceéutica, agua de abastecimento e urina sintética, a fim de monitorar e avaliar a presenca

de NIM. Para avaliar a exatiddao do método, ensaios de adicdo e recuperacdo em 3 niveis de
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concentragio foram realizadas nas amostras, sendo 5,0, 10,0 e 15,0 umol L™ para a formulacio
farmacéutica e 10,0, 15,0 e 20,0 pmol L™! para as demais amostras.

A amostra de NIM analisada foi da mesma marca utilizada no método desenvolvido por
VOQ, onde informagdes cedidas pelo fabricante no rétulo da amostra indicam que a massa de
NIM presente em um comprimido ¢ de 100 mg. O valor de massa de NIM determinado por
FIA-AMP na amostra de formulagdo farmacéutica utilizando o sensor 3Ds-eCME/AgNP foi de
97,8 £ 4,3 mg de NIM por comprimido. Este valor foi comparado através do teste ¢ pareado,
utilizando o valor de referéncia indicado pelo fabricante a um nivel de 95% de confianga, e
indicou que os resultados sao concordantes uma vez que o valor de tealc € inferior ao terit (0,931
e 4,302, respectivamente). A analise das amostras fortificadas mostrou uma percentagem média
de recuperacdo (n = 3) variando entre 92 a 104% entre todas as amostras, 4gua abastecimento,
formulacao farmacéutica e urina sintética, como apresentado na Tabela 6. Dessa forma, estes
resultados indicam boa exatiddo do método otimizado usando o sensor 3Ds-eCME/AgNP a ser
aplicado na monitorizacdo de anti-inflamatérios ndo esteroides como a NIM nas amostras
estudadas, utilizando apenas uma etapa de preparagao rapida e simples que consiste na simples

diluicao da amostra no eletrélito de suporte.

Tabela 6 — Valores de recuperacao obtidos para NIM em formulacao farmacéutica, agua de

abastecimento e urina sintética usando o sensor 3Ds-eCME/AgNP por FIA-AMP (n = 3).

Adicionado Encontrado Recuperado SD

Amostras

(umol L) (umol L) (%) (%)

0,0 4,88 - -
5,0 9,94 101% 0,4%

Formulac¢ao farmacéutica

10,0 14,51 96% 3,1%
15,0 18,62 92% 2,2%

0,0 - - -
10,0 9,27 93% 3,8%

Urina sintética

15,0 15,24 102% 0,2%
20,0 20,85 104% 1,8%

0,0 - - -
, 10,0 9,71 97% 2,1%

Agua de abastecimento

15,0 14,34 96% 1,3%
20,0 18,68 93% 1,1%

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.



72

4.7 Comparacio entre métodos utilizados para cada sensor

Tendo os resultados obtidos para a analise da NIM por diferentes sensores e técnicas, ¢
possivel realizar uma investigagdo comparativa entre os diferentes sensores. O sensor limpo
apresentou maiores vantagens quanto ao tempo e facilidade de fabricagdo, uma vez que apenas
necessitou de um simples polimento e estava pronto para uso. J4 o sensor modificado, foi
aplicado e apresentou faixa linear em menores concentragdes, porém necessita de duas
modificacdes eletroquimicas que juntas somaram o tempo de quase 7 minutos. A Tabela 7
apresenta as comparagdes entre o desempenho, tempo de preparo e algumas caracteristicas de
analise entre os sensores 3Ds-CME e 3Ds-eCME/AgNP.

Entre as técnicas utilizadas, a vantagem da VOQ se da pela alta sensibilidade ¢ a
velocidade da técnica, principalmente quando realizada a altas frequéncias. Contudo, embora o
método por FIA-AMP, utilizando o eletrodo modificado tenha se mostrado menos sensivel, o
mesmo apresentou boa frequéncia analitica, corroborando para redugdo do efeito de
envenenamento do eletrodo, o que aumenta sua vida util e permite a aplicagdo para amostras
mais complexas, ainda mantendo o rapido preparo de amostra por simples diluicdo. Também
como método de comparagao, os resultados obtidos por VOQ e FIA-AMP foram comparados
a partir do teste ¢ pareado, também a um nivel de confianca de 95%, onde foi observado que os
resultados também se mostraram concordantes ja que o tcaic € inferior ao terit (0,798 e 4,302,
respectivamente).

Os resultados obtidos para ambos os sensores foram comparados com outros
dispositivos relatados na literatura para determinacao da NIM (Tabela 8). Pode-se observar que
os dispositivos apresentaram bom desempenho analitico com faixa linear de trabalho
comparavel aos dispositivos reportados. A detectabilidade, frequentemente reportada pelo LD
também se encontra na mesma ordem de grandeza (nmol L) dos trabalhos reportados. Em
alguns dos trabalhos € possivel observar a presenga de sensores de baixo custo e descartaveis
feitos a base de carbono, como os sensores de pasta de carbono (CPE) (MALODE;
NANDIBEWOOR, 2013; SHETTI et al, 2019, 2020a) estes apresentam vantagens
semelhantes, dadas suas caracteristicas, porém, alguns necessitam de complexas etapas de
modificagdo da superficie para atingir baixos valores de LD. Outros, apresentam o uso de
sensores comerciais, como o ECV (BUKKITGAR et al., 2016; LYSON et al., 2021; WONG;
SANTOS; FATIBELLO-FILHO, 2017) ou DDB (LIMA et al., 2013), estes que embora muito

relatados, ndo apresentam caracteristicas descartaveis, além de valor consideravelmente



73

elevado e maiores cuidados de manuseio. Em sua maioria, os sensores sdo aplicados para
amostras de caracteristicas similares aquelas estudadas nesse projeto. Dessa forma,
considerando a simplicidade, o baixo custo de producdo (aproximadamente R$ 0,09 por
eletrodo para o 3Ds-CME, e R$ 0,30 por eletrodo para o 3Ds-eCME/AgNP) e o desempenho
analitico usando o método por VOQ (mais sensivel), ¢ possivel inferir que os sensores propostos
aqui, apresentam caracteristicas e performance adequadas para aplicacdes analiticas e

implementagdo em analises de rotina.

Tabela 7 — Comparacao do desempenho analitico obtido pelos sensores 3Ds-CME e 3Ds-

eNPGE/AgNP para monitorar a NIM.

Eletrodos 3Ds-CME 3Ds-eCME/AgNP
Tratamento NA 100 ciclos por VC de -1 a +1 V (vs Ag|AgCls),
eletroquimico o KClsat)) em KOH 1 mol L™!
Modificacao NA 215 s por CA, aplicando -0,18 V a 1 mmol L!
eletroquimica o de AgNO3z em 100 mmol L' de KNOs
Tempo necessario de
N.A. 6,91
modificacio (min)
STF (0,2 mol L) pH 7,0 pH 7,0
Regime do transporte
Adsortivo Adsortivo
de massa
Método de analise VOQ FIA-AMP
Faixa linear (umol L) 10,0 a 50,0 5,0a25,0
LD (umol L) 0,018 0,81
Sensibilidade
4,70 0,173
(nA L pmol-1 cm-?)
Recuperaciao (%) 96all3 92 a 104
Frequéncia analitica
95 192

(det h'h)

N.A. — Nio aplicavel; det h™! — Determinagdes por hora.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor
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Tabela 8 — Comparacdo de desempenho dos sensores 3Ds-CME e 3Ds-eCME/AgNP com outros reportados na literatura na detecgao de NIM.

Técnica de Faixa linear LD
Sensor Amostras Referéncia
analise (umol L) (nmol L)
NC/CPE VOQ 0,01 - 0,35 1,0 Formulagao farmacéutica e urina (SHETTTI et al., 2020a)
NS/CPE VPD 0,3-1 1,4 Formulagao farmacéutica e urina (SHETTI et al., 2019)
Agua de rio e formulagado (WONG; SANTOS;
rGO-PEDOT:PSS/GCE vOQ 0,08-1,9 2,4
farmacéutica FATIBELLO-FILHO, 2017)
TiO2/GCE VPD 0,1 -40 3,4 Formulagao farmacéutica e urina (BUKKITGAR et al., 2016)
ER-GONRs/SPCE AMP 0,01 — 1500 3,5 Formulagdo farmacéutica e urina ~ (GOVINDASAMY et al., 2017)
(MALODE; NANDIBEWOOR,
CPE VPD 0,5-10 8,6 Formulagao farmacéutica e urina
2013)
Urina, agua de abastecimento e (DEROCO; ROCHA-FILHO;
CB-DHP/GC VOQ 0,35-2 16
agua de lago FATIBELLO-FILHO, 2018)
CB-Nafion/GCE VPD 0,25 -1,75 60 Formulagao farmacéutica (LYSON et al., 2021),
BDD FIA-AMP 0,20 - 80 81 Formulagao farmacéutica (LIMA et al., 2013)
3Ds-CME VOQ 10-50 18 Formulagao farmacéutica, urina e
Este trabalho
3Ds-eCME/AgNP FIA-AMP 5-25 810 agua de abastecimento

rGO-PEDOT:PSS/GCE: ECV modificado com rGO e PEDOT:PSS; MWCNT/CPE: EPC modificado com MWCNT; TiO2/GCE: ECV
modificado com nanoparticulas de TiO,; CB-DHP/GC: ECV modificado com CB imobilizado por dihex-adecylfosfato; BDD: Eletrodo de

diamante dopado com boro; CB-Nafion/GCE: ECV modificado com CB imobilizado por nafion.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor
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4.8 Comparacdes com as técnicas de espectroscopia UV-Visivel e cromatografia

liquida de ultra eficiéncia
4.8.1 Avaliagdo da concentragdo do medicamento por espectroscopia UV-Visivel

Foi possivel observar que o comprimento de onda de absor¢do méxima da NIM se
apresentou em um valor préximo a 390 nm. As amostras de farmacos foram avaliadas com base
em uma curva analitica, apresentada na Figura 26A, construida para concentragdes de 5 a 25
pumol L', A curva apresentou ajuste linear adequado (R = 0,999), e foi modelada pela equagio
Abs = (0,0387 £ 0,0005) [NIM] (umol L) + (0,0388 + 0,008), conforme observado na Figura
26B. O resultado obtido para as amostras de medicamentos de NIM foi de 101 mg/comprimido.
Com base nestes parametros, os limites de detec¢do e quantificagdo foram determinados usando
os coeficientes da equagdo de regressdo linear. Os valores obtidos foram 0,682 pmol L™ para o
LD e 2,04 pmol L para o LQ. O método demonstrou uma sensibilidade consideravel, com um
valor encontrado de 0,0387 L umol™! para o analito. Além disso, apresentou boa precisdo, com

um desvio padrao relativo (RSD) abaixo de 1,01%.

Figura 26 — (A) Curva analitica por espectros UV obtidos para NIM, com concentragdes
variando de 5 a 25 pmol L'!; (B) Ajuste linear da curva, com correlagio entre a absorbancia e

a concentracao de NIM.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Os resultados obtidos por ambos os métodos propostos e pelo método recomendado pela

FB foram comparados estatisticamente usando um teste t-pareado para verificar a possivel
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presenca de diferencas significativas entre as médias, bem como um teste ANOVA para avaliar
possiveis diferencas entre suas variancias, ambos em um intervalo de confianca de 95%. Para
ambos os casos, os valores calculados sdo inferiores ao valor critico, portanto, ndo ha diferengas
significativas entre suas médias e variancias, como pode ser visto na Tabela 9. Esses resultados

atestam a confiabilidade do método proposto para monitorar a NIM em medicamentos.

Tabela 9 — Avaliagdes estatisticas para comparagao de valores obtidos de concentragdo para

NIM no medicamento.

Sensor 3Ds-CME 3Ds-eCME/AgNP UV_Vis
vVOQ FIA-AMP
Média (mg/comp.) 101 97,7 101
D.P.A. (mg/comp.) 3,60 431 1,01
C.V. (%) 3,57 4,42 1,01
Teste T

Sensor T Calculado T Critico
3Ds-CME 0,155 4,31
3Ds-eCME/AgNP 1,49 4,31

ANOVA

F Calculado 0,972 F Critico 5,14

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

4.8.2 Avaliagdo das amostras por cromatografia liquida de ultra eficiéncia

Para o segundo método de comparagao dos resultados obtidos, todas as amostras foram
avaliadas por UPLC-UV, ap0s a constru¢do de uma curva analitica em triplicata, variando as
concentragdes de 5 a 25 umol L' de NIM, seguindo o método indicado pela FB, cujos
cromatogramas se encontram na Figura 27. A regressao linear foi entdo realizada para a curva,
indicando ajuste linear adequado (R? = 0,999), e foi modelada pela equagdao U.A. = (14904,22
+ 218,12) [NIM] (umol L) - (5043,03 + 1721,58), conforme observado na Figura 28. O

resultado obtido para as amostras de medicamentos de NIM foi de 99,7 + 3,35 mg/comprimido.
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Figura 27 — Cromatogramas obtidos para a curva analitica em triplicata por UPLC-UV para

NIM, com concentra¢des variando de 5 a 25 umol L.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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Os resultados obtidos por ambos os métodos propostos e pelo método de UPLC-UV
foram comparados estatisticamente usando o teste t-parecado e o teste ANOVA para avaliar
possiveis diferencas entre suas médias e variancias, respectivamente, ambos em um intervalo
de confianga de 95%. Para ambos os casos, os valores calculados sdo inferiores ao valor critico,
portanto, ndo haver diferencas significativas, como pode ser visto na Tabela 10. Esses
resultados atestam a confiabilidade do método proposto para monitorar a NIM em

medicamentos.

Tabela 10 — Avaliagdes estatisticas para comparacao de valores obtidos de concentragdo para

NIM no medicamento.

Sensor 3Ds-CME 3Ds-eCME/AgNP UPLC.UV
vVOQ FIA-AMP
Média (mg/comp.) 101 97,7 99,7
D.P.A. (mg/comp.) 3,60 4,31 3,35
C.V. (%) 4,57 4,42 3,36
Teste T
Sensor T Calculado T Critico
3Ds-CME 0,320 4,31
3Ds-eCME/AgNP 0,464 4,31
ANOVA
F Calculado 0,528 F Critico 5,14

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Com base nestes parametros, os limites de detec¢ao e quantificacao foram determinados
usando os coeficientes da equacao de regressao linear. Os valores obtidos foram 0,381 umol L
"parao LD e 1,14 pmol L' para o LQ. O método demonstrou uma sensibilidade consideravel,
com um valor encontrado de 14904 U.A. L umol™! para o analito. Assim, as amostras foram
analisadas pelo método, resultando em valores de recuperagdo entre 98 e 115%, os dados
completos se encontram na Tabela 11. Os cromatogramas obtidos para as amostras se

encontram presentes na Figura 29.
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Tabela 11 — Valores de recuperagao obtidos para trés niveis de concentragao de NIM em

formulacao farmacéutica, agua de abastecimento e urina sintética por UPLC-UV.

Adicionado Encontrado Recuperado SD

Amostras
(pmol L) (umol L) (Y0) (Y0)
0,0 6,56 - 1,2
5,0 11,54 100 3,1
Formulacio farmacéutica
10,0 16,70 101 1,8
15,0 23,38 112 6,9
0,0 - - -
10,0 10,13 101 1,3
Urina sintética
15,0 14,64 98 5.4
20,0 21,78 109 1,5
0,0 - - -
, 10,0 10,65 107 3,6
Agua de abastecimento
15,0 16,49 110 1,8
20,0 22,96 115 0,9

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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Figura 29 — Cromatogramas obtidos para as amostras de (A) 4gua de abastecimento, (B)

urina sintética e (C) formulagdo farmacéutica, puras e fortificadas por UPLC-UV para NIM.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Os resultados alcancados pelo método proposto de FIA-AMP com o sensor 3Ds-
eCME/AgNP foram submetidos a uma analise estatistica comparativa com o método UPLC-
UV recomendado pela FB. Essa comparacdo envolveu a aplicagdo de um teste t-pareado para
detectar eventuais discrepancias significativas nas médias e um teste ANOVA para avaliar

possiveis disparidades em suas variabilidades, todos dentro de um nivel de confianga de 95%.
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Neste caso, como pode ser observado na Tabela 12, a grande maioria dos valores
calculados sdo inferiores ao valor critico de forma que ndo ha diferencas significativas entre
suas médias, entretanto para algumas amostras de agua de abastecimento fortificada, o valor se
encontra superior ao valor méximo, indicando que existem diferencas significativas entre estes
resultados, isso pode ter ocorrido devido a algum erro experimental durante o preparo das
amostras, necessitando de um novo experimento para confirmar essa diferenca. O teste de
ANOVA, indicou um valor de F inferior ao critico, de forma a nao haver diferencas
significativas entre suas varidncias. Esses resultados atestam a confiabilidade do método
proposto para monitorar a NIM em medicamentos e urina sintética, porém deve ser melhor

averiguado quanto a amostras de 4gua de abastecimento.

Tabela 12 — avaliagdes estatisticas para comparacao de valores obtidos de concentragio para

NIM nas amostras analisadas.

Teste T
Recuperacao (%) Teste T
Amostra Nivel de fortificacao FIA-
UPLC-UV Terit. = 4,30
AMP
0,0 - - -
5,0 101 100 1,1
Medicamento
10,0 96 101 1,9
15,0 92 112 4,2
0,0 N.D. N.D. -
10,0 93 101 3,3
Urina
15,0 102 98 3,8
20,0 104 109 3,4
0,0 N.D. N.D. -
Agua de 10,0 97 107 4,1
abastecimento 15,0 96 110 12,7
20,0 93 115 11,8
ANOVA
Fcalc. 1,45 Fcrit 1,91

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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5 CONCLUSAO

A caracterizagdo do sensor envolveu a aplicagdo de métodos como microscopia
eletronica de varredura, espectroscopia Raman e técnicas eletroquimicas, incluindo voltametria
ciclica e espectroscopia de impedancia eletroquimica. Na analise por microscopia eletronica de
varredura, foi identificada a rugosidade caracteristica do sensor limpo, a qual foi intensificada
apo6s o tratamento eletroquimico devido a esfoliagdo das folhas de grafite, resultando em um
aumento significativo da area eletroativa do sensor. Em contrapartida, a eletrodeposicao de
nanoparticulas de prata revelou a presenga de pequenas particulas na superficie do sensor,
algumas aglomeradas, contribuindo para um incremento adicional na area eletroativa e, por
conseguinte, melhorando o desempenho do sensor.

Nos estudos utilizando técnicas eletroquimicas, foi possivel constatar, por meio da
espectroscopia de impedancia eletroquimica, que o processo de oxidagdo do analito foi
facilitado na superficie do sensor. Isso foi evidenciado pela reducdo da resisténcia a
transferéncia de carga em cada etapa de tratamento. Em relagdo a voltametria ciclica, os
incrementos na corrente em funcao da densidade de corrente apontaram para um aumento
significativo na sensibilidade do sensor. No entanto, mesmo com as modificagdes realizadas,
ndo houve antecipagdo do potencial de oxidagdo da NIM. No que diz respeito a
reprodutibilidade da constru¢do do sensor, um estudo realizado por voltametria ciclica revelou
resultados consistentes, apresentando uma boa semelhanga entre as réplicas, com um desvio
padrdo relativo de aproximadamente 7%.

O preparo de todas as amostras seguiu procedimentos simples e semelhantes,
consistindo essencialmente em uma diluicdo direta em eletrdlito suporte. Nao houve
necessidade de aplicar processos adicionais, como filtragem ou qualquer outra etapa. A
determinagdo da NIM foi conduzida em amostras de farmaco, 4gua de abastecimento e urina
sintética. Utilizaram-se duas abordagens distintas: voltametria de onda e andlise por injegdo em
fluxo com deteccao amperométrica.

As analises das amostras de fdrmacos revelaram resultados préoximos aos valores
fornecidos pelo fabricante (100 mg), registrando 101 mg e 97 mg para VOQ e FIA-AMP,
respectivamente. A compara¢ao do método proposto com as técnicas recomendadas pela FB,
UV-Vis e UPLC-UV nao evidenciou diferenca significativa dos resultados obtidos com o
sensor limpo e modificado usando a VOQ e FIA-AMP, respectivamente, a um nivel de
confianca de 95%, de tal modo que os sensores apresentam caracteristicas interessantes para

utiliza¢ao para o monitoramento desse farmaco com precisao e exatidao adequados.
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Nos ensaios de adicao e recuperagdo, as amostras apresentaram indices de recuperago
variando de 96% a 112% para o sensor 3Ds-CME por VOQ e de 91% a 104% para o sensor
3Ds-eCME/AgNP por FIA-AMP. Duas técnicas diferentes foram utilizadas como técnicas de
comparagao de resultados, sendo essas o UV-vis e 0o UPLC-UV, seguindo o recomendado pela
FB, onde foi possivel observar que os métodos e sensores propostos sdo adequados para serem
implementados em analises de rotina da maioria das amostras.

Concluindo, os sensores desenvolvidos neste estudo foram comparados com outros
previamente relatados na literatura para a determinagdo da NIM. Tanto os sensores quanto os
métodos propostos demonstraram eficiéncia notavel, sendo comparaveis aos dispositivos ja
existentes. Além disso, os métodos de modificacdo empregados mostraram-se mais rapidos e
simples em comparagdo com outras abordagens. Ambos o0s sensores apresentaram
caracteristicas como boa detectabilidade, alta frequéncia analitica, aplicabilidade em diversas
matrizes, além de boa precisdo, exatidio e seletividade. A versatilidade do sistema
eletroquimico proposto, aliada a sua acessibilidade financeira, torna-o uma ferramenta viavel
para anélises de rotina, contribuindo assim para o entendimento mais abrangente do impacto

ambiental e da presen¢a de fArmacos em ecossistemas aquaticos e biologicos.

Tabela 13 - Figuras de mérito obtidas para ambos os trabalhos

3Ds-CME 3Ds-eCME/AgNP
Eletrodos
vOQ FIA-AMP
Tempo de modifica¢do (min) N.A. 6,91
STF (0,2 mol L) pH 7,0 pH 7,0
Regime do transporte de ) )
Adsortivo Adsortivo
massa
Faixa linear (umol L) 10,0 a 50,0 5,0a25,0
LD (umol L) 0,018 0,81
Sensibilidade
4,70 0,173
(A L pmol! cm-2)
Recuperacio (%) 96all3 92 a 104
Frequéncia analitica (det h!) 95 192

N.A. — Nio aplicavel; det h™! — Determinagdes por hora.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor
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5.1 Perspectivas

Considerando os avangos alcancados na determinagdo eletroquimica da NIM por um
eletrodo descartavel e de baixo custo, o presente estudo abre portas para novas pesquisas. Uma
linha promissora ¢ a aplica¢do desses sensores em estudos de monitoramento ambiental em
larga escala, visando a deteccdo de NIM em amostras reais de diferentes corpos d'dgua e
ambientes aquaticos. E possivel também a aplicagdo do mesmo em amostras reais de urina e
outros tipos de fluidos biologicos. A versatilidade do sistema eletroquimico proposto, aliada a
sua acessibilidade financeira, torna-o uma ferramenta vidvel para andlises de rotina,
contribuindo assim para o entendimento mais abrangente do impacto ambiental e da presenca
de farmacos em ecossistemas aquaticos e biologicos.

Além disso, aprimoramentos adicionais podem ser explorados para estender a
aplicabilidade do sensor em diferentes contextos analiticos. Investigacdes futuras poderiam se
concentrar na modifica¢do do eletrodo para a detecgdo tanto de novos farmacos, seja de forma
unica ou multiplas, caso aplicado em detec¢des simultdneas, ou incorporacao de outros
nanomateriais, como os a base de carbono, ou nanoparticulas de outros metais, a fim de agregar
ainda mais propriedades ao sensor. Assim como estudos de pré-concentracdo do analito na
superficie do sensor, a fim de aprimorar sua sensibilidade. Essas perspectivas representam
passos importantes em direcdo a avangos significativos na area de monitoramento ambiental e
farmacéutico, destacando o potencial impacto positivo dessa tecnologia na satde publica e na

preservacdao ambiental.
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ANEXO 1 - Informacgdes complementares sobre avaliacdo do regime do transporte de

massa e valores dos sensores

Durante o desenvolvimento deste projeto de mestrado foi apresentado a estudo do
comportamento da NIM diante da variagdo da velocidade de varredura, a fim de avaliar o
regime de transporte de massa da reagdo redox. Neste caso, uma solucdo de NIM 0,4 mmol L
!, em STF (0,2 mol L") pH 7, foi avaliada com o sensor 3Ds-CME usando a VC (Figura 11A),
onde as velocidades de varredura variaram de 25 a 300 mV s™!. A relagdo da raiz quadrada da
velocidade de varredura ndo foi obtida correlagdo linear adequada (R? = 0,963), e seus dados

sdo apresentados a seguir na Figura 30.

Figura 30 — Relacdo de linearidade entre os logaritmos da corrente de pico e da velocidade de

varredura (R? =0,963) para o 3Ds-CME.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Igualmente para o segundo sensor, 3Ds-eCME/AgNP, a relagdo entre a correntes de
pico obtida e a raiz quadrada da velocidade de varredura ndo havia sido apresentado, pois nao
exibiu correlagdo linear tdo adequada (R* = 0,967). Seus dados sdo apresentados a seguir na
Figura 31. Outro ponto citado, foi sobre os custos de producao dos sensores, sendo em torno de
R$ 0,09 para o 3Ds-CME ¢ R$ 0,30 para o 3Ds-eCME/AgNP. Os sensores sao basicamente
compostos de 4 materiais, ABS, esmalte de unhas, grafite e acetona, no caso das modificagdes,
ainda ¢ necessario solugdes de nitrato de prata, nitrato de potassio e hidroxido de sodio. Os

custos detalhados de produgdo dos sensores sao apresentados na Tabela 14 abaixo.
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Figura 31 — Relacdo de linearidade entre os logaritmos da corrente de pico e da velocidade de

varredura (R? = 0,967) para o 3Ds-eCME/AgNP.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Tabela 14 — Valores dos materiais basicos de construcao do sensor

Quantidade Preco / Un. Preco / Un.
Materiais Preco (RS) *
Utilizada (RS) (USS) **
ABS 73,22 (/ Kg) 8,10x 10" Kg 1,50 x 10°% 3,13x 10%
Esmalte de
5,99 (/8 g) 2,50x 10 L 5,93x10% 1,24 x 102
Unha
Grafite 630 (/Kg) 5,00x 10 Kg 3,15x 10 6,58 x 103
Acetona 101 (L) 2,50x 100 L 2,53x 100 527 x 10
Preco total 3Ds-CME 0,09%* 0,02%*
NaOH 24,24 (/500g) 2,00x 10%g 1,00 x 109 2,02 x 107
AgNO3 788,75 (/500g) 1,44x10% g 1,09 x 10 2,27x 10
KNO3 4,38 (/Kg) 8,59x10% g 0,21 4,47 x 107
Preco total 3Ds-eCME/AgNP 0,30 0,06%*

* O Valor de alguns dos materiais podem sofrer pequenas flutuagdes;
** (O valor do dolar durante o célculo foi considerado como US$ 1 =RS$ 4,79

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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