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RESUMO
No ambito deste estudo, foram desenvolvidas duas plataformas eletroquimicas de baixo custo,
usando eletrodo de papel e eletrodo gerado por gravacao a laser, para a quantificacdo da
amoxicilina em amostras de leite integral, comprimidos e urina sintética. O eletrodo de papel
foi construido utilizando-se papel de filtro e tinta condutiva. Este sistema demonstrou nao
apenas reprodutibilidade nas medigdes, mas também uma ampla faixa linear de trabalho. A
tinta condutiva a base de esmalte, acetona e grafite foi formulada de modo a otimizar a sua
composi¢do em relagdo a porcentagem de material condutivo. Destaca-se uma diferenca
significativa na performance do sensor diante da esfoliagdo mecanica de sua superficie, com
uma reducdo de aproximadamente 30% em sua resistividade a transferéncia de carga. As
analises de microscopia eletronica de varredura (MEV) indicam um aumento na
homogeneidade da superficie e uma melhora na exposicdo dos sitios eletroativos apos o
processo, medido por espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE). Um método
utilizando voltametria de pulso diferencial foi otimizado, resultando em uma resposta linear do
sensor para a amoxicilina na faixa de 29,8 a 126,7 pmol L™!. Em testes com amostras reais, sob
um ensaio de adi¢do e recuperacao, alcangou-se valores de recuperagdo entre 90% e 103%, com
um limite de detec¢io de 8 pumol L. Além disso, ndo foram observadas interferéncias
significativas no sinal analitico na presenga de outros farmacos clinicamente relevantes. O
eletrodo gerado por gravacao a laser na faixa visivel foi construido de maneira acessivel, com
alta escalabilidade e reprodutibilidade. As analises por EIE, MEV ¢ RAMAN revelaram uma
superficie porosa com morfologias de grafeno contendo abundantes sitios eletroativos.
Notavelmente, essa plataforma apresentou uma resistividade a transferéncia de carga inferior
quando comparada a um eletrodo comercial de carbono vitreo. Desenvolveu-se um método
eletroanalitico por meio da voltametria de pulso diferencial, com uma faixa de trabalho de 14,9
a 126,2 pmol L' e um limite de detec¢io da ordem de 4,9 umol L', Ao ser aplicado em
amostras farmacéuticas e alimenticias, em um ensaio de adi¢do e recuperagao, obteve-se valores
de recuperagdo variando de 86% a 104%. Em resumo, ambas as plataformas representam
alternativas promissoras para a analise das amostras propostas, apresentando faixas de trabalho

na ordem micromolar, com precisao e exatidao adequadas, além de escalabilidade promissora.

Palavras-chave: Eletrodo de papel; Amoxicilina; Tinta condutiva; Grafeno induzido por laser;

Impressora 3D; Sensores de poliimida.



ABSTRACT
Within the scope of this study, two low-cost electrochemical platforms were meticulously
engineered for the quantification of amoxicillin in samples of whole milk, tablets, and synthetic
urine. The paper electrode not only evinced reproducibility in measurements but also exhibited
an expansive linear working range. A conductive ink was formulated, employing base enamel,
acetone, and graphite powder, with scrupulous attention to optimizing its composition
concerning the percentage of conductive material. A noteworthy discrepancy in sensor
performance was discerned upon the mechanical exfoliation of its surface, resulting in an
approximate 30% reduction in its charge transfer resistance. Scanning electron microscopy
analyses revealed an augmentation in surface homogeneity and an enhancement in the exposure
of electroactive sites post-process. A method utilizing differential pulse voltammetry was
refined, yielding a linear sensor response within the range of 29.8 to 126.7 umol L. In real
sample tests, under an addition and recovery assay, recovery values ranging from 90% to 103%
were attained, with a detection limit of 8 umol L. Furthermore, no substantive interferences
were discerned in the analytical signal in the presence of other clinically relevant
pharmaceuticals. The visible laser-engraved electrode was meticulously constructed with
accessibility, high scalability, and reproducibility in mind. Analyses through EIS, SEM, and
RAMAN unveiled a porous surface with graphene morphologies housing abundant
electroactive sites. Notably, this platform exhibited a diminished charge transfer resistance
when juxtaposed with a commercial glassy carbon electrode. An electroanalytical method
employing differential pulse voltammetry was devised, achieving a working range of 14.9 to
126.2 umol L' and a detection limit in the order of 4.9 pmol L. When applied to
pharmaceutical and food samples, in an addition and recovery assay, recovery values fluctuated
between 86% and 104%. In summation, both platforms epitomize promising alternatives for
the analysis of the proposed samples, featuring micromolar order working ranges, coupled with

precision, accuracy, and auspicious scalability.

Keywords: Paper electrode; Amoxicillin; Conductive ink; Laser-induced graphene; 3D printer;

Polyimide sensors
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1. Introducao
1.1 Consideragodes gerais

Os métodos eletroquimicos de andlise desempenham um papel fundamental no
dominio da quimica analitica, explorando as propriedades elétricas das substancias para
fornecer informagdes precisas sobre sua composi¢do e concentragdo. Essas técnicas se
baseiam em reagdes de oxirreducdo, onde ocorre a transferéncia de elétrons na interface
entre um eletrodo ¢ a solugcdo (WANG, 2006b). A medi¢ao da corrente elétrica ou da
diferenca de potencial resultante dessas reagdes possibilita a quantificagao de espécies
quimicas, mesmo em concentragdes extremamente reduzidas. Em razdo de sua elevada
sensibilidade e adaptabilidade, os métodos eletroquimicos encontram uma ampla
variedade de aplicagdes em diversos contextos, que vao desde a analise de compostos
organicos e inorganicos até o monitoramento de processos biologicos (GANESANA et

al., 2017) e ambientais (POZA-NOGUEIRAS et al., 2019).

Os antibioticos também podem se tornar contaminantes em alimentos,
representando uma ameaga adicional a saide publica (KANTIANI et al., 2010). A
presenca de residuos de antibidticos em produtos alimenticios pode ocorrer devido ao uso
indiscriminado desses medicamentos na agricultura, pecudria e aquicultura, visando o
controle de doengas e o aumento da produgdo. A exposicao cronica a esses residuos pode
resultar na selecdo de bactérias resistentes nos alimentos (MALIK;
BHATTACHARYYA, 2019), bem como no trato gastrointestinal humano, aumentando
o risco de infecgdes dificeis de tratar (PATANGIA et al., 2022).

Portanto, além de representarem um desafio significativo na seguranca alimentar,
os residuos de antibidticos também contribuem para a disseminacdo da resisténcia
bacteriana, tornando crucial a implementa¢do de medidas eficazes de monitoramento e
controle. Nesse contexto, os métodos eletroquimicos emergem como uma ferramenta
valiosa para a detec¢do de residuos de antibioticos em alimentos (DE FARIA et al.,
2021a), fornecendo uma abordagem sensivel e precisa para garantir a qualidade e a
seguranga dos produtos alimenticios.

As metodologias de baixo custo baseadas em técnicas eletroquimicas sdo uma
solugdo promissora para detectar e quantificar residuos de antibidticos no ambiente e em
alimentos. Esses métodos, que empregam materiais acessiveis como grafite de lapiseira
(KUMAR NAIK et al., 2022), pasta de carbono (JAVANSHIRI-GHASEMABADI,

SADEGHI, 2023) e at¢ mesmo grafeno gerado via laser, oferecem uma abordagem
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acessivel e eficaz para monitorar contaminantes emergentes, contribuindo para a
seguranc¢a alimentar e a saude publica. No entanto, ¢ crucial garantir a validagdo e a
padronizacao dessas técnicas, além de integra-las adequadamente em programas de
monitoramento regulatdrios para mitigar os riscos associados a disseminacdo de

antibioticos.

1.2 Técnicas eletroanaliticas

A primeira aplicacdo de um método eletroanalitico foi reportada por Gibbs e
colaboradores que quantificou o teor de cobre em amostras de moedas de niquel e cobre
por meio da eletrogravimetria. Posteriormente, esse método foi aprimorado com os
trabalhos de Luckow para determinacao seletiva do metal, com o uso de eletrodo rotativo
por Klobukov, j4 a eletrogravimetria a potencial controlado foi desenvolvida por Sands e
Fischer. Além de representar um avango cientifico importante para o século XIV, a
eletrogravimetria desempenhou um papel fundamental no desenvolvimento industrial
europeu. Desde entdo, os métodos eletroanaliticos t€ém conquistado espagco como técnicas
instrumentais robustas e eficazes. Destacam-se também a proposi¢ao dos eletrodos de
vidro para H3O" por Maclnnes, Dole e Nikolsky, bem como a introdugio do conceito de
pH por Sorensen, como avangos tecnologicos proporcionados pela eletroanalitica. Em
1958, Jaroslav Heyrovsky recebeu o Prémio Nobel em Quimica “por suas descobertas e
desenvolvimento de métodos polarograficos de andlise” (LUBERT; KALCHER, 2010)

Assim, os métodos eletroanaliticos correlacionam caracteristicas fisico-quimicas
de sistemas quimicos com medidas quantitativas, baseando-se nas propriedades elétricas
intrinsecas de reacdes de oxirreducdo. Desse modo, torna-se vidvel monitorar espécies
quimicas organicas e inorganicas em seus mais diversos estados de oxidagdo através da
medida da diferenca de potencial ou corrente associados as reagdes redox na interface
eletrodo-solugdo. Destacam-se os baixos niveis de deteccdo e quantificacao das técnicas
eletroquimicas, o que as tornam atrativas para resolucdo de um amplo espectro de
problemas analiticos. Além disso, uma vez que a instrumentacdo disponivel avangou, ¢
possivel realizar medidas in situ, dispondo de portabilidade e eficiéncia em regides
remotas (WANG, 2006a).

As técnicas eletroquimicas podem ser divididas entre interfaciais e nao
interfaciais. Assim, as técnicas ndo interfaciais acompanham processos que ocorrem no
seio da solugdo, enquanto as interfaciais acompanham os processos que ocorrem na

interface eletrodo-solugdo. Entre as técnicas interfaciais, existem aquelas que trabalham
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com controle do potencial aplicado: voltametria, amperometria, eletrogravimetria e a
coulometria a potencial constante. Por outro lado, existem técnicas que trabalham com
corrente constante, como a eletrogravimetria e as titulagdes coulométricas. Frente a
diversidade de aplicagdes, destaca-se a voltametria, capaz de quantificar tragos de analitos
em um vasto nimero de matrizes distintas com elevada sensibilidade. (DE FARIA et al.,
2021b)

Os métodos voltamétricos sao operados em células eletroquimicas compostas por
trés eletrodos, nas quais uma rampa de potencial ou potencial fixo podem ser aplicados
entre o eletrodo de referéncia e o eletrodo de trabalho. A eletrdlise do analito ocorre sobre
a superficie do eletrodo de trabalho, de modo que o incremento de corrente gerado ¢
proporcional a concentragdo da espécie sobre o sensor. Essa corrente € registrada entre o
eletrodo de trabalho e o eletrodo auxiliar, a fim de ndo gerar perturbagdes no eletrodo de
referéncia (COMPTON; BANKS, 2007).

A sensibilidade dos métodos voltamétricos sdo provenientes dos materiais
utilizados na confec¢do do eletrodo de trabalho, visando facilitar a transferéncia
eletronica e amplificacdo do sinal analitico. Ademais, a antecipagdo do potencial no qual
ocorre a oxidacdo para valores mais proximos de zero mitiga a oxidagdo paralela de
interferentes, o que confere seletividade aos métodos voltamétricos. Portanto, o conjunto
de técnicas voltamétricas € atrativo para aplicagdes analiticas, oferecendo caracteristicas
adequadas para uma analise de rotina.

Um dos desafios da anélise quimica ¢ a diminui¢ao dos custos instrumentais, de
modo a tornar os métodos mais acessiveis e manté-los igualmente robustos. Assim,
sensores de baixo custo vém sendo investigados (STEFANO et al., 2022), como aqueles
feitos a base de grafite de lapiseira (ALVES et al., 2021), pasta de carbono (ARABALI
et al., 2016), grafeno gerado via laser de CO2 (YOON et al., 2020), tinta condutiva de
grafite (LISBOA et al., 2021), eletrodos auto-adesivos (ORZARI et al., 2019), eletrodo
composito com suporte 3D (DE OLIVEIRA et al., 2023), dentre outros, ¢ t€ém sido
amplamente aplicados em amostras de matrizes distintas, indicando a viabilidade dos

sistemas de baixo custo.

1.3 Sensores a base de papel ou material plastico
Atualmente, dentre os substratos para constru¢do de novos sensores
eletroquimicos, o papel dispde de propriedades interessantes como flexibilidade,

capilaridade, baixo custo, facilidade de modificagdo, liberdade de design e gramaturas
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variadas. Esse conjunto de caracteristicas faz com que ele seja atrativo para
sensoriamento remoto de diversas espécies, bem como para propor sistemas
microfluidicos (OZER; MCMAHON; HENRY, 2020).

Os papéis de filtro e de cromatografia s3o os mais utilizados na construgdo de
novos sensores, visto que a maioria dos outros tipos de papéis passa por algum
processamento como branqueamento ou revestimento. As substancias adicionadas
podem prejudicar a imobilizacao de reagentes ou gerar sinais de fundo muito intensos,
interferindo em medidas analiticas adequadas (YAMADA et al., 2015)

Destaca-se a microestrutura porosa e a rede de fibras formada pela celulose como
caracteristicas vantajosas, uma vez que viabilizam o escoamento de solugdes aquosas
via capilaridade sobre o substrato. Desta forma, torna-se factivel implementar canais
microfluidicos com fluxos bem definidos sobre o papel. Adicionalmente, a adsor¢ao de
agentes mascarantes, quelantes e biomoléculas pode ser realizada, incluindo etapas de
pré-concentragdo e tratamento de amostra na plataforma analitica (CHANNON et al.,
2019).

Em busca de melhorar a performance analitica de substratos de papel, a literatura
especializada vem abarcando uma série de evidéncias que corrobora protocolos de
ligacdo covalente entre o papel e alguns modificadores a partir da funcionalizagdo dos
grupos hidroxila da celulose em aldeidos e grupos epoxi, de modo a inserir lipase
(GIRELLI; SALVAGNI; TAROLA, 2012), glucose oxidase (STOLLNER;
SCHELLER; WARSINKE, 2002), sérum bovino (HONG et al., 2018) e tirosinase
(SOLTANI FIROOZ et al., 2017). Estes protocolos garantem maior estabilidade para
os biosensores ¢ estabelecem a seletividade que as analises clinicas demandam.

Nas ultimas duas décadas, houve um aumento acentuado de publicagdes
envolvendo sensores a base de papel, indicando a sua popularizagdo e interesse da

comunidade cientifica em aplica-lo (Figura 1).
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Figura 1: Numero de publicacdes envolvendo dispositivos eletroanaliticos a base de

papel (ePAD) encontrados na base de dados Science Direct no periodo de 2020-2023.
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Alternativamente, para produg¢do de sensores de papel, aplicam-se tintas
condutivas. Essas tintas t€m em sua composi¢do um material condutivo, um material
polimérico para garantir a dispersdo dos outros componentes € um solvente. A
proporcao de solvente para os outros componentes da tinta ¢ otimizada de modo a
assegurar um tempo de secagem que nao gere fraturas, mas também nao molhe o papel
ao ponto de inutilizd-lo (CAMARGO et al., 2021). Atualmente, sensores de papel ja
foram aplicados em amostras biologicas (SHRIVAS et al., 2020), amostras de produtos
animais (WANG et al., 2017b) e farmacos (LEE et al., 2016). Ainda assim, esse tipo de
sistema exibe baixo custo ¢ versatilidade. Em muitas situagdes ¢ viavel adicionar
modificadores as tintas, visando a melhora do sinal analitico do sensor.

Dentre a diversidade de técnicas para criar as trilhas condutivas sobre o papel,
as técnicas de impressao a jato de tinta, pintura com stencil ou pincel, serigrafia e pintura

com grafite sdo as mais frequentemente aplicadas (ATAIDE et al., 2020). A serigrafia
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¢ um método robusto que utiliza uma mascara em um tecido ou filme fotografico para
o desenho do sensor, assim o material condutivo é depositado sobre essa mascara
(GARCIA-MIRANDA FERRARI; ROWLEY-NEALE; BANKS, 2021). A impressio
a jato de tinta utiliza impressoras com o design construido digitalmente ¢ deposita o
material condutivo sobre o papel de forma automatizada. A vantagem deste
procedimento ¢ a ampla gama de materiais que podem ser incorporados ao sensor
através da tinta ou mesmo sendo adicionados camada por camada em um cendrio de alta
escalabilidade (SOUSA et al., 2024).

No entanto, tanto a serigrafia quanto a impressado a jato de tinta sdo metodologias
custosas, demandam treinamento e equipamentos especificos para sua produgdo. Por
outro lado, a pintura com stencil, pincel ou uso do grafite sio metodologias mais
acessiveis, visto que a primeira utiliza um stencil adesivo sobre o papel para dar o
formato do sensor, enquanto o uso do pincel aplica a tinta condutiva sobre toda
superficie (ATAIDE et al., 2020). A utilizagdo do grafite consiste em desenhar com um
lapis as trilhas condutivas e, sucessivamente, ir depositando camadas do grafite sobre o
substrato. No entanto, esta abordagem ¢ limitada pela baixa reprodutibilidade dos
sensores (ATAIDE et al., 2022).

Embora os sensores possam ser impermeabilizados parcialmente, a sua
permeabilidade pode ser um limitante para a sua performance analitica. Se o papel for
totalmente molhado, o sensor pode ser inutilizado pela perda de contato elétrico. Desse
modo, reportam-se na literatura trabalhos com materiais poliméricos como o acetato de
celulose (LI et al., 2005), fita adesiva (DE OLIVEIRA et al., 2020), polietileno
tereftalato (PET) (WANG et al., 2019), entre outros (LANZALACO; MOLINA, 2020).
Os materiais plasticos e poliméricos se assemelham ao papel em flexibilidade para
construcdo do sensor. Ademais, esses materiais s3o impermeaveis € também permitem
facil modificacao da superficie.

Uma das potencialidades das plataformas a base de papel foi demonstrada pelo
grupo australiano de Ghosale e colaboradores (GHOSALE et al., 2017) que reportaram
o desenvolvimento de um sensor a base de papel fotografico para detec¢ao de peroxido
de hidrogénio (H202) em 4guas residuais. A tinta condutiva utilizada para producao do
eletrodo de trabalho foi produzida através da obtencao de nanoparticulas de prata em
presenca de acido ascorbico e revestidas por octilamina. O eletrodo de trabalho foi

confeccionado usando uma suspensao das nanoparticulas em cloroférmio aplicada com
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uma caneta esferografica (PE/AgNP-OA). O sensor exibiu uma larga faixa de trabalho

(1,7 umol L' - 30 mmol L) e um limite de deteccio de 0,5 umol L.

1.4 Grafeno induzido a laser (GIL)

O grafeno ¢ um material bidimensional, de camada fina, constituido por atomos
de carbono sp? dispostos numa estrutura hexagonal. Desde o reporte pioneiro de Geim e
Novoselov (NOVOSELOV et al., 2004) sobre o seu isolamento através da esfoliacao
mecanica do grafite, houve um esfor¢co mundial para investigar as suas propriedades
mecanicas e elétricas. Neste sentido, a sua grande area superficial e a rapida cinética de
transferéncia de elétrons sdo caracteristicas favoraveis para aplicagdes eletroquimicas,
seja para armazenamento de energia (JI et al., 2016) ou para plataformas de detecgdo
(ROWLEY-NEALE et al., 2018).

Ao longo das ultimas duas décadas, desenvolveu-se um consideravel numero de
métodos de produgdo de grafeno. Metodologias sintéticas como a deposi¢cdo de vapor,
crescimento epitaxial, a esfoliagdo micromecanica e a redugdo em fase liquida do 6xido
de grafeno sdo destacadas como as estratégias mais comuns (WHITENER; SHEEHAN,
2014). Ademais, € possivel produzir grafeno através da redugdo do 6xido de grafeno sob
luz UV, em condi¢des térmicas ou quimicas (WHITENER; SHEEHAN, 2014).

Recentemente, o grupo de Tour reportou um trabalho (YE; JAMES; TOUR, 2019)
no qual incidiu-se um feixe de laser de COz na regido do infravermelho em um filme de
poliimida comercial. Observou-se que uma estrutura de grafeno 3D foi gerada,
denominada de grafeno induzido a laser (GIL). Esse procedimento envolve a conversao
fototérmica de atomos de carbono sp® em atomos de carbono sp? através da irradiagdo a
laser de CO> (HUANG et al., 2020b). O GIL tem sido gerado com sucesso utilizando
varios polimeros, incluindo a polianilina (PANI) (LIN et al., 2014) e a polietersulfona
(PES) (GETACHEW; BERGSMAN; GROSSMAN, 2020). A versatilidade na concepg¢ao
do GIL e a capacidade de obter diversas morfologias de grafeno podem ser controladas
através do ajuste de parametros como a fonte de radiacdo, os niveis de energia, a
densidade de pulsos e os ciclos do laser (HUANG et al., 2020b).

No entanto, uma das limita¢des das fontes de laser de infravermelho € a dimensao
do seu feixe. Objetivando-se sobrepujar esta limita¢ao espacial, tém sido utilizadas fontes
de radiagdo visivel para criar o GIL, o que resulta na produgcdo do material de alta
resolucdo a partir de feixes menores. Isto ndo s6 facilita a miniaturizagdo de plataformas

analiticas com caracteristicas semelhantes aquelas produzidas na regido do
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infravermelho, como também ¢ uma abordagem mais econdomica (STANFORD et al.,

2020).

1.5 Beta-lactamicos

Os beta-lactamicos sao um conjunto de moléculas de agdo antibacteriana de amplo
espectro, cuja caracteristica estrutural em comum ¢ o anel B-lactamico (Figura 2). Esse
anel € composto por trés atomos de carbono € uma amida, no qual pode haver uma cadeia
lateral ou outro anel condensado a estrutura. Essa por¢ao da molécula ¢ a principal
responsavel pela efetividade desses compostos, atuando diretamente na inibi¢do da
sintese da parede celular bacteriana (LIMA et al., 2020). Por conseguinte, ocorre lise e
morte celular. O primeiro beta-lactamico foi observado por Alexander Fleming em 1928,
a penicilina G, a qual era aplicada em ferimentos de guerra durante a 2* Guerra Mundial.
Tendo em vista a sua diversidade estrutural, os beta-lactimicos sdo classificados de
acordo com o anel principal e os grupos quimicos adjacentes em: penicilinas,
cefalosporinas, carbapenémicos € monobactamicos (PAGE, 2012).

As penicilinas sdo o grupo mais antigo dentre os beta-lactdmicos. Ao passo que
foram introduzidas em clinica, ocorrendo o surgimento de cepas bacterianas resistentes.
Assim, novas estratégias sintéticas para sua derivagao foram necessarias. Desse modo, as
penicilinas podem ser divididas em naturais ou semi-sintéticas. Uma penicilina semi-
sintética de largo espectro com uso recorrente para o tratamento de gonorreia, otite média
¢ pneumonia ¢ a amoxicilina (Figura 2) (RANG H.P., 2007). Esse farmaco exibe uma
cadeia lateral p-hidroxifenilglicina (POHFG) ligada ao nucleo B-lactamico (6-APA). A

secrecao tubular ¢ a sua principal via de excre¢ao quando administrada oralmente.

Figura 2: Molécula de amoxicilina.
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Antibioticos contabilizam uma grande parcela dos medicamentos comercializados
atualmente, observando-se um aumento do seu consumo em paises mais pobres, em
especial farmacos como ampicilina e amoxicilina (BROWNE et al., 2021). Somando-se
ao fato do constante desenvolvimento de resisténcia bacteriana, ¢ de grande relevancia
conduzir um programa de vigilancia que monitore amostras farmacéuticas e seus usos,
visando assegurar controle de qualidade, vigéncia com as regulamentagdes atuais e
também a avaliacdo do seu potencial como contaminante emergente em matrizes

aquaticas (BILAL et al., 2020).

1.6 Antibioticos como contaminantes em produtos de origem animal

Os antimicrobianos vém sendo encontrados como residuos em alimentos,
especialmente em produtos de origem animal. Na produgdo leiteira, o manejo adequado
do gado ¢ fundamental para garantir a qualidade dos insumos. Os antibidticos podem se
tornar residuos no leite pelo desrespeito ao periodo de caréncia e excrecdo dos
antibidticos, o que pode variar de acordo com a forma de administragdo do medicamento,
dosagem, classe do antibidtico e estado da glandula mamaria. Além disso, hd também o
uso de medicacdo por periodos prolongados ou de forma “preventiva”, bem como a
adicao no produto final para mitigar a proliferagdao bacteriana ¢ aumentar o tempo de
prateleira (DAME SAYAO LOBATO; GIL DE LOS SANTOS, 2020).

Tendo em vista que o Brasil ¢ o terceiro maior produtor de leite do mundo
(EMBRAPA GADO DE LEITE, 2022), com produg@o na ordem dos bilhdes de litros
anualmente, o0 monitoramento desses compostos torna-se relevante em termos de satde
publica e seguranca alimentar. Dentre os antibiodticos aplicados na veterinaria, os beta-
lactdmicos sdo os mais utilizados, com destaque para ampicilina e a amoxicilina (KORB
et al., 2011). Os impactos na satde do consumidor surgem a partir do desenvolvimento
de cepas bacterianas resistentes, bem como os processos de hipersensibilizacao e alergias
(DAYAN, 1993). Em paises como Ird, Kenya e Estados Unidos, os antimicrobianos ja
foram identificados em amostras de leite (KISSELL et al., 2013; KOSGEY; SHITANDI;
MARION, 2018; MOGHADAM, 2016). No Brasil, mesmo apds tratamento térmico,
observou-se a presenca de antibioticos em amostras de leite coletadas no Parana
(NOVAES et al., 2017).

A preocupacdo em estabelecer programas de monitoramento dos residuos de

antimicrobianos em produtos de origem animal existe desde a década de 70, com o
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surgimento do Programa Nacional de Controle de Residuos Biologicos em Carnes
(PNCRBC). Ap6s uma série adequagdes, atualmente Plano de Nacional de Controle de
Residuos e Contaminantes (PNCRC / Animal) do Ministério da Agricultura e Pecuéria
(MAPA) monitora e analisa anualmente amostras de produtos de origem animal, como
leite, carne ¢ ovos em laboratorios nas suas instalagdes. Os ensaios conduzidos verificam
se as amostras estdo em conformidade com os limites maximos de residuos (LMRs),
assegurados pela Instrugao Normativa n® 162, de 1° de julho de 2022. De acordo com esta

legislagao, definiu-se um LMR de 4 pg/L para leite bovino.

1.7 Metodologias para deteccao e quantificagdo da amoxicilina

De acordo com a Farmacopeia Brasileira (BRASILEIRA, 2019), a amoxicilina ¢
quantificada em insumos farmacéuticos através da iodometria. Esse ensaio ¢ aplicado
para todos os antibidticos penicilamicos, o que implica em baixa seletividade frente aos
analogos da classe. Além disso, a sensibilidade ¢ dependente da visualizacdo do ponto de
viragem da titulacdo. Na literatura, reportam-se metodologias que utilizam cromatografia
liquida de alta eficiéncia para o doseamento da amoxicilina em amostras farmacéuticas
((DOUSA; HOSMANOVA, 2005; LEBELLE; WILSON; LAURIAULT, 1980),
colorimetria (AKHOND; ABSALAN; ERSHADIFAR, 2015) e eletroforese capilar
(GARCIA-CAMPANA et al., 2009).

Metodologias utilizando a cromatografia liquida sdo frequentemente aplicadas
para deteccdo e quantificacdo de amoxicilina em amostras de leite (DE MARCO et al.,
2017). Nesse caso, destaca-se a demanda por um tratamento de amostra que pode incluir
uma etapa de extracao, com objetivo de conservar a estrutura do analito e mitigar os
interferentes da matriz.

Siiriicii e colaboradores (SURUCU et al., 2022) reportaram a detecgio simultinea
de cloranfenicol e amoxicilina utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada ao detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD) em amostras de leite. O analito
foi extraido com o procedimento de ponto nuvem, na presenga do surfactante polietileno
glicol (PEG-6000) em pH 7. Esse tipo de extracao utiliza do ponto de turvagao/nuvem
dos surfactantes quando expostos a condi¢des de temperatura ou pressdo acima do seu
ponto critico. Desse modo, formam-se duas fases isotrdpicas, o que permite a pré-
concentracdo do analito e a sua extragdo. Nesse trabalho, quatro amostras de leite cru
foram fortificadas em dois niveis de concentragdo (100 e 300 ng L'). Observaram-se

valores de recuperagdo entre 94% - 107%.
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O grupo do Wang (WANG et al., 2017a) desenvolveu uma metodologia para
detec¢do de amoxicilina e seus metabolitos principais em tecidos de aves utilizando a
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas com ionizagao por eletrospray
em Tandem (UPLC-ESI/MS/MS). Neste trabalho, as amostras de tecido animal foram
moidas, homogeneizadas, suspendidas com penicilina V como padrao interno (2,5 pg mL"
1) e centrifugadas. Apos a adi¢do de 4gua e acetonitrila (1:1 v/v), a amostra foi extraida
por meio de um processo de homogeneizagao seguido por lavagem e extracao ultrassonica
em acetonitrila. O sobrenadante resultante foi combinado com solugdes de acetato de
amonio e diclorometano saturado, visando a remoc¢ao de gorduras. Apds uma etapa de
purificagdao e concentragdo por liofilizacdo, a amostra foi reconstituida em acetonitrila,
filtrada e submetida a analise por UPLC-ESI/MS/MS. Realizou-se um ensaio de adi¢ao e
recuperagio em quatro niveis (1,5, 25, 50 e 100 ug kg'), no qual os valores de
recuperacao variaram na faixa de 75% — 102%.

O grupo de Reem Y. Shahin (MAHMOUD et al., 2022) elaborou metodologias
fluorométricas e colorimétricas utilizando pontos quanticos de carbono co-dopados com
cobre e nitrogénio (Cu, N@CQDs) para quantificacdo de amoxicilina. Empregou-se o Cu,
N@CQDs como catalisador semelhante a peroxidase na plataforma de acoplamento
oxidativo da amoxicilina (AMX) com 4-aminoantipirina (4-NH>-APE) na presenga de
H>0;, resultando na formacdao de um cromégeno quinonimina rosa. No método
colorimétrico, a intensidade de absor¢ao cresceu linearmente na faixa de concentragao de
4,3 —110,0 pmol L. J4 no método fluorométrico, a emissdo do Cu, N@CQDs diminuiu
proporcionalmente 4 adigdo de AMX na concentragio de 0,2 — 120,0 pmol L. Esta
plataforma foi aplicada na determinagdo de AMX em capsulas farmacéuticas, soro
humano, leite e amostras de agua. O ensaio de adi¢do e recuperacao foi realizado em dois
niveis de concentragdo (10 e 50 umol L) para as duas metodologias, com recuperagdes

entre 95% — 104%.

1.8 Detecgao eletroquimica de amoxicilina

A deteccao por métodos eletroquimicos da amoxicilina vém sendo reportada na
literatura em eletrodos comerciais com superficies modificadas ¢ ndo modificadas
(HRIOUA et al., 2021). Valenga e colaboladores reportaram (VALENGA et al., 2020) o
uso de um eletrodo de carbono vitreo modificado com ¢xido de grafeno reduzido e Nafion
(ECV/rGO-Nafion) para quantificacdo de amoxicilina em amostras de agua de rio

utilizando a voltametria de onda quadrada (VOD). O sensor foi modificado pelo
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gotejamento de uma suspensao do rGO sobre sua superficie e, apos secagem, gotejamento
de uma solugdo de Nafion. O eletrodo modificado exibiu uma faixa linear de 1,8 pmol L-
'~ 5,4 pmol L' e limite de detec¢iio de 0,36 umol L. O estudo de adi¢do e recuperagio
para duas amostras de agua de rio distintas, em trés niveis de concentragdo (2,4 pmol L-
1,3,6 umol L' e 4,8 umol L), resultou em uma faixa de recuperagio de 97% a 107%.

O grupo de Pandey (SHARMA; JAIN; PANDEY, 2023) reportou o uso de um
eletrodo de carbono vitreo modificado com nanofibras de carbono (CFE) para detecgao
simultanea de amoxicilina e clavulanato em amostras de serum humano ¢ formulagao
farmacéutica aplicando a VOD. Desse modo, o sensor foi modificado com o gotejamento
de uma solugdo de CFE e seco a temperatura ambiente. A faixa de trabalho linear do
sensor foi de 0,6 pmol L' até 3,0 umol L}, com limite de deteccio de 0,098 umol L.
As amostras foram fortificadas em trés niveis de concentracio (1,8 pmol L', 2,4 umol L~
e 3,0 umol L"). O método proposto demonstrou valores de recuperagio de 98% até
100,5%.

Zamani et al (OJANI; RAOOF; ZAMANI, 2012) aplicaram um eletrodo de pasta
de carbono (EPC) com um filme do complexo Ni(Il)-curcumina (EPC/Ni-CR) para
quantificagdo da amoxicilina em amostras de formulacdo farmacéutica e urina por
cronoamperometria. A modificagdo foi preparada através da eletropolimerizacao de um
complexo precursor de amonia-Ni(I) em meio alcalino sob excesso de curcumina. O
EPC/Ni-CR exibiu faixa linear de trabalho de 8 até 100 pmol L™, com limite de detecgio
de 5 umol L', Os valores de recuperagio para as amostras variaram na faixa de 98% até

105,1%.

1.9 Voltametria de Pulso Diferencial (VPD)

A voltametria € uma técnica eletroanalitica que consiste em aplicar um potencial
que varia com o tempo ¢ medir a corrente resultante da aplicagdo desse potencial. A
corrente resultante possui dois componentes: a corrente faradaica e a corrente capacitiva.
A corrente faradaica ¢ advinda do processo redox do analito que ocorre na superficie do
eletrodo e é proporcional a concentragdo da espécie de interesse. Por outro lado, a corrente
capacitiva ¢ resultado da formagao da dupla camada elétrica, uma resposta das moléculas
da solucdo vizinhas ao eletrodo que tém seus dipolos orientados frente ao processo de
polarizacao do eletrodo de trabalho. Desse modo, forma-se um capacitor sobre a sua

superficie (STOJEK, 2010).



28

Ao longo do desenvolvimento das técnicas eletroanaliticas, objetivou-se mitigar a
contribuicdo da corrente capacitiva, de modo que a corrente total fosse resultante da
corrente faradaica. Nesse panorama, investigou-se a forma como a aplicagao do potencial
(sinal de excitagdo) impactava esse processo. As técnicas de pulso surgem como uma
alternativa a diminuicao da corrente capacitiva. Nessa modalidade, o potencial ¢ aplicado
na forma de pulsos, degraus de potencial fixos ou varidveis. Tanto a componente faradaica
quanto a componente capacitiva decaem exponencialmente. A corrente faradaica ¢
proporcional a raiz quadrada do coeficiente de difusdo. No entanto, a diminui¢ao do valor
de corrente ¢ consideravelmente menos acentuada para a corrente faradaica. Assim, ao
medirmos a corrente total no tempo adequado, isto ¢, antes do pulso e ao final do pulso,
torna-se razoavel estabelecer que a corrente resultante sofre menor influéncia da corrente
capacitiva (COMPTON; BANKS, 2007).

As técnicas de pulso mais populares sdo a voltametria de pulso diferencial (VPD)
e a voltametria de onda quadrada (VOD). A voltametria de pulso diferencial consiste na
aplicagdo de uma série de pulsos de mesmo valor (amplitude) sobre uma rampa de
potencial (degrau de potencial ou incremento de potencial). Na VPD, a corrente ¢ medida
no comec¢o do pulso (S1) e ao final do pulso (S2), de maneira a equacionar a corrente
capacitiva e subtrair sua contribui¢do da corrente total. Finalmente, a corrente ¢ altura de
pico da gaussiana dada como sinal instrumental. A Figura 3 esquematiza o modo como o

sinal de excitagdo ¢ aplicado (PACHECO et al., 2013).

Figura 3: Esquema representativo do sinal de excitacdo da voltametria de pulso

diferencial.
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2. Objetivos
2.1 Objetivo geral

Desenvolver um método voltamétrico para quantificacdo de amoxicilina em
amostras de origem farmacéutica e alimenticia aplicando eletrodos a base de papel e

material polimérico com tinta condutiva de grafite.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a viabilidade da construgao de eletrodos de trabalho com base em
substratos poliméricos ou de papel;

e Caracterizar os eletrodos utilizando a microscopia de varredura eletronica
(MEV) e espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE);

e Estudar o comportamento eletroquimico da amoxicilina (AMX), bem
como o efeito de diferentes eletrélitos suporte, efeito do pH do eletrolito
suporte e o regime de transporte de massa;

e Desenvolver e otimizar as condigdes instrumentais para determinacdo de
AMX utilizando técnicas voltamétricas;

e Avaliar as figuras de méritos inerentes ao método desenvolvido;

e Aplicar o método para amostras de formulacdes farmacéuticas e
alimenticia de diferentes origens;

e Comparar os resultados obtidos com a cromatografia liquida de alta

eficiéncia (HPLC).

3. Materiais e métodos

3.1 Reagentes e solugdes

Os padrdes analiticos de amoxicilina tri-hidratada (AMX), ampicilina (AMP),
dipirona (DIP), paracetamol (PCT), cloranfenicol (CHL) e clavulanato de potéassio (CLV)
foram obtidos da Sigma Aldrich (St. Louis, EUA). O acido amoxildéico (AAC) foi
preparado de acordo com um procedimento previamente publicado (MITCHELL et al.,
2014). O grafite em po6 foi adquirido da Sigma Aldrich (St. Louis, EUA). O material
polimérico utilizado no trabalho foi um esmalte base para unha obtido da Risqué (Sao
Paulo, Brasil). Acetona, metanol, fosfato de sodio monobasico, fosfato de sodio dibasico,
hidréxido de sodio, cloreto de potassio, acido nitrico e ferrocianeto de potassio foram
adquiridos da Vetec Quimica Fina Ltda. (Rio de Janeiro, Brasil). As folhas de poliimida
(¢ 0.125 mm) foram obtidas da Vemar (Sorocaba, Brasil).
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Todas as solucdes foram preparadas com agua deionizada (Milli-Q — Quantum
EX) com resistividade maior ou igual a 18 MQ cm. Os tampdes Britton-Robson (BR)
(4cido fosforico, acido bérico e acido acético — 0,1 mol L) e fosfato (fosfato de sodio
dibasico e fosfato de sédio monobasico — 0,1 mol L) foram utilizados como eletrolito
suporte. Os respectivos valores de pH dos eletrolitos suportes foram ajustados com
solugdes de NaOH (2,00 mol L) e HCI (2,00 mol L). A solugio estoque de AMX foi
preparada com 20% (v/v) de metanol e 80% (v/v) do tampdo fosfato (0,1 mol L™, pH =
7).

3.2 Amostras e tratamento das amostras

As amostras de leite foram obtidas no comércio local de Juiz de Fora, Minas
Gerais. As amostras foram diluidas dez vezes em um baldo volumétrico de 5,00 mL com
tampdo fosfato (0,1 mol L'; pH = 7). A urina sintética foi preparada seguindo um
protocolo publicado na literatura (LAUBE; MOHR; HESSE, 2001), com concentragdes
de CaCl»,2H,0 1,1 g L', NaCl1 2,9 g L', NaxS042,2 g L'}, KHoPOs 1,4 gL, KCl 1,6 g
L, NH4Cl 1,0 g L'! e ureia de 25 g L' Essas amostras foram diluidas dez vezes em um

baldo volumétrico de 5,00 mL com tampio fosfato (0,1 mol L', pH = 7).

As amostras farmacéuticas (500 mg de AMX por comprimido) foram obtidas em
farmaécias locais de Juiz de Fora, Minas Gerais. Pesou-se uma massa de aproximadamente
8 mg do farmaco em um baldo de 10,00 mL e diluiu-se com 80% de tampao fosfato (v/v)
e 20% de metanol (v/v). Os excipientes da amostra eram croscarmelose sddica, estereato

de magnésio e talco.

3.3 Instrumentagao

Para a realizagdo de todas as medidas eletroquimicas utilizou-se um potenciostato
nAutolab Type III (EcoChemie, Utrecht, Holanda) e um potenciostato PGSTAT-128N
(Utrecht, Holanda) interfaceados a um microcomputador pelo software Nova, versao
2.1.6 (Metrohm Autolab B.V, Utrecht, Holanda). Empregou-se uma célula eletroquimica
composta de um eletrodo de trabalho de papel com tinta condutiva ou poliimida gravado
a laser, um eletrodo de Ag/AgCl, KCla € um eletrodo de platina como eletrodos de
referéncia e auxiliar, respectivamente. A aquisi¢ao e tratamento dos dados foi realizada
pelo NOVA 2.14 e Origin 2019b, respectivamente. A célula eletroquimica utilizada foi

de politetrafluoroetileno com dimensdes de 2,5 cm de didmetro, 3,0 cm de altura e 15 ml
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de volume total para as medidas feitas com o eletrodo de papel, enquanto um béquer de
5 ml foi utilizado como célula eletroquimica para as medidas feitas como o eletrodo a
base de grafeno induzido a laser.

A morfologia das superficies dos eletrodos de trabalho foi avaliada com um
microscopio eletronico de varredura modelo Hitachi TM 3000 combinado com EDS
(Bruker) para analise dispersiva de raios-X e um microscopio modelo Vega 3 da Tescan
(Republica Tcheca) e operado a 20 kV. Os espectros Raman foram adquiridos usando um
espectrometro Bruker SENTERRA e um detector CCD, com excitagdo a laser operando
em um comprimento de onda de 532 nm e 633 nm ¢ poténcia de 50 mW.

Os métodos propostos foram comparados com a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), utilizando o equipamento da marca Shimadzu, modelo Prominence
UFLC, equipado com software LC solution, coluna C18 Shim-Pack XR-ODS (3,0 mm x
75mm x 2,2pum), amostrador automatico (SIL-20ACHT UFLC) e detector
espectrofotométrico UV-Vis (SPD-20A UFLC). As medidas de pH foram feitas usando
um potenciometro da Digimed DM 20 e um eletrodo combinado de vidro (Metrohm)

calibrado com solugdes tampao Merck de pH 4,00 e pH 7,00.

3.4 Otimizagao da tinta condutiva e confec¢do dos eletrodos de papel (ePAD)

A composi¢do da tinta condutiva foi otimizada em termos das proporgdes de
grafite e esmalte, de modo a obter a resposta que indicasse maior sensibilidade e melhor
perfil voltamétrico da sonda redox de comportamento bem definido de [Fe(CN)s]>
/[Fe(CN)s]* (1 mmol L' em 100 mmol L' de KCIl) por voltametria ciclica, com
velocidade de varredura de 100 mV s™'. Desse modo, variou-se a composi¢do da tinta
entre 20:80 até 70:30 (% m/m) de grafite e esmalte em 1g de massa total, adicionando-se
2 mL de acetona e agitando por 10 minutos. Retangulos de papel de filtro (Whatman) (1
cm x 4 cm) foram pintados com auxilio de um pincel, como reportado pelo grupo
(LISBOA et al., 2021) e outros autores (BATISTA DEROCO et al., 2020). Os retangulos
foram expostos a uma luz de infravermelho (Phillips IR250CH) por 10 minutos (Figura
4). Apods devidamente secos, os eletrodos foram polidos com lixas de granulometrias
variadas (1200 e 2000 grt) até que fosse observado um aspecto brilhante. A resposta do
sensor foi avaliada antes e apds o polimento. Os eletrodos foram posicionados na parte
inferior de uma célula eletroquimica na qual a drea geométrica foi delimitada utilizando

um o-ring por um circulo de 0,4 cm de diametro (Figura 5).
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Figura 4: Esquema ilustrativo da confec¢do do ePAD.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 5: Sensor a base de papel e tinta condutiva antes (A) e apds (B) polimento com
indicacao de inser¢ao na célula eletroquimica.

A B

Fonte: Elaborado pelo autor

3.5 Construcao do eletrodo a base de grafeno induzido a laser (e-LIG)

Os eletrodos a base de grafeno induzido a laser foram construidos nas
dependéncias do Nucleo de Pesquisa em Eletroanalitica (NUPE), na Universidade
Federal de Uberlandia (UFU) em Minas Gerais. Desse modo, a construcao da
instrumentagdo para gravacao a laser foi descrita previamente na literatura (DIAS et al.,
2022). Em resumo, a fonte de laser visivel (3,5 W; 405-450 nm, da Eleksmaker) foi fixada
no manipulador de uma impressora 3D Hypercube em um arranjo Core-XY (substituindo
o extrusor de filamento geralmente presente em impressoras FDM), conforme ilustrado
na Figura 6A. O comprimento de onda maximo de emissdo da fonte de laser visivel foi

medido com um espectrometro UV-Vis Ocean Optic JAZ (Ocean Insight, EUA) e o valor
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de 449,2 nm foi obtido. A folha de PI foi posicionada na cama de calor da impressora
FDM (30 cm x 30 cm) para fabricar os eletrodos.

Os sensores de e-LIG foram fabricados de acordo com parametros otimizados
estabelecidos previamente (DIAS et al., 2022). Esses parametros sdo configurados no
software da maquina. A poténcia do laser visivel foi ajustada precisamente para 24% (~
0,84 W), com uma velocidade de deslocamento de 20 mm s™'. Além disso, o caminho do
laser utilizou uma separacao fixa de 0,05 mm entre linhas paralelas. O processo de
ablacdo a laser foi inicialmente utilizado para delinear o design do eletrodo, chamado de
corte a laser. Posteriormente, durante o processo de preenchimento do e-LIG, o feixe de
laser foi direcionado uniformemente de um lado para o outro, conhecido como caminho
de preenchimento. O design do e-LIG adotado para este estudo engloba uma érea
geométrica de 0,20 cm?, conforme mostrado na Figura 6B. O eletrodo teve seu caminho
condutivo coberto com esmalte base para isolamento elétrico e apenas a area arredondada
foi utilizada como superficie de trabalho. Em seguida, ele foi colocado em solugao dentro

de um béquer de vidro de 5 ml para posteriores medidas.

Figura 6: (A) Representagdo da maquina de impressao a laser visivel. (B) Esquema do

eletrodo e-LIG com medidas correspondentes de altura e diametro.

(B)

(A)

D=5mm
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Fonte: Elaborado pelo autor
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3.6 Medidas eletroquimicas

A influéncia da composi¢ao do eletrélito suporte foi avaliada usando duas
solugdes tampdo distintas: fosfato e Britton-Robison (0,1 mol L™, pH = 7). Aplicou-se a
voltametria ciclica com uma solugdo de AMX (555 umol L) e velocidade de varredura

de 100 mV s\,

3.6.1 Medidas eletroquimicas utilizando o ePAD

Para avalia¢do do efeito de pH no processo de oxidagdo da AMX, a voltametria
ciclica foi utilizada variando o potencial de 0 a +1,2 V (vs Ag/AgCls), KClsat)) com
velocidade de varredura de 100 mV s™!, em trés ciclos. Foi utilizada a mesma solugdo
padrio de AMX com concentragio de 555 pmol L', em meio de tampdo fosfato (0,1 mol
L") como eletrdlito suporte, variando os valores de pH entre 5,0 e 9,0. Além disso, a
mesma técnica foi utilizada para avaliar o regime de transporte de massa da AMX, onde
o pH 6timo foi utilizado, e a velocidade de varredura da técnica foi variada entre 50 e 250
mV s, usando a AMX em meio de tampao fosfato (0,1 mol L', pH = 7). As medicdes
de EIE foram realizadas usando a sonda eletroquimica ferricianeto de potassio (5 mmol
L) em KCI (1,00 mol L") como eletrdlito suporte, com uma faixa de frequéncia de

50.000 a 0,1 Hz, amplitude de sinal de 10 mV e 10 pontos de dados por frequéncia.

As condig¢oes instrumentais para a determinagao de AMX por voltametria de pulso
diferencial (VPD) foram otimizadas utilizando solu¢do padrio de AMX com
concentragio na célula eletroquimica de 50 pmol L, também em tampdo fosfato (0,1
mol L, pH = 7). Os parametros degrau de potencial (1 a 12 mV) e amplitude (10 a 100
mV) foram avaliados. Uma vez definidas tais condigdes, as mesmas foram utilizadas para
realizagdo de um estudo de repetibilidade de sinal, utilizando a mesma concentragdo, e
também, foi construida uma curva analitica utilizando soluc¢des padrao de AMX, com

uma faixa linear de 29,8 a 126,7 umol L.

3.6.2 Medidas eletroquimicas utilizando o e-LIG

A otimizagdo do valor de pH do eletrélito suporte foi realizada por meio de
medidas de VPD com uma solu¢io de AMX (50 pmol L) usando um tampao fosfato (0,
1 mol L), variando o pH na faixa de 5,0 a 9,0. Foi aplicado um potencial de 0 a+ 0,9 V
(vs Ag|AgCl|KCl(sat.)), utilizando o método otimizado para o ePAD (amplitude = 80 mV;
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degrau de potencial = 8 mV; tempo de modulacao: 50 ms). O regime de transporte de
massa foi avaliado com medidas de voltametria ciclica, com uma velocidade de varredura
variando de 25 a 250 mV s™! e uma concentragio de AMX de 500 pmol L. As medicdes
de EIE foram realizadas usando as mesmas condigdes dos experimentos com o ePAD.

Medidas de VPD foram realizadas para otimizar os parametros instrumentais:
amplitude (10 - 100 mV), degrau de potencial (2 - 10 mV) e tempo de modulagao (10 -
70 ms), com uma solugdo de AMX de 50 pmol L''. Uma curva de calibragio externa foi
construida dentro da faixa de concentragdo de 14,6 a 126,2 umol L!. Em todos os

experimentos, o eletrolito suporte foi o tampdo PBS (pH = 9,0; 100 mmol L).

4. Resultados e discussio
4.1 Otimizagao da tinta condutiva e caracterizagao da superficie do ePAD.

A tinta condutiva de grafite foi otimizada em fun¢do da razdo de material
condutivo (grafite) e material polimérico (esmalte) na faixa de 20:80 até 70:30 (% m/m:
grafite/esmalte) antes e apds o polimento com lixa d’agua. A sonda eletroquimica
[Fe(CN)6]*/[Fe(CN)s]* (1 mmol L' em 100 mmol L' de KCI) foi empregada para avaliar
a resposta do sensor. Nesse contexto, observou-se que para porcentagens de grafite
maiores que 70% o sensor ndo exibia corrente mensurdvel. A auséncia do sinal ¢
decorrente da superficie nessas propor¢des apresentar um aspecto craquelado,
caracteristico de pouco material polimérico. Logo, o contato elétrico torna-se inviavel.

Antes do polimento, o eletrodo de propor¢do 20:80 (% m/m: grafite/esmalte)
exibiu a maior densidade de corrente (razao da corrente de pico pela area eletroativa do
eletrodo), indicado na Figura 7A. Tendo em vista que nessa propor¢cdo ha menor
quantidade de grafite sobre a superficie, possivelmente esse resultado ¢ decorrente das
medidas terem sido conduzidas em uma parte do eletrodo com actiimulo de material
condutivo. Adicionalmente, o perfil voltamétrico da sonda ndo estava bem definido em
todas as proporg¢des estudadas.

Ap6s o polimento, os valores de densidade de corrente aumentaram ao passo que
se aumentou a propor¢ao do material condutivo, como indicado na Figura 7B. Destaca-
se um perfil voltamétrico bem definido em todas as proporcdes testadas. Desta forma, o
polimento com lixa apresenta-se como um procotolo simples e necessario para melhora
na resposta dos sensores a base de papel e tinta condutiva. O eletrodo de proporgao 70:30

(% m/m: grafite/esmalte) (2,25 mA/mm™) exibiu valores de densidade de corrente
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menores do que o eletrodo de propor¢ao 60:40 (% m/m: grafite/esmalte) (3,81 mA/mm”
%). Isso ocorreu porque nessas propor¢des ja era possivel observar pequenas fraturas na
superficie do sensor, o que dificultou o contato elétrico e diminuiu a densidade de
corrente. Levando em consideragdo as informagdes de densidade de corrente e perfil
voltamétrico supracitadas, concluiu-se que o eletrodo de propor¢cdo 60:40 (% m/m:
grafite/esmalte) polido era o mais adequado para as analises subsequentes da amoxicilina.

Aplicou-se a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) para avaliar a
superficie do papel de filtro, bem como antes e apds o polimento. Previamente ao
polimento, foi possivel observar as folhas de grafite empilhadas ndo homogeneamente
sobre a superficie do papel, indicado nas Figuras 7C e 7E. Apds o polimento (Figuras 7D
e 7F), observou-se uma superficie mais homogénea, com sulcos provenientes do desgaste
causado pelo tratamento mecanico. Esse tratamento teve como principal fungao a retirada
da camada mais superficial do esmalte, de modo a expor os sitios ativos do material
condutor.

A area eletroativa do sensor também foi avaliada através da equagdo de Cottrel
(Equagdo 1) (COELHO; LUIZ; MACHADO, 2021) utilizando a cronoamperometria na
presenca da sonda redox [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]* (1 mmol L' em 100 mmol L' de KCI).
Desse modo, aplica-se o potencial de reducao da sonda somado a 100 mV, previamente
definido por voltametria ciclica, por 10 s. Nesse contexto, estimou-se a area do eletrodo

ndo polido em (15,98 + 0,67) mm? e a do eletrodo polido em (9,96 + 0,68) mm?.

1
nFAC°D /2

Equacao 1 Iy =—F—F—
m/2t/2

Onde: I; = corrente a um tempo t, n = nimero de elétrons, F = constante de
Faraday, A ¢ a 4rea do eletrodo, C° é a concentracdo das espécies oxidadas e D é o

coeficiente de difusdo das espécies oxidadas.
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Figura 7: Voltamogramas ciclicos dos ePADs (A) antes do polimento e (B) apds o
polimento com diferentes composicdes de tinta na presenca de 1 mmol L' de K3[Fe
(CN)s] em meio de KCI 0,1 mol L!. Imagens de MEV do eletrodo antes (C) e apds o

(D) em 250x de magnifica¢do. Imagens de MEV do eletrodo antes (E) e apos o (F) em
20.000x de magnificagao.
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Figura 8: Espectro Raman do ePAD (A =633 nm)
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Fonte: Elaborado pelo autor

O espectro RAMAN do ePAD exibiu duas bandas caracteristicas do grafite: a
banda D em 1350 cm! e a banda G em 1582 cm™. A banda G ¢ caracteristica do
espalhamento de um fonon de primeira ordem, indicando grafite cristalina em
configuragdo do tipo sp®. Por outro lado, a banda D é caracteristica de defeitos estruturais.
De modo qualitativo, obteve-se uma razao entre os sinais Ip/Ig de 1,20. Assim, indica-se
que ha maior intensidade na banda D, o que sugere que hd densidade de defeitos
estruturais no material. (ROSCHER; HOFFMANN; AMBACHER, 2019).

As medidas de espectroscopia de impedancia (EIE) foram realizadas para avaliar
a resisténcia a transferéncia de carga na superficie do ePAD antes e ap6s o polimento.
Desse modo, tornou-se viavel avaliar se o polimento da superficie ofereceu alguma
vantagem em termos de sinal analitico. Na Figura 9 estdo dispostos os diagramas de

Nyquist, na qual ha a simulagdo do semicirculo do diagrama de Nyquist. O valor da
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resisténcia a transferéncia de carga para o eletrodo nao polido foi de 2980,30 €2, enquanto
para o eletrodo polido foi de 110,33 Q. Desse modo, ¢ factivel sugerir que a esfoliacao
mecanica, além de homogeneizar a superficie do eletrodo, contribui para a queda na

resistividade do sensor.

Figura 9: Diagramas de Nyquist para o eletrodo a base de papel antes e apos o
polimento. Condic3o: ferricianeto de potassio (1 mmol L' em meio a 100 mmol L' de
KCl), potencial aplicado de 0,31 V (vs Ag/AgCls,), KClsat)), 10 mV de amplitude
regiao de frequéncia de 10.000 Hz a 0,1 Hz.
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.2 Comportamento eletroquimico da amoxicilina sobre a superficie do ePAD
Investigou-se a influéncia da forga idnica do meio em relagao a oxidagdo da AMX,
com dois eletrolitos suporte distintos (tampio BR e tampdo fosfato — 0,1 mol L™, pH =
7) (Figura 10) e uma concentragdo em célula da AMX de 555 pmol L™ por voltametria
ciclica. Em tampao BR, observou-se uma onda voltamétrica irreversivel em
aproximadamente +0,95 V. Em meio de tampao fosfato, o pico de oxidagao caracteristico
da AMX foi observado em aproximadamente +0,69 V. O tampao fosfato foi selecionado
para os estudos subsequentes, levando em considera¢ao que esse foi o eletrélito suporte

no qual observou-se maior sensibilidade e menor potencial de oxidacdo da AMX. Esse
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eletrolito ja foi aplicado por outros grupos na proposicao de sensores eletroquimicos para

quantificagdo da amoxicilina (HRIOUA et al., 2021).

Figura 10: Voltamogramas ciclicos da AMX 555 pmol L' em tampio BR e tamp3o

fosfato para estudo da forga idnica do meio.
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Fonte: Elaborado pelo autor

A AMX possui trés valores de pKa: 2,8, correspondendo ao grupo -COOH; 7,3,
correspondendo ao substituinte -NHb»; e 9,6, correspondendo ao grupo OH da porgao
fenolica (HANCU et al., 2016). Assim, a estrutura molecular ¢ afetada por alteragcdes no
valor de pH do eletrélito de suporte. Além disso, em valores de pH acima de 10,0, AMX
¢ rapidamente degradada, enquanto em valores de pH abaixo de 2,0, ela ¢ transformada
em acido amoxicilinico (ARANDA; RIVAS, 2022). A fim de avaliar o efeito do pH sobre
o processo de oxidagdo eletroquimico da AMX sobre a superficie do ePAD, medidas de
voltametria ciclica foram realizadas utilizando solugdo padrio de AMX, com

concentragio na célula de 555 pmol L! em tampdo fosfato (0,1 mol L1).

Nesse estudo verificou-se um deslocamento do potencial de oxidacao para regides
mais catodicas quando o meio se tornava mais alcalino. Adicionalmente, a corrente
proveniente da oxidagdo da amoxicilina aumentou em meios mais alcalinos. Observou-
se uma relacdo de linearidade entre os valores de pH e potencial de pico da oxidagdo da

AMX (R? = 0,995), com coeficiente angular de 56,2 mV pH !. Esse valor ¢ proximo a
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resposta Nerstiniana (59 mV pH™!), portanto, um niimero igual de prétons e elétrons estd
envolvido na oxidagdo da amoxicilina sobre a superficie do ePAD. Esse comportamento

¢ tipico da oxidacao da porcao fendlica da molécula (WONG et al., 2020).

Portanto, o mecanismo proposto para a eletro-oxidacao da AMX na superficie do
ePAD ¢ mostrado na Figura 11. Destaca-se que esse resultado foi coerente com outros
trabalhos descritos na literatura que aplicam sensores a base de carbono para analise da
AMX (HRIOUA et al., 2021). Embora a corrente de pico mais alta foi observada em pH
=9, o sinal ndo foi reprodutivel nesse pH. Sendo assim, o pH = 7 foi selecionado como o

mais adequado para analise.

Figura 11: Mecanismo de oxidagdo da amoxicilina
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Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 12: (A) Voltamogramas ciclicos da AMX 555 umol L' em tampao fosfato (0,1
mol L") em valores de pH variando de 5,0 a 9,0 e a relacdo da corrente de pico com o
pH para o ePAD. Grafico inserido I, x pH exibindo dependéncia da corrente de pico

com o pH do meio. (B) Efeito do pH do eletrélito no potencial de oxidagao da AMX.
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O transporte de massa da AMX (555 umol L) sobre a superficie do ePAD foi
avaliado através da voltametria ciclica variando-se a velocidade de varredura no intervalo
de 50 (a) até 250 (f) mV s, como pode ser visto na Figura 13. Observou-se uma relagio
linear entre a raiz quadrada da velocidade de varredura e a corrente de pico (R> = 0.977).
Levando em consideracdo a equagdo de Randles-Sevick para sistemas irreversiveis
(Equacao 2) (SARAKATSANOU; KARASTOGIANNI; GIROUSI, 2023), essa relagao
linear ¢ um indicativo que o transporte de massa sobre a superficie do eletrodo ¢ mediado

majoritariamente por um processo difusional.

nFDv
RT

Equacao 2 I, = £0.496 Van' nFAC

Onde: n = namero de elétrons na reacgdo eletroquimica, I, = corrente de pico do
processo eletroquimico, F = constante de Faraday (C mol™), v = velocidade de varredura
(V s1), R = constante universal dos gases, T = temperatura (K), A = area eletroativa do
eletrodo (cm?), D = coeficiente de difusdao (cm? s'), a = coeficiente de transferéncia
(geralmente assumido como préximo de 0,5), n' = nimero de elétrons transferidos antes

da etapa determinante da taxa, C = concentra¢dio das espécies oxidadas (mol L)



43

Figura 13: Estudo de transporte de massa para amoxicilina no ePAD, variando a
velocidade de varredura de (a) 50 a (h) 250 mV s™!. Gréafico inserido exibe a relacio de

linearidade entre a corrente de pico e a raiz quadrada da velocidade de varredura.
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.3 Otimizagdo dos parametros instrumentais da voltametria de pulso diferencial

Um método baseando na voltametria de pulso diferencial (VPD) foi desenvolvido,
no qual os parametros experimentais da técnica foram otimizados com uma solucdo de
AMX (50 umol L1). O perfil voltamétrico, a resolu¢do do sinal e a resposta analitica
foram considerados na escolha dos parametros da técnica. Desse modo, variou-se o
degrau de potencial (incremento de potencial) de 1 a 12 mV e a amplitude de 10 a 100
mV. O aumento do degrau foi acompanhado de um aumento linear da corrente até¢ § mV.
Apos esse valor, observaram-se valores de corrente estaveis, como mostra a Figura 14A.

Logo, 8 mV foi o valor escolhido para o degrau de potencial.

No que tange os valores de amplitude, observou-se um aumento de corrente até
40 mV. Apds esse valor, o aumento foi menos significativo no intervalo de 40 até¢ 80 mV
e para valores acima de 80 mV voltou a ter um aumento de corrente mais significativo.

Embora o maior valor de corrente tenha sido observado em 100 mV, nesta amplitude de
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pulso ocorreu também perda no perfil voltamétrico e precisao. Portanto, 80 mV foi o valor

definido como adequado para o parametro instrumental.

Figura 14: Estudo de otimizagao do incremento de potencial (A) e da amplitude (B) da
voltametria de pulso diferencial em meio de 50 pmol L' de AMX em tampdo fosfato

(pH = 7; 100 mmol L) e tempo de modulacio de 50 ms.
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.4 Construcao da curva analitica e repetibilidade do método.

Utilizando as condigdes instrumentais otimizadas, foi possivel construir uma
curva analitica para amoxicilina usando tampao fosfato (100 mmol L™, pH 7,0), variando
a concentragio das solugdes padrio de 29,8 a 126,7 umol L™, como pode ser observado
na Figura 15. Assim, observou-se uma faixa linear nas concentra¢des escolhidas, que

apresentou satisfatorio ajuste linear (R? = 0,996) e regressdo linear modelada pela

Equacdo 3.

Adicionalmente, conduziu-se um estudo de repetibilidade (n = 7) sob as
condi¢des otimizadas em dois niveis de concentragio (50 e 100 umol L) para estimar a
precisdao do método desenvolvido. Assim, observou-se um desvio padrao relativo de 1,2%
e 2,8 % para os dois niveis (Figura 16), respectivamente. Este resultado sugere que o

sensor proposto mostrou excelente precisdo utilizando o método otimizado.
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Equagdo 3 Ip = (0,0124 + 0,0004) (pALmol™) Cypx + (0,2409 + 0,0293)(nA)

Onde: Ip = corrente de pico (nA), Camx = concentracio de amoxicilina (mol L)

A equacgdo de regressao linear foi aplicada para calcular os limites de detec¢ao
(LD) e quantificacdo (LQ) de acordo com as recomendacdes da Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada (IUPAC). As expressoes para o calculo do LQ e do LD sdo
dadas pelas Equagdes 4 e 5, respectivamente, onde sB ¢ o desvio padrao das medigdes
em branco (n = 10) e A € o coeficiente angular da curva analitica. Os valores de LD e LQ
obtidos foram de 8 e 23,6 pmol L™!, respectivamente.

_ 33sB
A

_10sB
A

Equacgao 4 LD Equacao5 LQ

Figura 15: Voltamogramas de pulso diferencial par a curva analitica da AMX usando
ePAD com concentra¢des variando de 29,8 a 126,7 umol L', O grafico inserido mostra
a correlagdo entre a corrente de pico e a concentragdo de AMX. Condi¢des: Tampao
fosfato (0,1 mol L', pH = 7) como eletrélito suporte, eletrodo de referéncia —

Ag/AgCls), KClsat), degrau de potencial 8 mV e amplitude 80 mV.
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Figura 16: Voltamogramas de pulso diferencial para estudo de repetibilidade (n = 7) do

ePAD para 50 (A) e 100 (B) pumol L' de AMX. Condi¢des: Tampao fosfato (0.1 mol L

I, pH = 7) como eletrolito suporte, eletrodo de referéncia — Ag/AgCls,), KClsat), degrau
de potencial 8 mV e amplitude 80 mV.
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.5 Aplicagdo em amostras reais e interferentes

Tendo em vista o uso recorrente da amoxicilina na saide humana e veterinaria,
amostras de leite integral, formula¢do farmaceéutica e urina sintética foram analisadas para
avaliar a performance do sensor. No entanto, para a formulagao farmacéutica foi possivel
ser quantificada a amoxicilina, na qual obteve-se um resultado de (538 + 37) mg de AMX
por comprimido. Realizou-se um teste-# para comparar o resultado obtido por VPD com
o valor informado pelo fabricante, com nivel de confianga de 95%. Os resultados estdo
em concordancia, Vvisto que O fcalculado € MENOT qUE O frbelado (1,1780 € 4,303,
respectivamente).

As trés amostras foram dopadas em dois niveis de fortificacao (50 ¢ 100 umol L~
1) para avaliar a exatiddo do método. Os valores de recuperagdo variaram na faixa de 90
at¢ 103% (Tabela 1). Os resultados do ensaio de adigdo e recuperacdo, portanto,
demonstram que o sensor possui exatiddo adequada para analise das amostras dentro da

faixa de trabalho na qual exibiu resposta linear.



47

Tabela 1: Valores de recuperacao para determinagdo de AMX em formulacao

farmacéutica, urina sintética e leite via utilizando o ePAD (n = 3).

Amostras Adicionado Encontrado Recuperacao
(umol L) (umol L) (%)
0 99+9 -
Formulacao
50 146 £ 12 92+ 8
farmacéutica
100 200+2 100+ 2
0 <LD -
Urina 50 47+3 93+5
100 103+9 103+9
0 <LD -
Leite 50 45+ 1 90+ 1
100 92+6 93+6

Fonte: Elaborado pelo autor

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a Comissdo Européia, a
Fundagdo Japonesa de Pesquisa em Quimica dos Alimentos ¢ a Administracdo de
Alimentos ¢ Medicamentos (FDA) estabelecem um limite de residuos maximo de
amoxicilina em leite de 0,009 pmol L. J4 o Ministério de Agricultura da Republica
Popular da China estabelece um valor méaximo de 0,024 pmol L' (DE FARIA et al.,
2021a).

Um estudo com possiveis interferentes foi conduzido para investigar a
seletividade do método desenvolvido associado ao ePAD. A amoxicilina pode ser
prescrita com outros farmacos, como anti-inflamatérios e analgésicos como o
paracetamol (PCT) ou a dipirona (DIP). Adicionalmente, o leite pode conter multiplos
contaminantes emergentes, como o cloranfenicol (CHL) e ampicilina (AMP). A
amoxicilina ¢ comumente associada ao clavulanato (CLV). Destaca-se ainda que um
componente da metabolizacdo da amoxicilina ¢ o 4cido amoxicildéico (AAC). O estudo
de interferentes foi conduzido com solugdes de 50 umol L', na proporgdo de 1:1. A

resposta relativa para a AMX variou de 95 até 100%, como visto na Figura 17. A baixa
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variacao da resposta relativa corrobora para que o sensor seja considerado seletivo para a

AMX frente aos analitos testados.

Figura 17: Estudos de interferéncia conduzidos razao de 1:1 com relacdo a
concentracdo de AMX e ampicilina (AMP), cloranfenicol (CHL), paracetamol (PCT),
dipirona (DIP), clavulanato de potassio (CLV) e acido amoxildico (AAC). Condigdes:
Tampdo fosfato (0,1 mol L}, pH = 7) como eletrélito suporte, eletrodo de referéncia —

Ag/AgCls,), KClsat), degrau de potencial 8 mV e amplitude 80 mV.
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.6 Caracterizacao da superficie do e-LIG

Os espectros Raman (mostrados na Figura 18) obtidos da superficie do e-LIG
exibiram diversas bandas caracteristicas discerniveis. Incluem-se a banda G em 1565 cm’
!, abanda D (1345 cm™), 2D (2650 cm™), D + D” (2400 cm™) e D + D’ (2915 cm™). A
banda G representa a disposi¢do planar de atomos de carbono sp? dentro da estrutura do
grafeno, enquanto as bandas D sdo indicativas de defeitos decorrentes de desordem na
estrutura de rede (ROSCHER; HOFFMANN; AMBACHER, 2019). Além disso, a
presenca de heteroatomos, possivelmente provenientes da atmosfera oxidante durante a
producdo do GIL, foi indicada pelos sobretons caracteristicos observados (D + D” e D +

D’) (FERRARI; BASKO, 2013). E interessante salientar que um padrio espectral
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semelhante foi observado para LIG formado a partir de outras fontes de laser (HUANG
et al., 2020).

Figura 18: Espectro Raman do e-LIG (A = 532 nm)
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Fonte: Elaborado pelo autor

O desempenho eletroquimico do e-LIG foi avaliado por meio de medidas de CV
e EIS (Figuras 19B e A, respectivamente), comparando-o com um eletrodo comercial de
carbono vitreo (ECV). O desempenho do e-LIG usando a sonda redox de
ferricianeto/ferrocianeto foi significativamente superior ao observado para o ECV. No e-
LIG, houve uma maior razao Io/I; (0,96 vs 1,04), bem como uma menor resisténcia de
transferéncia de carga (Rct). A estimativa de Ret para o e-LIG foi de 225 Q, inferior ao
valor obtido para o ECV, que foi de 395 Q. Essa diferenca sugere que o processo de
oxidag¢do na superficie do sensor proposto € mais facil, provavelmente devido a formacao

de materiais carbonaceos derivados do grafeno.
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Figura 19: (A) Diagramas de Nyquist do ECV (linha preta) e do e-LIG (linha
vermelha) na presenca de 5 mmol L! de ferricianeto de potassio em meio de KCI 1 mol
L. Condicdes de EIE: potencial aplicado de 0,20 V (ECV) e 0,25 V (e-LIG), amplitude
de 10 mV e faixa de frequéncia variando de 50.000 Hz a 0,1 Hz. (B) Voltamogramas de

VC para o experimento de EIE no e-LIG e no ECV com a sonda redox de ferricianeto

de potassio (5 mmol L em meio de KCI 1 mol L.
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Fonte: Elaborado pelo autor

A construcdo dos eletrodos de e-LIG acontece em condigdes ambientes, com a
presenca de oxigénio e umidade. Essas condi¢des ambientais promovem a formacao de
gases durante o processo de geracao de grafeno em temperaturas elevadas. Esse processo
resulta no desenvolvimento de uma estrutura porosa, como descrito em pesquisas
anteriores (SANTOS et al., 2021) e visivel nas imagens de SEM apresentadas nas Figuras
20A e 20B. Além disso, ¢ evidente a presenca de uma rede tridimensional interconectada,
uma configuracao morfoldgica similar a superficies carbonaceas tipo grafeno obtidas
usando diferentes comprimentos de onda de laser (SETTU; LAI;, LIAO, 2021;
VAUGHAN et al., 2020). A existéncia dessa estrutura porosa, aliada a presenca
abundante de morfologias de grafeno com bordas ricas, oferece sitios eletroativos

altamente acessiveis, potencializando a resposta eletroquimica do sensor proposto.
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Figura 20: Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) de um eletrodo e-

LIG (A) magnificagdo de 5.000 vezes e (B) magnificagdo de 10.000 vezes

Fonte: Elaborado pelo autor

4.7 Avaliagdo do comportamento eletroquimico da AMX na superficie de e-LIG

O efeito do pH no processo de oxidagio do AMX (50 umol L) foi avaliado
empregando medidas de VPD em tampdo fosfato (100 mmol L™!) com faixa de pH de 5,0
a 9,0, conforme mostrado na Figura 21. Os resultados indicaram uma mudanga
significativa no potencial de oxidagdo em dire¢do a valores mais catdodicos a medida que
o pH aumentava. A corrente de pico atingiu seu valor mais alto em pH 7,0. Apesar disso,
o pH 9,0 foi escolhido como valor 6timo para analise devido ao seu potencial de oxidacao
mais proximo de zero, embora o valor de corrente de pico seja 30% menor quando
comparado ao pH = 7. Essa escolha ¢ baseada no objetivo de mitigar a oxidagdo paralela
de agentes interferentes. A regressao linear entre os valores de pH e o potencial de
oxidac¢do mostrou uma inclinagdo de 89,2 mV pH! (Figura 21B), relativamente proxima
de uma resposta Nerstiniana. Portanto, sugere-se que hd o mesmo nimero de protons e

elétrons envolvidos no processo de oxidagcdo da AMX sobre a superficie do e-LIG.
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Figura 21: (A) Voltamogramas de DPV para o estudo de pH do comportamento
eletroquimico de AMX (50 umol L) na superficie de e-LIG na faixa de 5,0 2 9,0
utilizando tampao fosfato (100 mmol L"). Condigdes instrumentais: amplitude = 80 mV
e degrau de potencial = 8 mV. (B) Correlagao linear entre o potencial de pico e os

valores de pH para AMX (50 pmol L") com coeficiente angular de 89,2 mV pH.

4 —_— = 0,90
50 i = .
= 0,85
2,54 ——pH=7 8 -
< pH=8 g 0,80
3 2,01 pH=9 =
3 o 0,75 -
= (=]
5] 1,5 1 < 0,70
5] o
S 104 < 0651
= 0,60
0,54 g ’
& 0,554
0,0 —_L_[ A n? L]
0,50
0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 5 6 7 8 9
Potencial vs Ag | AgCI | KCI (o / V pH

Fonte: Elaborado pelo autor

O transporte de massa da AMX (500 umol L) foi avaliado por meio de medidas
de VC, variando-se a velocidade de varredura de 25 a 250 mV s!. A regressio linear
entre a raiz quadrada da velocidade de varredura e a corrente de pico apresentou uma
relacdo linear (R? = 0,992). Ao considerar a equacio de Randles-Sevick, tornou-se
possivel sugerir que o regime de transporte de massa da AMX na superficie de e-LIG ¢

controlado por processos de difusao.
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Figura 22: Voltamogramas de VC para a avaliagao do regime de transporte de massa da
AMX (500 pmol L") com velocidade de varredura variando de (a) 25 a (f) 250 mV s!
em tampdo fosfato (100 mmol L™, pH = 9,0). O gréfico inserido mostra a correlagdo

linear (R? = 0,992) entre a corrente e a raiz quadrada da velocidade de varredura.
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.8 Otimizagao dos parametros instrumentais da voltametria de pulso diferencial

Os parametros instrumentais do método voltamétrico foram estudados com o
objetivo de alcancar as condigdes mais apropriadas para a analise. Neste caso, considerou-
se a precisdo, a resolugdo do sinal e o perfil voltamétrico como propriedades para escolha
dos valores instrumentais. Nesse contexto, esses parametros foram avaliados nos
seguintes intervalos: amplitude (10 — 100 mV), degrau de potencial (step) (2 — 10 mV) e
tempo de modulagdo (10 — 70 ms).

A amplitude do pulso esta relacionada a resolugao do sinal (WANG, 2006b). Para
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valores at¢ 70 mV, ndo foi observado um aumento significativo na corrente de pico,

enquanto houve alargamento do pico (Figura 23A). Nesse caso, foi selecionado 80 mV

como o valor de amplitude mais adequado para analise. Por outro lado, o potencial de

passo e o tempo de modulagdo estdo relacionados a frequéncia analitica (WANG, 2006b).

Para valores de potencial de passo at¢ 4 mV, houve um platd na corrente de pico, como

mostrado na Figura 23B.

Portanto, 10 mV foi selecionado para melhorar a frequéncia analitica sem perda

no sinal. Além disso, o tempo de modulagdo apresentou uma tendéncia crescente na

corrente de pico até 50 ms, além do qual ndo foi observado ganho notavel na corrente

(Figura 23C). Assim, 50 ms foi escolhido como o tempo de modulagao para o método.

Figura 23: Medidas de DPV para a otimizag¢ao do tempo de modulagdo variando de 10

a 70 ms. O grafico inserido mostra os valores de corrente de pico para cada valor de

tempo de modulagdo. (B) Voltamogramas de DPV para a otimizag¢ao do potencial de

etapa variando de 2 a 10 mV. O grafico inserido mostra os valores de corrente de pico

para cada valor de potencial de etapa. (C) Voltamogramas de DPV para a otimizacao da

amplitude variando de 10 a 100 mV. O grafico inserido mostra os valores de corrente de

pico para cada valor de potencial de etapa. AMX 50 pmol L™, tampao fosfato (pH =
9,0, 100 mmol L), eletrodo de referéncia Ag|AgClKClsat).
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4.9 Construcao da curva analitica com o e-LIG e repetibilidade do método

Foi construida uma curva analitica com concentragdes de AMX variando de 14,9

a 126,2 pmol L™! para avaliar a resposta analitica do sensor, conforme mostrado na Figura
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24. Foi obtida uma resposta linear adequada (R? = 0,997) com um ajuste expresso pela

seguinte equagao:

Equacdo 5 Ip = (0,0283 £ 0.0005) (MA L mol™1) Cypx (0,6173 £+ 0,0422)(pA).

Onde: Ip = corrente de pico (uA); Camx = concentragdo de amoxicilina (mol L)

Figura 24: Voltamogramas de DPV obtidos para a curva de calibragdo analitica de
AMX com concentragdes variando de 14,9 a 126,2 pmol L™! em PBS (pH = 9,0; 100
mmol L1). O gréfico inserido mostra a relacdo linear (R? = 0,997) entre a concentracio
de AMX e a corrente de pico. Condi¢des: Tampao fosfato (0,1 mol L™, pH = 9) como
eletrdlito suporte, eletrodo de referéncia — Ag|AgCI|KClsat), degrau de potencial 10 mV,

amplitude 80 mV e tempo de modulacdo de 50 ms.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Além disso, foram conduzidos estudos de repetibilidade do sinal (n = 5) em dois
niveis de fortificagdo: 15 pmol L' ¢ 30 umol L. O desvio padrio relativo (RSD) para

ambos os niveis foi de 5% e 7%, respectivamente. Esses resultados indicam que a precisao
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das medidas do sensor ¢ satisfatoria para fins de quantificacdo em ambos os niveis. A
equacdo de regressdo linear foi aplicada para estimar os limites de deteccdo (LD) e
quantificagdo (LQ) de acordo com a recomenda¢ao da Unido Internacional de Quimica
Pura e Aplicada (IUPAC) (MOCAK et al., 1997), de acordo com as Equagdes 4 ¢ 5. Os
valores de LD e LQ foram de 4,9 umol L™ e 14,9 umol L', respectivamente.

4.10 Aplicacao em amostras reais ¢ estudo de interferentes

A AMX, juntamente com outros medicamentos penicilanicos, tem sido
amplamente utilizado tanto na pecudria leiteira quanto na satide humana para o tratamento
de infecgdes bacterianas. Diante desse uso extensivo, torna-se crucial avaliar
minuciosamente a viabilidade analitica do sensor. Para este fim, algumas amostras,
incluindo leite integral, urina sintética e comprimidos farmacéuticos, foram submetidas a
analise utilizando e-LIG como eletrodo de trabalho (Tabela 2). Além disso, as amostras
foram enriquecidas em dois niveis de fortificagdo distintos (15 pmol L' e 30 umol L"),
com o objetivo de avaliar a exatiddo do método. Os resultados obtidos (n = 3) para a
determinagdo de AMX em formulagdes farmacéuticas foram (395,15 £+ 0,33) mg, o que
estd de acordo com as informagdes fornecidas pelos fabricantes. Os valores de
recuperagao observados variaram de 86 a 104% nessas amostras, confirmando a exatidao

do sensor nas concentragdes especificadas.

Tabela 2: Valores de recuperagdo para a determinacdo de AMX em amostras de leite,

comprimidos farmacéuticos e urina sintética usando e-LIG por DPV (n = 3).

Adicionado Encontrado Recuperacio
Amostras
(umol L) (umol L) (%)
0 12+1 -
Formulacao
15 27+ 1 103+6
farmacéutica
30 43+3 103 +£8
0 <LD -
Urina 15 16+3 104 £ 10
30 30£2 100 £ 4
0 <LD -
Leite 15 13£2 86+5
30 20+3 96+ 9

Fonte: Elaborado pelo autor
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Além disso, um experimento de interferéncia foi conduzido para avaliar a
influéncia da oxidagdo de outros medicamentos na sobre o sinal da AMX. Medicamentos
como analgésicos e antibioticos de outras classes frequentemente sdo prescritos
juntamente com AMX para uma ampla variedade de condigdes médicas. Nesse sentido,
medidas de VPD foram obtidas na presenga de CHL, DYP, CHL, AMP, PCT e CLV. Foi
utilizado uma razdo entre o agente interferente e AMX de 1:1, com concentragdao de 50
pmol L.

Uma resposta relativa na faixa de 88% a 98% foi alcangada, como mostrado na
Figura 25. Observou-se uma pequena interferéncia no sinal de AMX quando analisada na
presenca de DYP, devido a sua oxidagdo em um potencial proximo. No entanto, ¢
essencial enfatizar que DYP ndo ¢ tipicamente encontrado em formulagdes farmacéuticas
usadas em conjunto com AMX, nem ¢ utilizado em aplica¢des de satide em gado leiteiro
(DAVIS et al., 2009). Diante desse contexto, a interferéncia observada ndo compromete

a confiabilidade analitica do sensor para as amostras pretendidas.

Figura 25: Estudo de interferéncia na proporcao de 1:1 de AMX e ampicilina (AMP),
cloranfenicol (CHL), paracetamol (PCT), dipirona (DYP), clavulanato de potassio
(CLV) com solugdes padrio (50 umol L1). Condi¢des: Tampio fosfato (0,1 mol L', pH
= 9) como eletrodlito suporte, eletrodo de referéncia — Ag|AgCl|KClsat.), degrau de
potencial 10 mV, amplitude 80 mV e tempo de modulacao de 50 ms.
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.11 Comparagao com a cromatografia liquida (HPLC-DAD)

No intuito de comparar os resultados obtidos com o ePAD, as amostras de urina e
formulagao farmacéutica também foram analisadas através da cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD), usando dois
comprimentos de onda (225 e 230 nm). Para esta analise utilizou-se uma coluna C18 de
fase reversa, com fase mével composta por acetonitrila (ACN) e solugao aquosa de H3PO4
(pH =2,50) (ACN/H3PO4 - 20:80 v/v). O experimento foi conduzido em modo isocratico,
no qual construiu-se uma curva analitica de faixa de 30 p mol L' até 130 umol L! (Figura
26A). Desse modo, um estudo de adi¢do e recuperagdo foi conduzido nos mesmos niveis
de concentragdo (nivel baixo: 50 pmol L e nivel alto: 100 pmol L) (Figura 26B).

A Tabela 2 também dispde os dados referentes a essa analise, na qual realizou-se
uma comparagdo estatistica com teste-# pareado em um nivel de confianga de 95%. O
valor do tealcutado (1,297) € menor que o valor do tuabelado (2,200). Portanto, nao ha diferenca
significativa entre os valores obtidos pelos métodos eletroanalitico e cromatografico.

De modo semelhante, procedeu-se com as mesmas condicdes de analise para os
resultados obtidos com o e-LIG. Construiu-se uma curva analitica de 10 pmol L™ até 100
umol L. Neste caso, as amostras de urina e formulagio farmacéutica foram fortificadas
em dois niveis de concentragio (nivel baixo: 15 pmol L' e nivel alto: 30 umol L).
Observou-se um sinal em 1,93 min, atribuido a uma possivel contamina¢do durante o
preparo da fase mével. No entanto, visto que ndo houve co-eluigdo com o pico da AMX,
ndo houve interferéncia na analise. Desse modo, observou-se uma faixa de recuperacao
de 89% - 108 %. O teste-f pareado em um nivel de confianca de 95% revelou um valor
de tealculado (1,659) menor que 0 tiabelado (2,364). Logo, ndo ha diferenca significativa entre

os valores obtidos.
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Figura 26: (A) Curva analitica da AMX obtida no HPLC-DAD faixa de 30 u mol L!
até 130 pmol L. Condigdes: coluna C18 de fase reversa. Fase mével composta por
acetonitrila (ACN) e solu¢do aquosa de H;PO4 (pH = 2,50) (ACN/H3PO4 - 20:80 v/v).
(B) Cromatogramas das amostras de urina sintética fortificadas com 50 pmol L' e 100
pumol L. (C) Cromatogramas das amostras de formulagdo farmacéutica fortificadas

com 50 pmol L' e 100 umol L-!
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Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 3: Resultados obtidos para determinagdo de AMX com o ePAD em formulacao

farmacéutica e urina sintética via HPLC-DAD (n = 3).

Recuperacio por Recuperacao por
Amostra
VPD (%) HPLC (%)
Farmaco fortificado - nivel baixo 92+ 8 101 +£5
Farmaco fortificado - nivel alto 100+ 2 97 +4
Urina sintética fortificada - nivel baixo 93+5 92+6
Urina sintética fortificada - nivel alto 103+9 98 +9

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 27: (A) Curva analitica da AMX obtida no HPLC-DAD faixa de 10 umol L™ até
100 pmol L. Condigdes: coluna C18 de fase reversa. Fase movel composta por
acetonitrila (ACN) e solu¢do aquosa de H;PO4 (pH = 2,50) (ACN/H3PO4 - 20:80 v/v).
(B) Cromatogramas das amostras de urina sintética fortificadas com 15 pmol L™ e 30
pumol L. (C) Cromatogramas das amostras de formulagdo farmacéutica fortificadas

com 15 pmol L' e 30 umol L!
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Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 4: Resultados obtidos para determina¢do de AMX com o e-LIG em formulacdo

farmaceéutica e urina sintética via HPLC-DAD (n = 3).

Recuperacio por Recuperacao por
Amostra
VPD (%) HPLC (%)
Farmaco fortificado - nivel baixo 91+ 6 101 +4
Farmaco fortificado - nivel alto 95 £ 8 97 +2
Urina sintética fortificada - nivel baixo 104 £ 10 109+ 6
Urina sintética fortificada - nivel alto 100+ 4 98 + 8

4.12 Comparagao com outros métodos eletroanaliticos
O sensor desenvolvido foi comparado com outras metodologias eletroanaliticas ja
reportadas na literatura, como indicado na Tabela 3. Inicialmente, a faixa de trabalho
linear ¢ 0 LD do ePAD e do eLIG sdo similares a de outros sensores propostos.
Assim, observa-se o uso de eletrodos comerciais, como o eletrodo de carbono vitreo
cujo custo ¢ consideravelmente maior do que o eletrodo de papel com tinta condutiva. O
uso de modificadores sobre os eletrodos tradicionais € recorrente para melhora da

sensibilidade, principalmente na andlise de antibidticos (SARAKATSANOU;
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KARASTOGIANNI; GIROUSI, 2023). Outros trabalhos recentes aplicam materiais
como nanoparticulas de ouro (AuNPs) e nanoparticulas de paladio (PdANPs) na detec¢do
da AMX. Ainda assim, a superficie apresentada com esfoliacdo mecanica do ePAD exibe
sensibilidade similar.

Por fim, o uso de um método simplificado de preparacao de amostras envolvendo
diluicao, combinado com um sistema de produgdo acessivel, contribui significativamente

para alcangar uma maior capacidade analitica.



Tabela 5: Comparagao dos métodos desenvolvidos com outros métodos eletroanaliticos reportados na literatura.

Sensor Método | LD (umol L) | Faixa Linear (umol L) Amostras Referéncia
C-TAB/CPE VC 3,0 5,0-150,0 Amostras farmacéuticas (HAREESHA et al., 2022)
QDs-P6LC- VOD 0,05 0,90 - 69,0 Leite e urina sintética (WONG et al., 2020)

PEDOT:PSS/G
CE
AuNPs/PdNPs/ | VOD 9,0 30,0 —350,0 Urina humana (KUMAR; ROSY; GOYAL, 2017)
ErGO/GCE

ZnO- VC 19 5,0-250,0 Amostras farmacéuticas (HATAMIE et al., 2015)

NRs/Gold/GC
E
ePAD VPD 7,78 29,8 —126,7 Leite, urina sintética e Este trabalho
formulagao farmacéutica
PGA/GLU/GC VOD 0,92 2-25 Urina humana (SANTOS; BERGAMINI; ZANONI, 2008)
E
LIG/PEDOT/E | VOD 0,0119 0,05 - 100 Agua (MARQUES et al., 2020)
BT-MIP
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Ti0,- VOD 5,8 20 -150 Amostras farmacéuticas (SOUZA et al., 2023)
1%Co/SPCE
e-LIG VPD 4.9 14,9 — 126,2 Amostras farmacéuticas, urina Este trabalho
sintética e leite

CPE: eletrodo de pasta de carbono; C-TAB: brometo de cetrimdnio; QDs: pontos quanticos de telureto de cadmio; P6LC: Printex 6L Carbon,;

PEDOT:PSS: sulfonato de poliestireno; GCE: eletrodo de carbono vitreo; AuNPs: nanoparticulas de ouro; PANPs: nanoparticulas de paladio ;

ErGO: 6xido de grafeno eletroquimicamente reduzido; ZnO-NRs: nanorods de 6xido de zinco; PGA: 4cido poliglutdmico; GLU: glutaraldeido;

LIG/PEDOT/EBT-MIP: eletrodo de grafeno induzido por laser modificado com polimero impresso molecularmente baseado na

eletropolimerizagao do preto de eriocromo T; TiO2-1%Co/SPCE: eletrodos de carbono impressos em esténcil modificados com nanocompdsito

baseado em didxido de titdnio-cobalto (1,0% m/m); ePAD: eletrodo de papel; VOD: voltametria de onda quadrada; VPD: voltametria de pulso

diferencial; CV: voltametria ciclica.



4.13 Comparacdo entre o ePAD e o e-LIG

Os eletrodos a base de papel e os eletrodos a base de grafeno induzidos a laser
representam avangos significativos dentro do campo da andlise quimica, cada um
oferecendo vantagens distintas. O ePAD apresenta uma natureza flexivel, biodegradavel
e de baixo custo, tornando-o ideal para aplicagdes descartaveis e em dispositivos
portateis. Por outro lado, o e-LIG destaca-se pela sua excepcional condutividade elétrica,
area superficial elevada e alta estabilidade quimica, principalmente quando associado aos
materiais flexiveis. Assim, hd um desempenho superior em termos de desempenho
analitico e durabilidade em aplicagdes mais exigentes, como analise de espécies em
baixas concentracdes. Embora ambos os tipos de eletrodos tenham suas vantagens
especificas, a escolha entre eles dependera das necessidades particulares da aplicacdo em

questdo, equilibrando consideracdes de desempenho, custo e durabilidade.

5 Conclusao

No presente trabalho foram propostos dois novos métodos eletroanaliticos usando
sensores de baixo custo para determinag¢dao de amoxicilina em trés matrizes distintas. Um
dos sensores foi construido utilizando uma tinta condutiva a base de grafite em po,
acetona e esmalte base. A composicao da tinta foi otimizada em funcao da porcentagem
(m/m) de material condutivo. Adicionalmente, analisou-se a diferenca do sinal analitico
antes e depois de um tratamento mecanico (esfoliacdo com lixa d’agua) do sensor apos a
aplicacao da tinta condutiva, em presenca de uma sonda redox bem estabelecida.
Observou-se que o eletrodo na propor¢ao de 60:40 (% m/m: grafite/esmalte) polido exibiu
o melhor perfil voltamétrico. Portanto, essas foram as condi¢des de constru¢do do sensor
estabelecidas.

A superficie do ePAD foi caracterizada tanto por EIE quanto por MEV. Nesse
sentido, destaca-se que antes do polimento era possivel visualizar pelas imagens do MEV
a distribuicdo desigual das folhas de grafite empilhadas sobre a superficie, decorrente do
processo de pintura. Apds o polimento, visualizou-se uma superficie mais homogénea e
com sulcos causados pelo tratamento mecanico. As medidas de espectroscopia de
impedancia eletroquimica indicaram uma queda na resistividade do sensor apds o
polimento, corroborando que esse tratamento expde os sitios eletroativos do grafite e
melhora a transferéncia de elétrons na superficie do eletrodo.

O método desenvolvido por voltametria de pulso diferencial foi aplicado para
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quantificagdo de amoxicilina em amostras de leite, urina sintética e formulagdo
farmacéutica. Ensaios de adi¢cdo e recuperagdo foram conduzidos em dois niveis de
concentragdo, nos quais obtiveram-se valores de recuperacdo na faixa de 90-103%. A
repetibilidade da resposta analitica foi medida em ambos os niveis de fortificacdo, com
desvio padrao menor que 4%. Os valores de desvio padrdo nesse nivel sugerem que o
sensor detém consisténcia entre as medidas, logo, precisdo apropriada para fins analiticos.

Além disso, as caracteristicas singulares da superficie do sensor e-LIG
possibilitaram observar uma antecipacao do sinal de oxidacdo de AMX em comparacao
com os outros sensores relatados, o que demonstra que ndo apenas seu desempenho
analitico € promissor, mas também que suas caracteristicas morfoldgicas sdo adequadas
para monitorar espécies complexas de dificil oxidacao. O sensor e-LIG foi fabricado
utilizando instrumentagdo de baixo custo e requer menos recursos do que sensores

semelhantes produzidos com equipamentos mais caros.

De igual modo, otimizou-se com eficacia um método de VPD e aplicado as
amostras em questdo. Este método revelou uma resposta linear robusta em uma faixa de
concentracdo de 14,9 a 126,2 umol L', apresentando uma detectabilidade na ordem de
micromolar (4,9 pmol L. E crucial salientar que a analise demonstrou interferéncias
minimas de medicamentos coadministrados frequentemente com a amoxicilina (AMX).
As vantagens notaveis incluem custos de producao reduzidos e um processo simplificado
de fabricacdo do eletrodo, especialmente benéficos em aplicacdes clinicas e de seguranga
alimentar. O método utilizando um eletrodo de grafeno induzido por laser (e-LIG) para a
analise de amoxicilina, representa uma opg¢do promissora € pragmatica para
procedimentos analiticos de rotina. Ele tem o potencial de aprimorar significativamente
a eficiéncia e a economicidade na quantificagdo de amoxicilina em diversas areas
analiticas

Os métodos foram comparados com a cromatografia liquida de alta eficiéncia em
um nivel de 95% de confianca e, assim, ndo houve diferengas significativas entre os
resultados. Ademais, a fim de investigar a seletividade dos métodos, avaliou-se a
influéncia de outras substancias como paracetamol, dipirona, acido amoxildico e
clavulanato sobre a resposta dos sensores frente a amoxicilina. Os resultados mostraram
uma variacdo menor que 10% no sinal analitico. Essa pequena variagdo endorsa que os

sensores exibem sensibilidade adequada para andlise desse analito.
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Na literatura especializada ja foram reportados outros sensores e métodos
eletroquimicos para andlise da amoxicilina. Em termos das matrizes analisadas, o método
proposto neste trabalho se assemelha aos outros reportados. A faixa linear de trabalho e
os limites de detec¢cdo também sdao semelhantes. No entanto, destaca-se que o processo
de producdo do ePAD ¢ consideravelmente mais simples, representando um ganho em

frequéncia analitica quando comparado com superficies modificadas.

5.1 Perspectivas futuras

Considerando os estudos conduzidos por este trabalho, torna-se viavel estabelecer
um monitoramento continuo de amostras de origem animal e farmacéutica. Nesse caso,
uma perspectiva factivel seria a aplicagdo de ambos os sistemas em amostras provenientes
do gado leiteiro em tratamento com a amoxicilina. Levando em consideragdo os valores
atuais de LD e LQ frente ao limite de residuo minimo do antibiotico na matriz lactea, ¢é
possivel utilizd-lo como ferramenta de screening para selegao de amostras contaminadas
e, assim, encaminha-las para outras técnicas. Esse tipo de protocolo reduz
consideravelmente os custos no controle de qualidade, uma vez que ndo se torna
necessario analisar todas as amostras pelas técnicas mais onerosas. No entanto, a busca
por modificagdes que contemplem valores menores de LD e LQ como a deposi¢do de
nanoparticulas metélicas ou incorporacao de outros materiais condutivos a tinta pode
resultar em uma poderosa ferramenta para quantificagdo em campo. Adicionalmente, a
aplicacao em amostras de urina real como um posterior estudo representa uma linha viavel

a ser seguida, facilitando as possibilidades de analises clinicas.
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