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Resumo

A hidroclorotiazida (HCT) é um diurético amplamente utilizado no tratamento de hipertensao
e retencdo de liquidos. A sua presenca tem sido detetada em amostras de aguas ambientais,
incluindo efluentes de Estagdes de Tratamento de Aguas Residuais (ETARs). As ETARs n3o sdo
capazes de eliminar eficientemente os farmacos presentes nas aguas residuais, pelo que estes
sdo novamente libertados para as dguas superficiais.

A Unido Europeia aprovou recentemente uma Diretiva que obriga a remocao da HCT pelas
ETARs com uma eficiéncia minima de 80 % em relagcdo a sua carga afluente nas aguas
residuais municipais. Desta forma, novos métodos que permitam uma monitorizacao rapida,
de baixo custo e portabilidade sdo fundamentais. Neste trabalho foi desenvolvido um sensor
eletroquimico baseado num Polimero Molecularmente Impresso (MIP) para a analise de HCT,
onde se usou como célula eletroquimica um elétrodo de papel impresso a jatos de tinta.
Posteriormente, o elétrodo de trabalho foi modificado com tinta condutora de carbono e
oxido de grafeno (GO). O sensor MIP foi construido por eletropolimerizagdo do mondmero
funcional 4cido 4-aminobenzdico na presenga da HCT. O GO mostrou ser um nanomaterial
eficiente para o aumento do sinal eletroquimico de HCT. O sensor MIP exibiu uma boa relacao
linear entre a concentracao de HCT e a intensidade de corrente do pico de oxidagdo, tendo
sido obtidos limites de detecdo (LOD) e de quantificacdo de 1,8 umol L-1 e 5,7 umol L-1,
respetivamente.

O sensor MIP desenvolvido apresenta potencial para a andlise de HCT em aguas. No entanto,
o LOD obtido pode ainda ndo ser suficiente para uma aplicacdo direta em dguas ambientais,
sobretudo em situagdes de contaminagdo reduzida.

Palavras-chave: Sensores eletroquimicos; polimeros molecularmente impressos; elétrodos de
papel; eletropolimerizagdo; grafeno; hidroclorotiazida.






Abstract

Hydrochlorothiazide (HCT) is a diuretic that is widely used to treat high blood pressure and fluid
retention. Its presence has been detected in environmental water samples, including
Wastewater Treatment Plants (WWTPs) effluents. WWTPs are not able to effectively eliminate
the drugs present in the effluent, so they are discharged into surface waters. The European
Union has recently adopted a directive that requires HCT to be removed by WWTP with a
minimum efficiency of 80% relative to its influent load in municipal wastewater. Therefore, new
methods for rapid, inexpensive, and portable monitoring are essential. In this work, an
electrochemical sensor based on a molecularly printed polymer (MIP) was developed for the
analysis of HCT, using an inkjet-printed paper electrode as the electrochemical cell.
Subsequently, the working electrode was modified with carbon ink and graphene oxide (GO).
The MIP sensor was fabricated by electropolymerization of the functional monomer 4-
aminobenzoic acid in the presence of HCT. GO was found to be an efficient nanomaterial for
enhancing the electrochemical signal of HCT.

The MIP sensor exhibited a good linear relationship between HCT concentration and the
oxidation peak current intensity, with limits of detection (LOD) and quantitation of 1.8 umol L-
1 and 5.7 umol L-1, respectively.

The developed MIP sensor shows potential for analyzing HCT in water. However, the obtained
LOD may still not be sufficient for direct application in environmental waters, particularly in
situations of low-level contamination.

Keywords: Electrochemical sensors; molecularly imprinted polymers; paper electrodes;
electropolymerisation; graphene; hydrochlorothiazide.
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1 Introducao

Neste capitulo serdo apresentados o enquadramento, o tema e os objetivos da
dissertacdo, assim como uma pequena descricdo do Grupo de Reacdo e Andlises Quimicas
(GRAQ).

1.1 Enquadramento

Este projeto de investigacdo foi realizado no ambito da unidade curricular
Dissertacdo/Estagio (DISEST) do Mestrado em Engenharia Quimica, pertencente ao
Departamento de Engenharia Quimica do Instituto Superior de Engenharia do Porto (ISEP).

Este projeto teve uma duracdo aproximada de 5 meses, e foi realizada no laboratério
de eletroquimica do (GRAQ), envolvendo uma parte de investigagcdo e uma parte de pesquisa
sobre o respetivo tema.

No Anexo | encontra-se a Declara¢do de Integridade relativamente ao trabalho
realizado.

1.2 Tema e Objetivos

A presente dissertacdo teve como objetivo o desenvolvimento e otimizacdo de um
sensor eletroquimico baseado num polimero molecularmente impresso (MIP) para a andlise da
hidroclorotiazida (HCT) em aguas ambientais.

1.3 O GRAQ

O GRAQ é formado por uma equipa diversificada de investigadores dedicados a exploragao na
area de Engenharia Quimica e da Quimica Verde. Tem como missdo impulsionar a
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investigacao, aplicagdo e divulgacao dos conhecimentos nestas areas, visando a inovagao,
contribuindo também para o avanco cientifico e tecnoldgico. O GRAQ integra o Laboratdrio
Associado para a Quimica Verde (LAQV) da Rede de Quimica e Tecnologia (REQUIMTE) (GRAQ,
2024). A REQUIMTE é uma organizagdo cientifica sem fins lucrativos constituida pelas
Universidade do Porto e NOVA de Lisboa, sendo considerada um Centro de Investigacdo de
Exceléncia em Quimica Verde (REQUIMTE, 2024).
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2 Estado da Arte

2.1 Farmacos em aguas ambientais

A presenca de farmacos em dguas ambientais é uma preocupacao crescente devido a
potenciais impactos no ecossistema aquatico e na saude humana (Pereira, Silva, Laranjeiro, Lino,
& Pena, 2020) (P. Chaturvedi et al., 2021). Os farmacos podem entrar no ambiente aquatico
através de diversas fontes, tais como excre¢des humanas e animal, descarte ndo adequado de
farmacos, assim como através de efluentes de Estacdes de Tratamento de Aguas Residuais
(ETARs) (Paiga, 2019). De facto, as ETARs tém sido identificadas como uma das principais fontes
de disseminacdo de compostos farmacéuticos no ambiente aquatico (P. Rebelo, 2022). Tal
deve-se a ineficiéncia dos processos convencionais de tratamento, uma vez que as ETARs ndo
foram originalmente concebidas para a remocdo destes contaminantes emergentes.
Consequentemente, a presenca de farmacos em efluentes de ETARs tem sido reportada de uma
forma crescente ao longo dos ultimos anos.

A presenca de farmacos no meio ambiente constitui uma preocupacdo emergente
devido as potenciais repercussdes ecoldgicas e sanitarias. Estes compostos podem contaminar
corpos hidricos destinados ao consumo humano e ao uso industrial, acumular-se em
organismos humanos e animais, e contribuir significativamente para o aumento da resisténcia
microbiana. Neste contexto, a detec¢do, quantificagcdo e monitorizagdo de farmacos em aguas
ambientais revelam-se essenciais, sobretudo num cendrio global marcado pelo crescimento
populacional e pelo intensificar das atividades industriais e farmacéuticas.

A hidroclorotiazida (HCT) é um dos farmacos encontrados em aguas ambientais (L.
Molnarova, 2024).

2.2 Hidroclorotiazida (HCT)

A HCT é um farmaco pertencente a classe dos diuréticos, amplamente utilizado para
tratar a hipertensao arterial e outras condi¢des onde haja retengdo de liquidos (Pinheiro, 2024).
Os diuréticos ajudam o sistema renal a eliminar dgua e eletrélitos através da urina, reduzindo
assim a acumulacdo de liquidos e, consequentemente, diminuindo a pressdo arterial (Pinheiro,
2024). A estrutura quimica da HCT é constituida por um anel de benzotiadizina, que inclui um
atomo de enxofre ligado a um grupo de sulfamida e a um atomo de cloro (Figura 1). Esta
estrutura é responsavel pela sua atividade diurética.
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Figura 1 - Estrutura quimica da HCT (Information, 2025).

Dado ser um farmaco amplamente prescrito, a sua presenca em efluentes de ETARSs,
assim como em aguas superficiais tem vindo a ser descrita. Recentemente, uma nova Diretiva
do Tratamento das Aguas Residuais foi aprovada pela Comissdo Europeia. Nesta, consta que
até 2045 as ETARs tém de garantir a remocdo de até pelo menos 80% da HCT, entre outros
farmacos, dos seus efluentes (European Commission, 2022).

Desta forma o desenvolvimento de dispositivos analiticos que permitam uma
monotorizacdo rapida da presenca ou auséncia deste farmaco tornam-se essenciais (European
Commission, 2022).

A metodologia amplamente usada para a analise de HCT é a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC). Apesar desta técnica ser muito eficiente, ela apresenta desvantagens
como a necessidade de equipamentos e procedimentos caros, que envolvem o uso de grandes
volumes de solventes organicos e exigem um tempo de analise longo. Desta forma, os
sensores eletroquimicos destacam-se pela sua construcdo de baixo custo, pela necessidade de
quantidades menores de solventes e pela rapidez na aquisi¢cdo de resultados (Lahcen &
Amine, 2019). Ao mesmo tempo, existe a necessidade de desenvolver métodos portateis e
facilmente descartdveis, para os quais estes sensores surgem como uma solugdo promissora.

Um sensor é um dispositivo analitico que converte fenédmenos fisicos num sinal digital
mensuravel que pode posteriormente ser visualizado e processado (Hulanicki, Glab, & Ingman,
1991). De uma forma geral, os sensores podem ser classificados em duas categorias principais:
ativos e passivos. Os sensores ativos necessitam de um estimulo externo para funcionar,
enquanto os sensores passivos ndo requerem uma forga externa para produzir um sinal . Além
disso, os sensores diferenciam-se também pelos seus mecanismos de dete¢do que podem ser
elétricos, quimicos, bioldgicos, radioativos, entre outros, bem como pelos fendmenos de
transducdo de sinal, podendo ser classificados como termoelétricos, fotoelétricos ou
eletroquimicos (Javaid, Haleem, Rab, Singh, & Suman, 2021).Este trabalho incide sobre sensores
eletroquimicos (SE), que de acordo com a técnica utilizada podem ser voltamétricos,
amperomeétricos, impedimétricos, condutimétricos e potenciométricos.

Neste trabalho a técnica utilizada foi a voltamétrica, pelo que serd abordada de uma
forma mais detalhada.
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2.3 Sensores voltameétricos

A voltametria é abordada quando uma reacdo quimica tem lugar na interface entre um
material condutor de eletrGes e outro condutor idnico, onde existe transporte de cargas entre
a espécie quimica e o elétrodo, sendo que o elétrodo é um metal ou um material semicondutor
e o condutor idnico é o eletrélito que pode assumir um estado fisico aquoso ou sdlido
(O’Mullane, 2013).

O sistema de medi¢do voltamétrico é constituido por trés componentes principais: o
potencidstato, o circuito de medicao de intensidade de corrente, a célula voltamétrica e um
sistema de registo de resultados. A célula voltamétrica, por sua vez, é geralmente composta por
trés elétrodos: o elétrodo de trabalho (WE), no qual é aplicado um potencial elétrico que varia
ao longo do tempo; o elétrodo de referéncia (RE), que mantém um potencial constante durante
toda a experiéncia; e o elétrodo auxiliar (CE), responsavel por conduzir a corrente elétrica da
fonte de energia através da solucdo até ao WE (O’Mullane, 2013). A técnica de voltametria
permite obter informacgdes qualitativas e quantitativas sobre substancias presentes em solucao,
com base na aplicacdo de um potencial entre os elétrodos de trabalho e de referéncia. A
variacdo controlada desse potencial ao longo do tempo permite o registo simultdaneo da
corrente elétrica gerada, originando uma curva caracteristica — o voltamograma — que
representa a relagdo entre a corrente e o potencial aplicado (Aleixo, 2018).

Uma das dreas mais relevantes e onde as técnicas eletroanaliticas sdo aplicadas sdo os
SE.

Os SE sdo, tipicamente, constituidos por dois componentes: o recetor e um transdutor.
O recetor pode ter origem bioldgica, como ADN, anticorpos ou enzimas (biossensores) ou ser
artificial, como no caso dos polimeros molecularmente impressos (MIP). Este recetor interage
seletivamente com o analito, convertendo essa interagdo num sinal de saida pré-determinado.
Ja o transdutor é responsével por converter esse sinal num valor que possa ser medido e/ou
registado (Baranwal, Barse, Gatto, Broncova, & Kumar, 2022). Este tipo de tecnologia pode ser
aplicado na medicina para identificagcdo de infecGes virais, para identificacdo de biomoléculas e
de compostos nocivos ao ambiente de uma forma rapida e de facil manuseamento (Baranwal,
Barse, Gatto, Broncova, & Kumar, 2022), (N. P. Shetti, 2018), (l. Seguro, 2022).

2.4 Polimeros molecularmente impressos (MIPs)

Os MIPs sdao materiais sintéticos produzidos com cavidades de ligacdo seletivas que
atuam como pontos de reconhecimento para uma molécula-alvo, imitando recetores naturais.
Desta forma, sao especificos e capazes de reconhecer e selecionar compostos para os quais
foram seletivamente impressos (D. Rapacz, 2024). Sdo sintetizados através da mistura entre
uma molécula modelo (o alvo) e um mondmero funcional num solvente porogénico inerte,
resultando num complexo de pré-polimerizacdo (P. Rebelo et al, 2021). O polimero sintético
deve ser complementar a substancia a analisar em termos de forma, tamanho e grupos
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funcionais, pelo que, teoricamente, sera possivel contruir um MIP para qualquer molécula.
Desta forma, a selecdo do mondmero funcional é crucial para o sucesso da construcao (I. Seguro,
2022). A preparacdao dos MIPs envolve trés etapas principais: polimerizacdo, extracdo e
incubacao (Figura 2).

A primeira etapa, a polimerizagdo, é iniciada por um processo quimico, térmico ou por
radiacdo (UV) que ira permitir que os componentes adicionados a mistura de pré-polimerizacao
formem uma matriz polimérica robusta em torno do alvo (I. Seguro, 2022).

Segue-se a etapa de extragcdo onde a molécula-alvo é removida com uma solucdo
apropriada e por um periodo definido, de modo a deixar o polimero com as cavidades
especificamente compativeis com a molécula-alvo.

A Ultima etapa, a incubacdo, envolve o contacto da molécula-alvo com as cavidades
previamente construidas com o objetivo de verificar se foram criadas ligagdes especificas (D.
Rapacz, 2024).

Template-Monomer
Complex

Polymerization

K

$

&
&

Incubation Extractation

[ —
P ———

Functional
Monomer

Template Molecularly Imprinted Polymer (MIP)

Figura 2 - Representagao esquematica do processo de sintese de um MIP (Bitas & Samanidou, 2018).

A sintese de MIPs por eletropolimerizagdo é a abordagem mais conveniente, uma vez
qgue o polimero é criado na superficie do WE de uma forma controlada e sem necessidade de
um passo adicional de imobilizagdo (l. Seguro, 2022).
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2.5 Técnicas de detecao

Utilizando SE baseados em MIPs registam-se alteracdes no sinal elétrico proporcionais
a concentracdo da substancia a analisar. Neste caso, a voltametria e a espetroscopia de
impedancia quimica sdo frequentemente utilizadas (P. Rebelo et al, 2021).

A voltametria relaciona a intensidade da corrente com o potencial numa célula
eletroquimica, ou seja, quando o potencial é conservado ou impulsionado para um valor onde
ocorre um processo faradaico envolvendo o WE e uma espécie quimica, verifica-se o
aparecimento de corrente elétrica que pode ser usada para determinar uma concentracdo
dessa espécie quimica em solucao e, consequentemente, torna possivel a obtencao de
informacdo sobre a identidade dessa mesma espécie (Almeida, 2000).

Métodos voltamétricos incluem a voltametria de impulso normal (NPV), voltametria de
impulso diferencial (DPV), voltametria ciclica (CV), entre outros. Nestes métodos, a
eletroatividade do analito condiciona o mecanismo de detecdo. Quando a substancia é
eletroativa o sinal de saida resulta de correntes faradaicas associadas a fendmenos de
oxidacdo/ reducdo das substincias usadas apds a ligacggdo com o MIP, sendo possivel
correlacionar a concentracao da substancia a analisar com a corrente medida. Por outro lado,
para analitos ndo eletroativos, o sinal pode ser obtido utilizando sondas redox, em que a
resposta da corrente é inversamente proporcional a concentracdo do analito, uma vez que
concentracdes mais elevadas reduzem os canais disponiveis para a difusdo da sonda até a
superficie do WE, diminuindo assim o sinal observado (P. Rebelo et al, 2021).

2.5.1 Voltametria de impulso normal (NPV)

A voltametria de impulso normal (NPV) consiste na aplicagdo de uma série de
impulsos de potencial de amplitude crescente separados no tempo (Figura 3).

(a) (b)

]

Figura 3 - Voltametria de impulso normal. (a) Representacdo grafica do potencial aplicado em fungdo do
tempo. (b) Representagdo de um voltamograma de impulso normal (Almeida, 2000).
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Os impulsos aplicados iniciam-se num certo valor de potencial Ei para o qual ndo ocorre
reacdo no WE e vdo aumentando progressivamente até ao ponto que ocorre a eletrdlise. Uma
vez chegando ao patamar da intensidade de corrente limite de difusdo, a intensidade da
corrente faradaica estabiliza, resultando no voltamograma tipico, como esta exemplificado na
Figura 3 (b) (Almeida, 2000).

Neste tipo de voltametria, é possivel aumentar a razdo entre a intensidade de corrente
faradaica e ndo-faradaica ao medir a intensidade de corrente no final de cada impulso,
resultando em limites de detegdo baixos (Almeida, 2000).

2.5.2 Voltametria de impulso diferencial (DPV)

A voltametria de impulso diferencial (DPV) baseia-se na aplicacdo de uma sequéncia de
impulsos de potencial de amplitude constante separados no tempo, sendo a intensidade da
corrente medida em dois momentos, tl, imediatamente antes do impulso iniciar e t2,
imediatamente antes do impulso terminar, sendo registada a diferenca entre t1 e t2 (Figura
2.4). ADPV pode ser usada na determinacdo de quantidades vestigiais (Almeida, 2000).

(a) (b)

4r corrente
potencial
Al = I(2) — (1)
2 ﬁ_4
— , periodos
-7 —-
tempo -
potencial

Figura 4 - Voltametria de impulso diferencial. (a) Representacdo grafica do potencial aplicado em fungéo
do tempo. (b) Representagdo de um voltamograma de impulso diferencial (W. F. Pacheco, 2013).

As intensidades de corrente obtidas antes e depois de cada impulso sdo resultados
obtidos apds a integragao durante dois periodos idénticos. Esses periodos sdo escolhidos de
forma a permitir que a razdo da intensidade de corrente faradaica sobre a ndo-faradaica
aumente, possibilitando limites de dete¢do baixos (Almeida, 2000).
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2.5.3 Voltametria ciclica (CV)

A CV é uma técnica eletroquimica que consiste em aplicar ao WE um potencial que varia
de forma linear e ciclica dentro de um intervalo definido, enquanto se regista a corrente
resultante. Durante o varrimento, podem ocorrer processos de oxidacao e reducdo de espécies
eletroativas na superficie do elétrodo. O grafico obtido, denominado voltamograma ciclico,
apresenta picos caracteristicos de oxidacdo e reducdo muitas vezes comparado a um “bico de
pato” (Figura 5) (C. Bracher, 2024). A voltametria ciclica € uma técnica muito utilizada para
estudar as propriedades eletroquimicas de sistemas redox e para investigar a dindmica de
reacoes de transferéncia de eletrdes.

(a) (b)

Potencial

- 60
304

= of

—
1 =304
Potencial de inversao
=60 : T T . T r
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Tempo EV

Figura 5 - Voltametria ciclica. (a) Representacgdo grafica do potencial aplicado em fungdo do tempo. (b)
Representagdo de um voltamograma ciclico caracteristico (W. F. Pacheco, 2013).
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3 Parte Experimental

3.1 Reagentes

Hidroclorotiazida (HCT), acido 4-aminobenzoico (99% ABA), éxido de grafeno (4mg mL
1), atenolol (> 98% ATN) e metoprolol (MET) foram adquiridos a Sigma-Aldrich. N-N-
dimetilformamida (= 98% DMF), dihidrogenofosfato de potassio (KH2PO,) e hidrogenofosfato
de potassio (K;HPO4) foram adquiridos a Merck. Acido acético glacial (> 99,8%) e acido bérico
(100,3%) foram obtidos na VWR Chemicals. Hidroxido de sddio NaOH), metanol (> 99,9%
MeoH) e acido orto-fosférico (85%) foram adquiridos a LabChem, Honeywell e Panreac,
respetivamente. As tintas de ouro e prata usadas para fabricar os elétrodos foram obtidas na
Novacentrix (Silver Metalon® JS- A191-S and Gold Metalon® JG-125). A tinta de carbono usada
para posteriormente modificar o WE foi obtida através da SunChemical (DIC group, UK).

3.2 Solugoes

Foram preparadas solucGes tampdao fosfato (PBS) 0,1 M a pH 7, juntando quantidades
adequadas de KH,PO; e K;HPO4 e acertando o pH com NaOH. Solugbes tampdao Britton-
Robinson foram preparadas utilizando acido bdrico (0,04 M), acido acético glacial (0,04 M) e
acido orto-fosférico (0,04 M), onde se ajustou o pH desejado com NaOH.

As medicOes eletroquimicas foram realizadas usando tampd&o Britton-Robinson pH4.

Foram preparadas solu¢cdes mie de HCT de 80 mmol L em MeOH. As solu¢des mie de
ABA foram preparadasem PBS 0,1 M.

As solugbes de polimerizagdo foram preparadas em PBS juntando quantidades
adequadas das solugdes mae de HCT e ABA.

Para a extracdo da HCT do MIP foi utilizada uma solucdo de NaOH de 0,1 M.

Durante todo o trabalho foi utilizada dgua ultrapura com resistividade de 18,2 Q.cm,
obtida por um sistema de purificacdo de agua Millipore (Synergy UV).
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3.3 Equipamento

As medicbes voltamétricas foram realizadas com um potencidstato/galvanostato da
marca Metrohm Autolab, modelo PGSTAT20 controlado pelo software NOVA da Metrohm
Autolab, versao 1.10.

Ao longo do projeto foram utilizadas micropipetas de 10 uL, 20 uL, 200 pL e 1000 pL
Labnet Biopette plus.

Como medidor de pH, foi utilizado um medidor da marca Crison modelo micropH 92002
com elétrodo combinado de vidro.

Em todas as pesagens efetuadas ao longo do trabalho, foi utilizada uma balanca
analitica com precisdao de 0,01 mg da Metler Toledo, NewClassic MS.

3.3.1 Construgao da célula eletroquimica

A célula eletroquimica utilizada consistiu num elétrodo de papel impresso a jato de tinta
por uma impressora cientifica — DIMATIX DMP2850. O formato dos elétrodos teve como base
a configuracdo utilizada nos elétrodos serigrafados de carbono (SPCE), a qual foi desenhada
pelo software de desenho Inkscape (Figura 6).

Assim, a configuracdo consiste num arranjo de 3 elétrodos impressos em papel (papel
comercial Toughprint), com um WE circular impresso com tinta de ouro (didmetro 3 mm), CE
impresso com tinta de prata e um elétrodo de pseudorreferéncia impresso com tinta de ouro
(Figura 6 (a)). As conexdes foram impressas com tinta de prata. Apds a impressdo, o papel foi
deixado a secar numa estufa a 175 2C durante 10 min. Posteriormente, o WE foi modificado
com 3 L de tinta de carbono (23% de pasta de carbono em DMF colocada num banho de
ultrassons H-D, Selecta durante 1 h), onde previamente se colocou um adesivo circular com 4
mm de didmetro para uma circunferéncia reprodutivel e uniforme (Figura 6 (b)). Os elétrodos
foram deixados a secar durante 24 h a temperatura ambiente. De forma a aumentar o sinal
eletroquimico da HCT no sensor produzido, o WE foi ainda modificado com 5 pL de GO (0,5 mg
mL?), o qual foi seco durante 10 min com uso de uma ldmpada de aquecimento. Por fim, foi
colocada uma fita adesiva isoladora entre as conexdes e o WE de forma a evitar o contacto das
solugGes depositadas sobre o WE com as conexdes (Figura 6(c)). Desta forma, os elétrodos
estavam preparados para a conexao entre a interface comercial e o potenciéstato, permitindo
as futuras modificagdes de superficie necessarias a construc¢do do MIP (Figura 6 (d)).
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Figura 6 - Imagens dos (a) elétrodo de papel impresso pela impressora cientifica com jatos de tinta de
prata e ouro, (b) elétrodo de papel modificado com tinta de carbono no WE, (c) elétrodo de papel
modificado com éxido de grafeno; (d) conexdo entre a interface.

O MIP foi preparado por eletropolimerizagao diretamente na superficie do elétrodo de
papel, sobre o qual foram depositados 40 pL de uma solucdo de PBS contendo concentragbes
otimizadas de 25 mmol L't de ABA e 8 mmol L de HCT. Para controlo, foi preparado de igual
forma um polimero molecularmente ndo impresso (NIP), mas sem a presenca de HCT na solugdo
de polimerizacdo. A eletropolimerizacao foi efetuada através de CV que consistiu na aplicagdo
5 ciclos consecutivos numa gama de potencial de 0,0 a +1,1 V com uma velocidade de
varrimento de 100 mV s™.

Apos a eletropolimerizagdo, os elétrodos foram cuidadosamente lavados com agua
ultrapura e secos com a ajuda da lampada de aquecimento.

Para efetuar o processo de extracdo das moléculas de HCT, os elétrodos modificados
foram sujeitos a 30 ciclos de CV entre +0,2 e +1,0 V com uma velocidade de varrimento de 100
mV s em NaOH 0,1 M.

Por fim, a religacdo das moléculas do farmaco foi efetuada através da incubagdo com
diferentes solugdes de HCT. Para isso, foram depositados 20 plL da solucdo sobre o WE durante
60 s, ao fim do qual os elétrodos foram lavados com 4gua ultrapura e secos. A medicdo direta
do sinal da HCT foi obtida por DPV numa gama de potencial de +0,3 a +1,2 V, com amplitude de
pulso de 50 mV e velocidade de varrimento de 50 mV s, usando tamp3o Britton-Robinson a
pH 4 como eletrdlito.
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4 Resultados e discussao

4.1 Estudo do pH na resposta eletroquimica da HCT

Inicialmente, a influéncia do pH da solugdo usada como eletrdlito no comportamento
oxidativo da HCT foi avaliada. Para tal, solu¢des do tampao Britton-Robinson foram preparadas
com pH a variar entre 2 e 10 e a intensidade de corrente do pico de oxidacdo e o potencial
foram registados por DPV (Figura 7).

Foi possivel observar que a intensidade de corrente do pico de oxidacdo da HCT
aumentou com o aumento de pH até ao maximo de pH 4. Apds o pH 4 verificou-se uma descida
gradual, sugerindo uma menor disponibilidade de protdes a pH mais elevado que pode
dificultar a oxidacdo da HCT. O potencial de oxida¢do diminuiu com o aumento de pH.

Assim, a solugdo usada para efetuar as medicGes voltamétricas foi tampdo Britton-
Robinson pH 4, uma vez que se obteve a maior intensidade de corrente do pico de oxidacdo a
+0,8 V.

70 1.05
—0—1, uA E,V
65 F 4 0.95
60 | 4 0.85
55 F 4 0.75
< >
= Ll
50 F 41 0.65
45 | 4 0.55
40 F T 4 0.45
35 L L L L L L L L 0.35
2 3 4 5 6 7 8 9 10
pH

Figura 7 - Resposta eletroquimica de 1 mmol L'* de HCT através de corrente e potencial do pico de
oxidagdo em funcdo do pH.
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4.2 Construc¢ao do sensor MIP

Para encontrar o mondmero funcional mais adequado foram feitos varios ensaios,
nomeadamente com o ABA, pirrole, 3,4-etilenodioxitiofeno e o 4dcido 3-aminofenilbordnico. No
entanto, o ABA foi o composto que apresentou uma melhor interacdo com a HCT, permitindo
obter uma maior intensidade de pico de oxidacdo e posterior seletividade.

Apds a selegdo do ABA como o mondmero funcional mais adequado, foi colocado sobre
a célula eletroquimica de papel com GO reduzido (rGO), 40 pL de uma solugdo com 25 mmol L
1de ABA e 8 mmol L't de HCT em PBS (pH 7) seguindo-se a eletropolimerizacdo diretamente na
superficie do elétrodo, onde foram aplicados 5 ciclos de CV entre 0,0 e +1,1 Va 100 mV s*

Na Figura 8 apresentam-se os ciclos de CV registados durante a preparacao dos sensores
MIP e NIP.

650

rGO NIP
550 |

rGO MIP
450 |
350 |

<
3250 |

150

-50 F

_150 1 1 1 1 1 1
-0.1 0.1 0.3 0.5 0.7 0.9 11 13
E,V

Figura 8 - Voltamogramas ciclicos obtidos durante a eletropolimeriza¢do dos sensores MIP (presenca
de HCT) e NIP (auséncia de HCT).

Como se pode observar, a corrente diminuiu progressivamente com o aumento do
numero de ciclos, indicando o crescimento gradual de um filme polimérico compacto sobre a
superficie do WE. O pico observado em torno de +0,5 — +0,6 V deve-se a oxidagao do ABA,
enquanto o pico em cerca de +0,8 V, observado exclusivamente durante a sintese do sensor
MIP, esta associado a oxidacdo da HCT.
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Uma vez que a HCT é eletroativa nesta gama de potencial, estes resultados sao
consistentes com a sua incorporagdao no polimero sintetizado, que foi posteriormente
confirmada por DPV (Figura9). Como pode ser analisado através da Erro! A origem da referéncia
nao foi encontrada., enquanto o MIP exibiu um pico de oxidacdo aproximadamente a +0,8 V, o
mesmo nao se verificou no NIP, confirmando a eficacia do processo de impressdao molecular.
Além disso, foi possivel observar diferencgas significativas entre os sensores MIP modificados
com e sem rGO (Figura 9). Apds a modificacdo com rGO, o pico de oxidagdo da HCT aumentou e
deslocou-se para potenciais mais positivos, evidenciando um aumento da area superficial e
condicdes que permitem um aumento da sensibilidade do sensor a presenca de HCT.
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Figura 9 - Voltamogramas obtidos por DPV em tampao Britton-Robinson (pH 4) apds a
eletropolimerizagdo.

Posteriormente procedeu-se a extragdo da HCT por CV, onde se aplicaram 30 ciclos
voltamétricos num intervalo de potencial entre +0,2 V e +1,0 V a 100 mV s, usando uma
solucdo de 0,1 mol L de NaOH com subsequente incubacdo da HCT por 60 s. A resposta
eletroquimica dos sensores apds extracdo e incubacdo foi avaliada por DPV e os resultados
estdo registados na Figura 10. Através da Figura 10, foi possivel observar que apds a extragao
nenhum pico de oxidagao foi registado, confirmando o sucesso do procedimento.

Apds a incubagdo, e comparando a respostas dos sensores MIP e NIP, foi possivel
observar que o pico de oxida¢do do MIP foi significativamente superior ao do NIP, confirmando
a maior capacidade de reconhecimento do sensor MIP e o sucesso na criagdo de cavidades
poliméricas para a HCT.
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Figura 10 - Voltamogramas obtidos por DPV em tampao Britton-Robinson (pH 4) apds a extragdo de
HCT e incubagdo com 50 umol L-1 de HCT.

4.3 Otimizagao da sintese do MIP e condi¢gOGes experimentais

Ao construir um sensor eletroquimico baseado em MIPs é essencial otimizar as suas
condi¢des de preparagdo, incluindo a composicdao da solugdo de polimerizagdo, isto &, as
concentragdes do mondmero funcional e da molécula-alvo, nimero de ciclos de polimerizagao
e o tempo de incubacdo. Para garantir a maxima resposta eletroquimica e seletividade do
sensor, a influéncia destes parametros na performance do sensor foi avaliada apds incubagdes
com 20 pLde HCT a 50 umol L't tanto no MIP como no NIP.

Na procura da combinagdo ideal entre o mondémero funcional e a HCT na solugdo de
polimerizacdo, as concentracdes do mondmero ABA e do farmaco HCT foram otimizadas. Foram
preparados sensores MIPs e NIPs com uma concentracdo fixa de HCT (6,0 mmol L) e com 6
concentracdes variaveis de ABA (2,0, 10, 20, 25, 30 e 40 mmol L). Na Figura 11 (A) é possivel
observar um aumento gradual da intensidade de corrente do MIP até 25 mmol L, seguido por
uma descida acentuada em concentragdes superiores. Este comportamento sugere a formagao
de uma camada polimérica espessa sobre o WE que pode favorecer intera¢des entre moléculas
de ABA e reduzir a disponibilidade de locais de ligacdo para as moléculas de HCT.
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Figura 11 - Otimizagdo das condi¢des de construgao do sensor para determinagdo de 50 umol L-1 de
HCT : variagdo da concentragdo de ABA (A); variagdo da concentracdo de HCT (B); variagdo do nimero
de ciclos (C); variacdo do tempo de incubagdo (D).

De uma forma semelhante, para encontrar a melhor concentragao de HCT, fixou-se a
concentracdo de ABA (25 mmol L) e polimerizaram-se 4 MIPs com concentra¢des varidveis de
HCT (4,0, 6,0, 8,0 e 10 mmol L) (Figura 11 (B)). ~

Analisando a Figura 11(B) observa-se que existe um aumento da resposta do sensor MIP
entre 4,0 e 8,0 mmol L?, seguindo-se uma diminui¢do da intensidade de pico com o aumento
da concentragdo. Tal comportamento podera ser justificado por possiveis aglomeragOes e
moléculas de HCT nao ligadas na superficie do papel que podem comprometer a condutividade.

Tendo em conta que se pretende ter a maxima sensibilidade sem comprometer a
seletividade, a eletropolimeriza¢3o foi efetuada utilizando 25 mmol L't de ABA e 8 mmol L de
HCT.

Outro fator influenciador da sensibilidade do sensor varia com a permeabilidade e
espessura do filme polimérico. Entdo, tendo as concentracGes otimizadas de ABA e HCT,
procedeu-se a otimizagdo do numero de ciclos a usar durante o processo de
eletropolimerizagdo (3, 5, 10 e 20 ciclos) (Figura 11 (C)). A partir da andlise da Figura 11 (C) é
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possivel observar que as melhores respostas eletroquimicas foram obtidas com a aplicacao de
5 ciclos durante a polimeriza¢do, sugerindo que um maior numero de ciclos forma um filme
polimérico mais denso que diminui a acessibilidade das moléculas do farmaco aos locais de
ligagdo, diminuindo por sua vez a sensibilidade do sensor. Tendo em conta estes resultados, 5
ciclos foram usados para os posteriores ensaios.

Por ultimo, foi avaliado o melhor tempo de incubag¢do da HCT (30, 60, 120 e 240 s)
(Figura 11 (D)). Os resultados ilustrados na Figura 11(D) mostram um aumento gradual da
resposta eletroquimica da HCT com o aumento do tempo de incubacdo, no entanto, verificou-
se que um maior tempo de incubacdo diminui a seletividade do sensor MIP, sugerindo um
aumento de interagdes nao especificas. Assim, foi selecionado um tempo de incubagdo 6timo
de 60 s.

4.4 Resposta analitica do sensor MIP

Apds otimizacdo das condi¢cGes experimentais, a resposta analitica do sensor MIP para
diferentes concentracdes de HCT (de 5 a 100 pmol L) foi analisada por DPV para construir a
curva de calibracdo (Figura 12 e Figura 13).
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i, [WA]
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Figura 12 - Voltamogramas obtidos por DPV do sensor MIP apds incubagdo com diferentes
concentragdes de HCT.
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Figura 13 - Relagdo linear entre a intensidade de corrente do pico de oxidagdo de HCT e a concentracgdo.

Como pode ser observado, o aumento da intensidade de corrente do pico de oxidagdo da
HCT com o correspondente aumento da sua concentragdo exibe uma boa relagdo linear,
apresentando uma equagdo de retade Y = 2,0 X 1078x — 8,0 x 10~ e um R? de 0,993.

Os limites de detecdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) foram calculados com base nas
equacdes LOD = 3s,/m e LOQ = 10s,/m, onde s, corresponde ao desvio padrdo do branco e m
ao declive da reta de calibra¢do. Os valores obtidos foram de 1,8 e 5,7 umol L para o LOD e
LOQ, respetivamente.
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5 Estudos de seletividade

e

A seletividade é essencial para garantir a precisdo e confiabilidade dos resultados,
principalmente quando as amostras a testar incluem multiplos componentes diferentes do
analito em estudo. Neste contexto, foram realizados ensaios da HCT juntamente com outros
farmacos usados para tratar patologias cardiovasculares frequentemente encontrados em

aguas superficiais, incluindo o atenolol (ATN), metoprolol (MET) e irbesartan (IBER).

Cada farmaco foi inicialmente analisado de uma forma isolada, e em seguida, procedeu-se
a adicdo da HCT a solugdo de cada um dos farmacos a analisar. Cada um dos compostos
apresentava uma concentrac¢do de 50 umol L. As respostas eletroquimicas obtidas por DPV
para os sensores MIPs foram comparadas com os respetivos NIPs (Figura 14).

120.00 NIP = MIP
100.00 |
80.00 |
X 60.00 |
40.00 f
20.00 F
0.00
ATN+HCT MET+HCT IBER+HCT

Figura 14 - Resposta eletroquimica obtida para os sensores MIP e correspondente NIP apds incubacdo
de HCT na presenca de outros farmacos.

Quando os sensores foram incubados com solu¢des individuais de ATN, MET e IBER, ndo
foi observada nenhuma resposta analitica, indicando a auséncia de intera¢do com os locais de
reconhecimento do MIP e comprovando a seletividade do sensor. Além disso, quando estes
interferentes foram combinados com a HCT, ndo foram observadas alteragdes relevantes no
sinal eletroquimico da HCT, confirmando que as presencas destes compostos ndo
comprometem a detegdo do farmaco alvo.
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6 Aplicacoes em amostras de agua

Para determinar a real eficacia deste sensor eletroquimico MIP em contexto pratico, foram
feitos testes em amostras de dgua da torneira e de efluente de uma ETAR. Para tal foram feitos
testes de recuperacdao em que as amostras foram fortificadas com concentracdes de 10 e 25
umol L't de HCT (Tabela 1). As amostras foram analisadas sem pré-tratamento, exceto no caso
do efluente da ETAR que foi previamente filtrado para remocao de particulas em suspensao.

Tabela 1 - Resultados dos ensaios de recuperagdo do sensor MIP para HCT em amostras de dgua
fortificadas.

HCT adicionada HCT determinada .
Amostra Recuperacdo (%)
(umol L-1) (umol L-1)
Agua da 10 9,28 92,8
torneira
25 21,0 84,0
Efluente 10 9,58 95,8
ETAR
25 23,5 94,0

Antes da fortificagdo das amostras com HCT, ndo foi detetado qualquer sinal
eletroquimico correspondente ao pico de oxidagdo da HCT. Apds a fortificagdo das amostras
com concentragdes conhecidas de HCT, os valores obtidos demonstraram uma boa
concordancia com os teores adicionados, tendo sido obtidas percentagens de recuperagao
entre 84,0 % e 95,8 %.

Estes resultados reforgam a aplicabilidade pratica do sensor MIP em aguas e destacam o
seu potencial como uma ferramenta de triagem rapida e econémica para a monitorizagao de
HCT. No entanto, é importante sublinhar que o LOD obtido pode ainda nao ser suficientemente
baixo para uma andlise direta da HCT em daguas residuais, nomeadamente em locais onde a
poluicdo seja reduzida.

39




40



7 Conclusoes e sugestoes para trabalho
futuro

O desenvolvimento de sensores eletroquimicos para andlise de farmacos em d&guas
ambientais representa um avanco significativo na protecdo dos recursos hidricos. A
continuidade da investigacdo nesta drea é crucial, pois permite ndo sé a identificacdo de
contaminantes como a implementacdo de estratégias eficazes para a preservacao do meio
ambiente.

A presente investigacdo culminou no desenvolvimento de um sensor eletroquimico
inovador baseado em papel funcionalizado com MIP para a detecdo seletiva da HCT em
amostras de dgua. A integracdo da tecnologia de impressdo por jato de tinta em papel com
posterior modificacdo de rGO, assim como a eletropolimerizacdo como técnica de impressao
molecular revelaram-se uma abordagem eficaz, permitindo a producdo de sensores de baixo
custo, boa reprodutibilidade e capacidade de reconhecimento molecular.

Sob condicdes otimizadas, o sensor demonstrou uma resposta rapida, elevada seletividade
e recuperacoes superiores a 84% em amostras de dgua fortificadas, sem necessidade de etapas
de preparacdao complexas. Estes resultados destacam potencial futuro da do dispositivo em
contextos reais, como monitorizagdo ambiental de aguas residuais e processos industriais
farmacéuticos. Tendo em conta que o LOD obtido pode ndo ser suficientemente baixo para a
detecdo da HCT em ambientes com uma poluicdo farmacéutica reduzida, técnicas como etapas
de pré-concentragdo de amostras e a integracdo do sensor MIP em sistemas de fluxo podem
constituir alternativas a investigar.

Este trabalho ndo sé reforca o potencial dos sensores MIP baseados em papel como
ferramentas analiticas sustentaveis e versateis, como também abre caminho para futuras
aplicagbes em sistemas de monitorizagao continua, contribuindo para uma gestao mais
eficiente e responsavel dos contaminantes emergentes. Como perspetivas futuras destacam-
se algumas otimizacges, incluindo o estudo do tempo de secagem ideal da tinta de carbono e
do GO depositados manualmente, bem como a explora¢do da viabilidade da sua deposi¢do
automatica de forma a garantir uma maior reprodutibilidade.
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