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RESUMO

Nos ultimos anos, produtos farmacéuticos como antibidticos tornaram-se
importantes contaminantes ambientais devido ao seu uso massivo e a sua persisténcia. As
estacOes de tratamento de &guas residuais (ETARS) convencionais ndo sdo eficientes na
sua eliminagdo. Por este motivo, estes sdo amplamente distribuidos no ambiente e,
embora sejam encontrados em concentragdes muito reduzidas, a sua presencga associou-
se a danos a saude humana e animal. Neste contexto fica claro a grande importancia da
andlise de contaminantes, ndo s6 para avaliar a qualidade do ambiente, mas também para
conhecer fontes de contaminantes e a sua distribui¢cdo. Os métodos mais comuns para a
analise ambiental (e.g. a cromatografia) requerem instrumentacdo cara e complexa.
Devido a mobilidade e distribuicdo dos contaminantes no ambiente é de elevada
importancia desenvolver ferramentas portateis que permitam a sua analise de maneira
rapida e in situ, para assim obter informacéo em tempo real.

Deste modo, no presente trabalho procurou-se desenvolver uma plataforma
eletroanalitica miniaturizada e portatil baseada em papel para a detecdo de azitromicina,
que é um antibiético amplamente prescrito para o tratamento de infe¢des respiratorios. O
uso do papel como substrato permitiu pré-concentrar o analito (azitromicina) na propria
plataforma antes de realizar a medic¢do, melhorando a sensibilidade do método.

Depois de otimizadas as condi¢des de pré-concentracdo, verificou-se que esta pré-
concentragdo permitiu reduzir significativamente o limite de dete¢éo (LOD): de 0,24 mM
(medida direta) a 7,2 puM (com pré-concentracdo). Além disso, comparativamente com
elétrodos serigrafados comerciais (SPEs) a plataforma desenvolvida apresentou uma
maior sensibilidade e um LOD mais baixo. Por outro lado, o uso do papel também
permitiu utilizar a plataforma como armazenamento de amostras, sendo a resposta estavel
pelo menos até 28 dias. Finalmente, a plataforma desenvolvida foi testada com sucesso
para a analise da azitromicina em solventes organicos. Deste modo, apresenta-se como
um primeiro passo para o desenvolvimento de uma solucéo viavel e verde para a analise

rapida e descentralizada de contaminantes no ambiente.

Palavras-chave: Analise eletroquimica, Dispositivos baseados em papel, Pré-

-concentracdo, Azitromicina, Contaminantes.
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ABSTRACT

In the last few years, pharmaceuticals such as antibiotics have become important
environmental contaminants due to their massive use and their persistence. Conventional
wastewater treatment plants are not efficient in their elimination. Subsequently, they are
widely distributed in the environment and, although found at very low concentrations,
their presence has been associated with damage on human and animal health. In this
context, the importance of pollutant analysis is clear, not only to assess the quality of the
environment, but also to understand the sources of pollutants and their distribution. The
most common methods for environmental analysis (e.g. chromatography) require
complex instrumentation and long analysis times. Due to the mobility and distribution of
pollutants in the environment, it is very important to develop portable tools that allow
rapid and in situ analysis of pollutants in order to obtain real time information.

Thus, in the present work the development of a paper-based, miniaturized
analytical platform was pursued for the detection of azithromycin, which is an antibiotic
widely prescribed for the treatment of respiratory tract infections. The use of paper as a
substrate allowed the analyte (azithromycin) to be pre-concentrated on the platform itself
before making the measurement in order to improve the sensitivity of the method.

After optimizing the preconcentration conditions, it was found that this
preconcentration significantly reduced the detection limit (LOD): from 0.24 mM (direct
measurement) to 7.2 uM (with preconcentration). In addition, compared to commercial
screen-printed electrodes (SPEs), the developed platform also presented a higher
sensitivity and lower LOD. On the other hand, the use of paper also allowed the storage
of samples; the response was stable for at least 28 days. Finally, the developed platform
was successfully tested for azithromycin analysis in organic solvents. It is, therefore, a
first step towards the development of a viable and green solution for rapid and

decentralized analysis of contaminants in the environment.

Keywords: Electroanalysis, Paper-based devices, Preconcentration, Azithromycin,

Contaminants.
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1. INTRODUCAO

1.1. Contaminantes Emergentes

O desenvolvimento da industria contribuiu diretamente para melhorar o estilo de
vida, mas, ao mesmo tempo, comprometeu a qualidade do ambiente. O consumo e uso
exacerbado, por parte da humanidade, dos mais variados produtos (por exemplo,
alimentos, téxteis, farmacos, etc.), leva a libertacdo de grandes quantidades de poluentes,
como pesticidas, tintas, hidrocarbonetos do petrdleo, metais pesados e farmacos. Devido
as caracteristicas de dificil degradacéo e alta toxicidade, a maioria destes contaminantes
podem causar efeitos prejudiciais a sustentabilidade ambiental e a sadde humana [1, 2].
No que diz respeito a fauna e flora da biosfera, os poluentes estdo diretamente ligados a
morte de vérias espécies aquaticas, nomeadamente, moluscos, peixes, aves marinhas ou
crustaceos [3, 4].

Num grupo mais restrito de contaminantes existem os conhecidos como
contaminantes emergentes (emerging contaminants, ECs). Os ECs s&o substancias que
anteriormente ndo eram detetadas ou surgiam em concentragdes reduzidas e que
recentemente sdo detetadas em concentracfes superiores (usualmente na ordem das
microgramas ou nanogramas por litro) [5, 6]. O desenvolvimento das técnicas analiticas
contribuiu para a detecdo, cada vez mais eficiente, de contaminantes emergentes em
menores concentracfes. Os ECs englobam uma série de categorias de substancias
quimicas, nomeadamente, farmacos, produtos de cuidado pessoal, pesticidas,
plastificantes e retardadores de chama [6, 7].

Os efeitos destes ECs em muitos casos ainda ndo sdo conhecidos. No entanto,
efetuaram-se estudos que relacionam a presenca de farmacos (como por exemplo o
diclofenac), com efeitos nocivos para varias espécies de animais, como por exemplo
abutres [8]. No que diz respeito a pesticidas, o contacto com este tipo de substancias esta
relacionado com problemas graves para a saude humana, como problemas neuroldgicos
e reprodutores e, em alguns casos, com o desenvolvimento de cancro [9, 10].

A principal via de entrada dos ECs no meio ambiente sdo as EstagOes de
Tratamento de Aguas Residuais (ETAR), pelo facto de ndo estarem preparadas para a
eliminacgdo deste tipo de residuos. Normalmente, os efluentes das ETARs sdo langados

em aguas superficiais e, assim posteriormente, 0s contaminantes ficam retidos em aguas
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subterraneas, e dependendo da sua persisténcia e mobilidade no ambiente agua-solo,
podem chegar ao mar e, também, a 4guas de consumo [11, 12].

A ineficiéncia e ineficacia das ETARSs no tratamento e remocao destas substancias
juntamente com 0s riscos que apresentam para a fauna, flora e saide humana, fazem da
detecdo de ECs um assunto de extrema importancia. [4, 12].

Na detecdo dos ECs o método mais comum utilizado é a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) acoplada a um espetrometro de massa (MS). Ainda que esta
técnica apresente alta sensibilidade na quantificacdo de variadas substancias, apresenta
diversas limitacGes. Essas limitacbes passam pela utilizacdo de grandes e complexos
equipamentos que requerem elevados volumes de reagentes, o que resulta em grandes
volumes de residuos, ou pela necessidade tanto de analistas qualificados no
manuseamento do equipamento como de um grande investimento na aquisicdo da
instrumentacao requerida [13, 14]. Assim, atualmente existe uma procura constante para

meétodos mais simples, baratos e sustentaveis que permitam a sua aplicag&o in situ [15].

1.1.1 Antibiéticos como contaminantes

Nos ultimos anos, a preocupacao da contaminacao dos solos e aquiferos por parte
de varios tipos de farmacos tem crescido bastante. Hoje em dia, os farmacos sao
administrados extensivamente, tanto em animais como em humanos, e, aquando da sua
absorcéo, sdo libertados em aguas residuais [16]. Este uso massivo esta relacionado com
0 aumento da presenca de farmacos, os seus metabolitos e produtos de degradacdo no
ambiente. Como para os restantes ECs, a maior fonte de entrada dos farmacos no
ambiente aquatico sdo as estaces de tratamento de &gua agricolas e municipais. A
principal rota dos antibioticos € a ingestdo, seguida da excrec¢do e libertacdo no esgoto
através da urina e fezes [6]. As aguas residuais sdo tratadas nas ETARs mas, como foi
dito anteriormente, os tratamentos convencionais dessas estacbes ndo conseguem a
remocao completa dos farmacos presentes. Assim, a entrada deste tipo de compostos, bem
como 0s seus metabolitos, no ambiente fica facilitada. Além disso, farmacos utilizados
em medicina veterinaria sdo excretados no estrume que, mais tarde, é aplicado como
fertilizante, o que contribuiu para a sua disseminacdo no ambiente. [16].

Dentro dos farmacos, os antibioticos séo especialmente importantes como ECs

dado que a sua introducdo e persisténcia no ambiente contribui para a expansdo da
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resisténcia aos antibioticos. Um antibiético é entendido como um agente que elimina ou
inibe o crescimento de microrganismos, nomeadamente, bactérias. A sua atividade
bioldgica seletiva contra outro tipo de microrganismos, bem como a sua baixa toxicidade
permite a destruicdo de microbios no interior de outros organismos [17, 18]. Nos
primordios da descoberta dos antibioticos, estes eram de origem natural, por exemplo a
penicilina era extraida do genoma de um fungo, Penicillium. Atualmente, muitos dos
antibiodticos sdo produzidos a partir de sintese quimica ou por modificagdo quimica de
compostos de origem natural [18, 19].

A descoberta dos antibidticos foi um dos avancos mais importantes na medicina
no século 20. A sua utilizacdo contribuiu para o decréscimo acentuado da mortalidade e
morbidade de doencas como a tuberculose, sifilis e doengas gastrointestinais [7, 17].

Apesar do aparecimento dos antibioticos ter sido revolucionério, atualmente, o seu
USO excessivo e a sua persisténcia tornou os antibioticos como um dos contaminantes
mais preocupantes devido aos efeitos nocivos para a fauna e também devido a sua
contribuicdo para o desenvolvimento da resisténcia antibiotica [7].

A resisténcia antibidtica € uma adaptacdo genética adquirida por subpopulacdes
de bactérias que lIhes permite sobreviver e crescer na presenca de um agente antibidtico
que normalmente as inibiria ou destruiria. Ainda que se trate de um fenémeno natural, o
problema da resisténcia antibiotica é causado, principalmente, pela utilizacdo excessiva e
inapropriada dos antibidticos. Ainda assim, como ja foi mencionado, este problema é
agravado pelo facto dos antibioticos e os seus metabolitos poderem, também, chegar a
ambientes aquaticos através da descarga direta dos efluentes das ETARS, dos lixiviados
de areas agricolas e outro tipo de descargas [7].

Atualmente, estima-se que esta adaptacdo genética causa a morte de 700 mil
pessoas por ano, sendo que a previsdo é que, em 2050, este nimero aumente para 10
milhdes (Figura 1.1) [5, 18, 20]. No que diz respeito ao impacto financeiro, a resisténcia
antibiotica podera provocar o decréscimo acentuado do Produto Interno Bruto (PIB) de
todos os paises do mundo na ordem dos milhares de bilhdes de euros. Isto deve-se ao
facto da resisténcia antibidtica aumentar tanto os cuidados de salde como o tempo de

internamento em hospitais, o que se traduz em custos adicionais [7, 21, 22].
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Figura 1.1: Representacdo grafica da mortalidade por diversas causas em 2016 e a previsdo da
mortalidade por resisténcia antibiética para 2050, adaptado de [20].

Para além dos problemas para a salde humana, a resisténcia antibiotica causa
problemas a nivel da ecotoxicidade nos ecossistemas aquaticos, na medida em que a
presenca de antibioticos perturba a acdo dos principais produtores e decompositores do
ecossistema, que sdo essenciais a sustentabilidade deste meio [7, 23].

Devido a todos estes fatores, € possivel concluir que a detecdo dos antibioticos é
extremamente importante. Assim, verifica-se a necessidade da detecdo destas espécies
em variadas matrizes (por exemplo, aguas residuais, de superficie, subterraneas, para
consumo e do mar) para avaliar a qualidade das &guas e da eficiéncia e eficacia das
ETARs, mas também para melhorar o conhecimento atual da origem, destino e efeitos
dos ECs no ambiente [6, 18].

1.1.2 Azitromicina

A azitromicina é um antibidtico semissintético que deriva da eritromicina, por isso
apresenta um mecanismo de acdo similar, que consiste na inibicao da sintese proteica das

bactérias [5, 6]. A estrutura quimica do composto esta apresentada na Figura 1.2.
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Figura 1.2: Estrutura quimica da azitromicina.

A azitromicina € indicada para o tratamento de diversas infecdes bacterianas,
como por exemplo a clamidia, e infecbes do trato respiratdrio inferior, incluindo a
bronquite e pneumonia devido as suas propriedades imunomodulatérias [24, 25].

De um ponto de vista ambiental, a detecdo da azitromicina é importante devido
aos riscos associados a sua presenca na rede hidrica, na medida em que, tal como outros
antibidticos, pode constituir uma ameaca a sobrevivéncia do ecossistema devido a
possivel disseminacdo da resisténcia antibidtica. Deste modo, é importante perceber a
disposicdo da azitromicina nas aguas residuais, ndo so para conhecer a qualidade da gua,
mas também para se obterem tratamentos mais eficazes na remocao deste antibidtico e,
assim, reduzir-se-ia a quantidade libertada no ambiente [26].

Para a determinacdo da azitromicina é comum recorrer-se a métodos baseados em
HPLC-MS. Ainda que se tratem de métodos muito robustos e sensiveis, estes apresentam
varias desvantagens, como o investimento de capital consideravel nos equipamentos e a
necessidade de operadores qualificados para 0 manuseamento do equipamento e 0 uso de
elevadas quantidades de reagentes [13]. Deste modo, os dispositivos eletroquimicos
apresentam-se como uma interessante alternativa devido a sua simplicidade, baixo custo,

facilidade de manuseamento e de miniaturizagdo, o que se traduz num consumo baixo de
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reagentes e de amostra. Assim, sdo portateis e capazes de realizar analises rapidas sem
que seja necessario, praticamente, um pré-tratamento das amostras. [27, 28]. Além disso,
sdo métodos mais sustentiveis comparativamente com os convencionais como o HPLC-
MS, pois as técnicas eletroquimicas podem-se considerar como verdes por varios
motivos: i) utiliza eletrdes como um reagente barato e ndo poluente; ii) a maioria das
reagOes podem ser realizadas a temperatura ambiente, evitando consumos acrescidos de
energia associados ao controlo da temperatura; iii) envolve operagdes em meios de baixa
volatilidade, o que reduz a libertacdo de solventes organicos na atmosfera [29].

Apesar dos motivos ja apresentados, os exemplos na bibliografia de sensores
eletroquimicos para azitromicina sdo escassos, por isso, neste trabalho desenvolveu-se

um dispositivo eletroanalitico para a analise de azitromicina.

1.2. Técnicas Eletroquimicas

A eletroquimica é um ramo da gquimica que relaciona parametros elétricos com
mudancas quimicas. As técnicas eletroquimicas dinamicas (e.g. voltametria e
amperometria) sdo as mais utilizadas para a identificacdo e determinacdo de espécies
quimicas. Estas baseiam-se em processos produzidos pela aplicacdo de uma excitacdo
externa que causa uma reacdo eletroquimica num sentido concreto: consome-se 0S
reagentes gerando-se produtos mediante uma transferéncia eletronica na interface
elétrodo-solugdo. Numa reacdo eletroquimica redox, 0s processos sao a oxidacao e a
reducdo. Na oxidacdo a espécie eletroativa cede eletrbes ao elétrodo, enquanto que na
reducdo € o elétrodo que fornece eletrdes a espécie eletroativa. As diferentes
possibilidades no tipo e na magnitude da excitacdo explicam a variedade de técnicas
eletroquimicas existentes [30, 31]. Dentro desse conjunto de técnicas, as medidas
eletroquimicas do presente trabalho tiveram como base a voltametria.

Os componentes basicos necessarios para se realizar uma analise voltamétrica sdo
a célula eletroquimica e o circuito eletronico que controla e mede a corrente ou o potencial
de acordo com a técnica eletroquimica aplicada (potenciostato). A célula eletroquimica
mais utilizada inclui trés tipos de elétrodos: o elétrodo de trabalho (working electrode,
WE), o de referéncia (reference electrode, RE) e o auxiliar (auxiliary electrode, AE). O
primeiro é onde a reacdo eletroquimica ocorre. O de referéncia proporciona um potencial
estavel contra o qual é comparado o potencial do elétrodo de trabalho. O elétrodo auxiliar
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surge na necessidade de evitar uma diminuicdo do potencial aplicado (queda 6hmica),
pois parte do potencial é necessario para atravessar a solugdo. Assim, ao incluir um AE,
a corrente eletrolitica flui entre 0 WE e o AE, enquanto a diferengca de potencial é
controlada face ao RE, melhorando a estabilidade experimental do RE [32].
Normalmente, escolhe-se um material inerte para o AE, por exemplo um fio de
platina [33]. O WE pode ser de metal (por exemplo, ouro, platino ou prata), de carbono
(por exemplo, pasta de carbono, carbono pirolitico ou carbono vitreo) ou de materiais
semicondutores (como silicio) e pode apresentar diferentes geometrias [33]. Quanto ao
RE, o mais utilizado ¢é o elétrodo de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl) que se baseia na

reacao redox:
AgCl(s) + e~ =Ag (s) +Cl™(aq) Equacdo 1.1

O RE tipico consiste num fio de prata anodizado com uma fina camada de AgCl
e é submergido numa solucdo saturada de cloreto de potassio onde um tampao poroso

atua como ponte salina [33].

1.2.1 Voltametria Ciclica e de varrimento Linear

A voltametria, de um modo geral baseia-se na medida da corrente gerada quando
se realiza um varrimento do potencial. Assim resulta um voltamograma, que é um grafico
da intensidade da corrente medida em fungéo do potencial aplicado [30].

A voltametria ciclica (cyclic voltammetry, CV) é a técnica eletroquimica mais
utilizada para o estudo dos processos de oxidacdo-reducdo e para caracterizar o
comportamento de um analito. Neste tipo de voltametria o potencial é variado, primeiro
no sentido direto, desde um potencial inicial Eo até um potencial final E: e, de seguida,
no sentido inverso, desde E; até E» (que costuma ser igual a Eo), tal como se mostra na
Figura 1.3. O declive, que corresponde a variagdo do potencial com o tempo é a
velocidade de varrimento (v). A voltametria de varrimento linear difere da ciclica na

medida em que o varrimento é feito apenas no sentido direto [34].
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Figura 1.3: Representacdo grafica da variacdo do potencial em funcéo do tempo na voltametria

ciclica.

Os parédmetros mais importantes num voltamograma ciclico (Figura 1.4) sdo 0s
potenciais dos picos anddico ou de oxidagdo (Epa) e catodico ou de reducdo (Epc) € as

intensidades de corrente dos picos correspondentes, ipa € ipc [30, 34].

\ /

-”’/ E

Figura 1.4: Representacdo grafica de um voltamograma ciclico tipo: corrente em fungéo do

potencial.

1.3. Elétrodos serigrafados (screen-printed electrodes, SPES)

Atualmente, a tendéncia no desenvolvimento de dispositivos analiticos consiste
em obter dispositivos cada vez mais baratos, simples, miniaturizados e automatizados
(Figura 1.5). Estas 4 caracteristicas estdo interligadas entre si. A miniaturizacdo, que
remonta para a reducdo das dimensdes dos equipamentos utilizados, juntamente com a
simplificacdo, que visa a reducgdo da dificuldade do processo analitico, permitem uma
maior automatizacgéo da analise. Por sua vez, esta automatizacao resulta na diminuigéo da
intervencdo humana nas andlises e, por tanto, os erros imputados desta intervencgédo. Todas

estas caracteristicas permitem a diminuigo dos custos da analise [35, 36].
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Figura 1.5: Representagdo esquematica das tendéncias atuais no desenvolvimento de

dispositivos analiticos.

Neste sentido, foram desenvolvidos os elétrodos serigrafados (SPE). Estes sdo
plataformas, normalmente de cerdmica, papel ou plastico, que contém, uma ou mais
células eletroquimicas serigrafadas. Cada célula eletroquimica pode apresentar uma
configuracdo tipica de trés elétrodos constituida pelos elétrodos de referéncia (RE),
auxiliar (CE) e de trabalho (WE), como se verifica na Figura 1.6 [37].

Célula Eletroquimica:
e Elétrodo auxiliar, AE
e Elétrodo de trabalho, WE

¢ Elétrodo de Referéncia, RE

e [solante

h“-——-—_.__ y, o
¢ (Conexoes elétricas

Figura 1.6: Representacdo esquematica de um SPE.

A tecnologia para a producgéo destes elétrodos surgiu nos anos 90 e tem sido cada
vez mais utilizada para a produgdo em massa de elétrodos de baixo custo e de baixas

9
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dimensdes. Isto acontece devido as suas boas caracteristicas eletroanaliticas, a
flexibilidade de desenho, & possibilidade de incorporagdo em sistemas portateis e a
simplicidade no manuseamento [38].

O processo de fabrico dos SPE pode ser modificado de modo a responder as
diferentes necessidades, no entanto, existem algumas etapas basicas que séo transversais.
Primeiramente é necessario escolher o material do substrato, isto depende, por exemplo,
da aplicacéo pretendida, da temperatura de manuseamento ou do solvente a utilizar. Posto
isto, 0s materiais mais comuns sdo o polivinilcarbonato, o poliéster ou a alumina, sendo
que o polivinilcarbonato apresenta melhores resultados no que diz respeito a solventes
aquosos, enquanto que o poliéster ¢ recomendado em solventes organicos [39]. De
seguida é desenhada e produzida a tela que é utilizada no processo de fabrico e que define
a geometria e tamanho do elétrodo final. Finalmente, é definida a grossura do filme de
tinta e é entdo depositada a tinta [38]. O tipo de tinta a que se pode recorrer depende das
propriedades quimicas e fisicas requeridas, desde a viscosidade, condutividade ou
resisténcia térmica (por exemplo, prata, platina, ouro ou carbono). A tinta mais comum é
a de carbono devido ao seu baixo custo e ao facto de ser quimicamente inerte [40]. Na

Figura 1.7 mostra-se alguns desenhos de SPE comerciais.

Figura 1.7: Fotografia de diferentes SPE comerciais: A- elétrodo serigrafado de carbono; B-

elétrodo serigrafado de ouro; C- elétrodo serigrafado de carbono com dois elétrodos de trabalho.

A grande versatilidade dos SPE reside na facilidade de customizar o seu desenho
segundo as necessidades da andlise (Figura 1.7) e também na facilidade da sua
modificagdo com diversos materiais, por exemplo nanomateriais (para aumentar a area
do WE e melhorar a transferéncia de eletrbes), biomoléculas (enzimas, anticorpos, ADN),

mediadores redox, entre outros. [41, 42].
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1.4. Dispositivos analiticos baseados em papel

Nas Gltimas décadas, verificou-se que o papel € um material interessante para a
construcdo de dispositivos analiticos. Ainda que o papel tenha sido empregue em analises
h& muito tempo (exemplos muito conhecidos séo os testes de gravidez), a partir de 2007
0 interesse por este material como substrato para plataformas analiticas aumentou com a
introducdo dos dispositivos analiticos microfluidicos baseados em papel (microfluidic
paper-based analytical devices, UPADs) [43, 44]. Tanto € assim que atualmente o
desenvolvimento de dispositivos de analise baseados em papel pode ser considerado uma
importante area de investigacdo [45-48].

O papel apresenta varias vantagens Unicas quando comparado com 0s materiais
tradicionais, incluindo o transporte de fluido sem que seja necesséria energia devido a
acdo capilar do papel e a elevada razdo entre a area de superficie e o volume (devido a
porosidade). Para além disso, o papel é muito barato, flexivel, facil de armazenar e
transportar e inflaméavel, o que faz com que a sua eliminacdo seja simples e segura [46,
49, 50].

Estes fatores explicam o grande desenvolvimento e fabrico, nos Gltimos anos, de
dispositivos eletroanaliticos baseados em papel, como se mostra na Figura 1.8, para

aplicacdo em diferentes areas como clinica, alimentar ou ambiental [15, 47, 51-53].

250

200

150

100

0 — 1
2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019

Niumero de Artigos
Figura 1.8: Namero de publica¢@es obtido na pesquisa pelo termo “paper-based analytical

devices” no ScienceDirect entre os anos de 2010 e 2019.
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As técnicas de detecdo que se utilizam nos pPADs séo diversas: principalmente
Gticas (por exemplo, colorimétricas), eletroquimicas e (eletro)quimioluminescentes. As
técnicas eletroquimicas sdo adequadas na detecdo neste tipo de dispositivos devido a
varios fatores como: i) os elétrodos podem ser facilmente miniaturizados e integrados
nestes dispositivos; ii) ndo é requerida instrumentacdo complexa; iii) requerem baixo
volume de amostra; iv) existem potenciostatos portateis no mercado, o que possibilita
analises in situ [43].

Deste modo, o objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de uma plataforma

analitica, baseada em papel, para a detecdo de azitromicina em amostras ambientais.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Reagentes e materiais

Os reagentes e materiais utilizados ao longo do decurso das atividades
experimentais foram divididos de acordo com os estudos efetuados e, por fim,

apresentam-se 0s reagentes comuns a todas as atividades.

2.1.1 Reagentes e materiais para a construcdo da plataforma baseada em papel

Os materiais e reagentes para a construcdo da plataforma eletroanalitica em papel,
cujo procedimento de construcdo é explicado na seccao 2.3.1, foram os seguintes:

e Pasta de carbono (Gwent Group);

¢ N,N-dimetilformamida (DMF) (VWR International);

e Impressora de cera ColorQube 8570 (XEROX);

 Papel cromatografico Whatman™ grade 1;

e Conector padrdo com um dos lados banhados a ouro (Digikey) com 36 pinos.

2.1.2 Reagentes e materiais comuns

Ao longo de toda a atividade experimental foi necessaria a utilizacdo de agua
ultrapura, com resistividade 18,2 MQ.cm, que foi obtida através de um sistema de
purificagdo de &4gua da Millipore (Simplicity 185).

O farmaco em estudo na atividade laboratorial foi a azitromicina di-hidratada, que
foi adquirida a Sigma-Aldrich.

As solucgdes tampdo necessarias para 0s ensaios efetuados foram as seguintes:

e 0,1 M de tampao fosfato (PB), pH 7,5;

e Solugdes tampéo Britton-Robinson de diversos valores de pH;

e Metanol (Merck);

e Acetonitrilo (Merck);

Outro material necessario ao longo do trabalho foi:

e Tubos Eppendorf;

e Material de vidro classe A.

13
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2.1.3 Instrumentacdo e materiais para medidas eletroguimicas em elétrodos

serigrafados de carbono

A instrumentacdo e materiais necessarios para as medidas eletroquimicas em
elétrodos serigrafados de carbono (screen-printed carbon electrodes, SPCES) sdo 0s
seguintes:
e Potenciostato (Metrohm-Autolab, PGSTAT204) controlado pelo programa
NOVA 1.11;

e Elétrodos serigrafados de carbono (SPCEs) da DropSens [54]. Os SPCEs
utilizados apresentam trés elétrodos (WE, RE, CE) serigrafados sobre um
substrato cerdmico de dimensdes 3,4 x 1,0 x 0,05 cm. Os contactos elétricos e
0 RE séo feitos de tinta de prata. Os WE e CE s&o feitos de tinta de carbono,
sendo que o primeiro apresenta uma forma circular com um didmetro de 4
mm;

e Conector para ligacao entre 0 SPCE e o potenciostato também da DropSens
(Figura 2.6).

2.1.4 Instrumentacdo e materiais para medidas eletroguimicas em papel

A instrumentacao e materiais necessarios para as medidas eletroquimicas sao 0s
seguintes:
e Potencitstato (Metrohm-Autolab, PGSTAT204) controlado pelo programa
NOVA 1.11;
e Cabo conector standard de 3 pinos Dupont (ver secgéo 2.2.3).

2.1.5 Outra instrumentacdo

Durante a realizacdo deste trabalho foi utilizada a seguinte instrumentacao:
e Banho de Ultrassons (Bandelin Sonorex Digital 10P);

e Potenciémetro (Crison 2002);

e Balanca analitica com preciséo de 0,0001 g (Mettler Toledo);

e Estufa (JP Selecta);

e Placa de aquecimento portatil com conexdo USB,;

e Micropipetas eppendorf de 10 pL, 20 pL, 200 pul, 1000 pL e 5000 pL.
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2.2.  Procedimentos

2.2.1. Procedimento para a construcdo da plataforma em papel

O procedimento para a construcdo da plataforma eletroanalitica em papel foi o

seguinte:
e Imprimir o padrdo preestabelecido em papel cromatogréafico, na impressora de

cera, deixando padr@es circular de 4 milimetros, como se pode verificar na

Figura 2.1.

=

Figura 2.1: Papel cromatografico impresso.

e Difundir a cera no papel cromatogréafico usando uma placa de aquecimento.
Deixar o papel a 100 °C durante 1 minuto, ficando com o aspeto que se pode

visualizar na Figura 2.2.

Figura 2.2: Fotografia do papel cromatografico impresso e difundido, no lado superior

(esquerda) e inferior (direita) do papel.

e Preparar uma tinta de carbono, que consiste numa mistura de 40%, em massa,

de pasta de carbono em DMF,;
e Levar atinta de carbono ao banho de ultrassons durante 1 hora;
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e Colocar 2 pL datinta de carbono em cada um dos padrdes circulares do papel

cromatografica, como se verifica na Figura 2.3;

Figura 2.3: Fotografia do papel cromatografico, no lado superior (esquerda) e inferior (direita)
do papel, depois de adicionada a tinta de carbono em cada um dos padrdes circulares.

e Partir 3 pinos do conjunto de 36. Dobrar 0s pinos conetores de modo a encaixar
os dois pinos exteriores no lado superior do papel e o pino médio na parte

inferior, tal como se pode visualizar nas Figuras 2.4 e 2.5.

Figura 2.4: Forma do conjunto de pinos (esquerda) e forma dos trés pinos que possibilitam a

medida eletroquimica (direita).

Figura 2.5: Forma do conetor de modo a possibilitar a medida eletroquimica, no lado superior
(esquerda) e inferior (direita) do papel.

2.2.2. Procedimento para medidas eletroguimicas em SPCE

O procedimento das medicgdes voltamétricas no SPCE foi o seguinte:

e Colocar 40 pL da solucdo de trabalho no elétrodo serigrafado, de modo a que
todos os elétrodos (AE, RE e WE) estejam cobertos pelo liquido, sem que as
conexdes elétricas se molhem.

e Inserir o SPCE no cabo de ligacdo ao potencidstato (Figura 2.6).
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Figura 2.6: Fotografia do SPCE inserido do cabo conector, de modo a possibilitar a medicéo

voltamétrica.

e Efetuar a medicdo voltamétrica.

As técnicas eletroquimicas usadas foram a voltametria de varrimento linear (linear
sweep voltammetry, LSV) e a voltametria ciclica (cyclic voltammetry, CV). Os
parametros em cada caso foram os seguintes:

LSV: varrimento desde +0,2V até +1,2V, com uma velocidade de varrimento de
50 ou 100 mV/s.

CV: varrimento desde +0,2V até +1,2V, com uma velocidade de varrimento de 50
ou 100 mV/s.

Entre cada leitura é necessaria utilizar um SPCE diferente e repetir o

procedimento.

2.2.3. Procedimento para a pré-concentracdo e medidas eletroguimicas em papel

No que diz respeito a pré-concentracdo das amostras recorreu-se ao seguinte
procedimento:
e Adicionar um determinado volume de solucdo de antibidtico (em agua), ou de
amostra no elétrodo de trabalho, do lado contrério ao da tinta de carbono;
e Deixar secar completamente, seja a temperatura ambiente ou a diferentes
temperaturas, dependendo do ensaio, utilizando uma estufa ou uma placa de

aquecimento portatil (Figura 2.7).
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Figura 2.7: Fotografia da placa de aquecimento portatil utilizada na pré-concentragéo.

Quanto as medicdes voltamétricas, o procedimento aplicado foi:
e Inserir o papel no conetor de 3 pinos, tal como indicado na Figura 2.5;
e Inserir a plataforma no conetor Dupont, como se pode visualizar na Figura 2.8;

3 |

Figura 2.8: Fotografia do cabo de ligagdo ao potencidstato (esquerda) e exemplo da inser¢do da

plataforma no conector (direita).

e Adicionar 10 pL de solucéo de antibiotico (em padrédo) ou de PB, dependendo
do estudo, no elétrodo de trabalho (do lado contrério ao da tinta de carbono),
de maneira que a solugéo contacta com o RE e o CE e com o WE através do
papel;

e Efetuar a medicdo voltamétrica.

As técnicas eletroquimicas usadas foram a voltametria de varrimento linear (linear

sweep voltammetry, LSV) e voltametria ciclica (cyclic voltammetry, CV). Os parametros
em cada caso foram os seguintes:

LSV: varrimento desde +0,2V até +1,2V, com uma velocidade de varrimento 50
ou 100 mV/s.
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CV: varrimento desde +0,2V até +1,2V, com uma velocidade de varrimento 50 ou
100 mV/s.

Entre cada leitura é necessaria a lavagem do conector padrdo com &gua ultrapura.

2.2.4. Procedimento para o desacoplamento do meio da amostra do meio para a

medicio voltamétrica

No que diz respeito ao desacoplamento do meio da amostra e posterior adicdo do
meio da medida eletroquimica para permitir a leitura em papel recorreu-se ao seguinte
procedimento:

e Recortar o elétrodo;

e Adicionar 5 pL de solugdo de antibiotico (em agua), ou de amostra no elétrodo

de trabalho, do lado contrario ao da tinta de carbono;

e Deixar secar completamente na placa de aquecimento portatil;

e Repetir os dois pontos anteriores até totalizar o volume requerido;

e Adicionar 10 pL de PB no elétrodo de trabalho (do lado contrario ao da tinta
de carbono), de maneira que a solucdo contacta com o RE e o CE e com 0o WE
através do papel,

e Efetuar a medicdo voltamétrica.

As técnicas eletroquimicas usadas foram a voltametria de varrimento linear (linear
sweep voltammetry, LSV) e voltametria ciclica (cyclic voltammetry, CV). Os parametros
em cada caso foram os seguintes:

LSV: varrimento desde +0,2V até +1,2V, com uma velocidade de varrimento 50
ou 100 mV/s.

CV: varrimento desde +0,2V até +1,2V, com uma velocidade de varrimento 50 ou
100 mV/s.

Entre cada leitura é necessaria a lavagem do conector padrdo com &gua ultrapura.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Comportamento eletroguimico e analise da azitromicina em SPCE

Para analisar o comportamento eletroquimico da azitromicina em SPCE foram
registados CVs usando 40 pL de solucdo de azitromicina 1,0 mM em 0,1 M PB pH 7,5
Os voltamogramas obtidos em varrimentos consecutivos sdo apresentados na

Figura 3.1.

1° Varrimento

—=2° Varrimento

-10 . . . .
0,2 0.4 0,6 0,8 1,0 1,2
E (V)
Figura 3.1: Voltamogramas ciclicos obtidos para os SPCE em dois varrimentos consecutivos.
As CVs foram efetuadas em 40 pL de azitromicina 1,0 mM em 0,1M PB pH 7,5. Velocidade de

varrimento de 50 mV/s.

Na Figura 3.1 é possivel observar-se a existéncia de um pico anddico a
aproximadamente 0,7 V. A auséncia de picos catddicos e a supressao significativa da
corrente do pico anddico no segundo varrimento indica que a oxidacéo da azitromicina é
irreversivel. Assim sendo, usando a intensidade de corrente desse pico de oxidagdo da
azitromicina como sinal analitico, foi possivel construir as curvas de calibracdo. Para isso
foram registados LSVs para diferentes concentra¢6es de azitromicina, obtendo uma curva
de calibragdo com duas faixas lineares, tal como se pode verificar nas Figura 3.2. O

registo das medicdes encontra-se no Anexo A.1.
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Figura 3.2: A, B- LSVs obtidos com SPCEs para solugdes de azitromicina de diferentes
concentragdes em 0,1M PB pH 7,5: a) 0,01 mM, b) 0,05 mM, c) 0,1 mM, d) 0,25 mM, e) 0,5
mM, f) 1,0 mM, g) 1,5 mM, h) 2,5 mM. Velocidade de varrimento de 50 mV/s. C, D- Faixas

lineares da curva de calibragdo obtida representando a intensidade da corrente de pico para cada

concentracao de azitromicina.

Depois de construidas as curvas de calibracdo, fez-se o tratamento estatistico das

mesmas para se caracterizar o método (Tabela 3.1, Anexo B).
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Tabela 3.1: Registo dos parametros referentes ao tratamento estatistico das curvas da calibragdo
da Figura 3.2.

Parametro Figura3.2C Figura3.2D
Gama linear 0,01-0,5 mM 0,5-2,5mM
Coeficiente de correlacéo (r) 0,9995 0,9902
Desvio padréo da regresséo linear (Syix) 0,110 1,28
Declive da reta (m) 22,3 pA/mM 12,3 pA/mM
Ordenada na origem (b) 0,212 pA 4,77 pA
Desvio padrdo do método (Sxo) 0,00491 mM 0,104 mM
Limite de Detecao (LOD) 0,015 mM 0,31 mM
Limite de Quantificacdo (LOQ) 0,049 mM 1,04 mM

A Figura 3.2 mostra a resposta dos SPCEs para concentracfes de azitromicina
entre 0,01 e 2,5 mM. Foi obtida uma faixa dindmica de concentragdes, nomeadamente,
trés ordens de grandeza de concentragdes, e obtiveram-se duas faixas de linearidade, uma
para baixas concentrac@es, de 0,01 a 0.5 mM e outra para concentra¢Ges mais elevadas,
de 0,5 a 2,5 mM, com dois declives distintos: a primeira faixa linear mostra um declive
que é quase o dobro do declive do segundo (Tabela 3.1). Isto significa que a azitromicina
pode ser determinada numa gama alargada de concentracdes, sendo que a sensibilidade

para concentracdes mais baixas e mais elevada do que para concentragcdes mais altas.

3.2. Comportamento eletroquimico e analise da azitromicina em elétrodos

de papel

Para analisar o comportamento eletroquimico da azitromicina nos elétrodos de
papel foram registados CVs usando 10 ul de solucdo de azitromicina em 0,1M PB pH
7,5.

Os voltamogramas obtidos em varrimentos consecutivos usando um elétrodo de

papel sdo apresentados na Figura 3.3.
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Figura 3.3: Voltamogramas ciclicos obtidos para os elétrodos de papel em dois varrimentos
consecutivos. As CVs foram efetuadas em 10 pL de azitromicina 0,5 mM em 0,1 M PB pH 7.5.
Velocidade de varrimento de 50 mV/s.

Na Figura 3.3 é possivel observar-se a existéncia de um pico anddico a
aproximadamente 0,7 V. A auséncia de picos catddicos e a supressao significativa da
corrente do pico anddico no segundo varrimento indica que a oxidacéo da azitromicina é
irreversivel.

Para confrontar o comportamento da azitromicina nos elétrodos de papel e nos
SPCE, compararam-se as CVs obtidas com cada tipo de elétrodo nas mesmas condices,
nomeadamente, a mesma concentracdo de azitromicina (0,1 mM), a mesma gama de

potenciais e a mesma velocidade de varrimento (Figura 3.4).
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Figura 3.4: CVs obtidos para elétrodos de papel e SPCE, para uma solugdo de azitromicina 0,1
mM em 0,1M PB pH 7,5. Velocidade de varrimento de 50 mV/s.

Apos a andlise da Figura 3.4 € possivel concluir-se que, o potencial do pico
anodico € de aproximadamente 0,7 V para ambos 0s tipos de elétrodos.

No que diz respeito a definicdo do pico, aquele que se apresenta melhor definido
é o pico correspondente ao elétrodo serigrafado de carbono.

Para ser feito um estudo mais aprofundado da comparacéo entre os dois tipos de
elétrodos, nomeadamente na performance na analise da azitromicina, procedeu-se a
realizacdo da curva de calibragdo dos elétrodos de papel. Neste caso também se usou a
intensidade de corrente do pico como sinal analitico e recorreu-se a voltametria de
varrimento linear. Assim, os LSVs obtidos para diferentes concentracdes encontram-se
representados na Figura 3.5.A. A medida da intensidade de corrente dos diversos picos
para as concentragdes dos padrfes, permitiu obter uma curva de calibracédo, tal como se

pode verificar na Figura 3.5.B. O registo das medi¢Ges encontra-se no anexo A.2.
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Figura 3.5: A- LSVs obtidas em elétrodos de papel para solucdes de azitromicina de diferentes
concentracdes em 0,1 M PB pH 7,5: a) 0,25 mM, b) 0,5 mM, c) 0,75 mM, d) 1,0 mM, e) 2,5
mM. Velocidade de varrimento de 50 mV/s. B- Faixa linear da curva de calibracdo obtida
representando a intensidade da corrente do pico para cada concentragdo de azitromicina. As

barras de erro correspondem ao desvio padrao de trés medicdes.

Depois de construida a curva de calibracdo, fez-se o tratamento estatistico da

mesma para se caracterizar o método (Tabela 3.2, Anexo B).

Tabela 3.2: Registo dos parametros referentes ao tratamento estatistico da curva da calibragado

da Figura 3.5.
Parametro
Gama linear 0,25-2,5 mM
Coeficiente de correlacdo (r) 0,9937
Desvio padréo da regresséo linear (Sy/x) 8,14

Declive da reta (m) 99,8 PA/mMM

Ordenada na origem (b) 9,64 pA
Desvio padrdo do método (Sxo) 0,0815 mM

Limite de Detecdo (LOD) 0,24 mM

Limite de Quantificacdo (LOQ) 0,82 mM

Ap0s a analise da Figura 3.5 e, em comparagdo com a curva obtida para SPCEs, é
possivel concluir que a zona de linearidade para elétrodos de papel é mais estreita € 0

LOD significativamente maior que o0 mais baixo obtido para SPCEs. Para 0s primeiros a

26



Lm/ i Instituto Superior de
requimte I I] Engenharia do Porto

zona vai desde 0,25 até 2,5 mM, enquanto que, com os SPCE, se consegue uma curva de
calibracdo com mais de duas ordens de grandeza (entre 0,01 a 2,5 mM). No entanto, 0s
elétrodos de papel mostram maior sensibilidade que os SPCE, ja que o declive obtido foi
de 99,8 LA/mM e de 12,3 HA/mM para SPCESs nessa mesma gama de concentracoes (para
a zona de menores concentracGes para 0os SPCEs o declive foi 22,3 pA/mM, o0 que

também é muito menor que o alcangado com os elétrodos de papel).

3.3.  Pré-concentracdo como estratégia para a melhoria do sinal analitico

Com o objetivo de aumentar a sensibilidade da metodologia aplicada,
procedeu-se a uma etapa de pré-concentracdo aproveitando a matriz porosa do papel,
seguindo o exemplo de um estudo efetuado para um farmaco anti-inflamatério [55].

Neste sentido iniciou-se o estudo pela verificagdo da pré-concentracdo e da
influéncia do volume pré-concentrado. Para isso, foram realizadas CVs utilizando a
mesma concentracdo da azitromicina (0,5 mM) de seguinte modo: medida direta de
azitromicina em PB 0,1 M pH 7,5; pré-concentrando 10 ou 20 pL de azitromicina em

agua para depois realizar a medi¢cdo em 10 puL de PB 0,1 M pH 7,5 (Figura 3.6).
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Figura 3.6: Voltamogramas ciclicos obtidos para os elétrodos de papel utilizando diferentes

volumes de pré-concentracdo de azitromicina 0,5 mM: a) sem pré.concentracao, b) 10,0 uL, c)
20,0 pL. Velocidade de varrimento de 50 mV/s.
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Pela analise da Figura 3.6 verifica-se que a pré-concentracdo melhora tanto a
intensidade de corrente do pico, como a sua defini¢do e, quanto maior o volume utilizado
no procedimento de pré-concentragdo, maiores sdo estes parametros.

Depois de verificada a influéncia do volume da solucdo utilizado na pré-
concentracdo, iniciou-se a otimizacao das condi¢des de trabalho, i.e. 0 volume da solucgéo
e a temperatura de secagem, para a analise da azitromicina. Assim sendo, foram testados
diferentes volumes de solugdo de azitromicina 0,05 mM (em agua) para depois registar,
de acordo com as LSVs obtidas, a intensidade de corrente do pico anodico (seguindo o
procedimento indicado na sec¢do 2.2.3). Na Figura 3.7 apresenta-se a intensidade de
corrente do pico em relacdo ao volume usado para a pré-concentracdo (os valores de
intensidade de corrente sdo indicados no Anexo A.3). No caso deste teste, as temperaturas

de secagem foram controladas numa estufa.

m20°C
B40°C

20,0 40,0 60,0
Volume (uL)

Figura 3.7: Representacdo gréafica da intensidade de corrente do pico para cada volume

utilizado na pré-concentracgdo e temperatura de secagem. As barras de erro correspondem ao

desvio padrdo de trés repeticdes.

O que se pode concluir pela analise da Figura 3.7 é que a temperatura de secagem
ndo afeta significativamente o sinal analitico, o que levou ao estudo do tempo de secagem

para cada temperatura e volume de pré-concentracao (Tabela 3.3).
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Tabela 3.3: Registo dos tempos de secagem aproximados, em horas, para cada volume de pré-

concentracdo e temperatura de secagem.

Volume (uL)
20 40 60
Temperatura (°C)
20 =4 ~4 =4
40 ~1 =2 ~2
60 ~0,5 =~ 1 ~1

Pela anélise da Figura 3.7 e da Tabela 3.3, concluiu-se que as condi¢fes 6timas
seriam o volume de pré-concentracdo de 20,0 uL e temperatura de secagem de 40 °C, ja
que a temperatura ndo tem influéncia significativa no sinal obtido. Quanto a intensidade
de corrente do pico, entre 20,0, 40,0 e 60,0 pL, esta mantém-se constante pelo que se
escolheu o volume mais baixo, que apresentava o tempo de secagem mais curto entre 0s
trés. Para possibilitar uma secagem portatil, optou-se por utilizar uma placa de
aquecimento portatil, onde se obtinha uma temperatura de 39 + 1,5 °C, tal como
demonstrado na Figura 2.7.

Para ser feito um estudo mais aprofundado da comparacéo entre elétrodos de papel
com e sem pré-concentracdo e os SPCE, nomeadamente na performance na analise da
azitromicina, procedeu-se a construcdo de uma curva de calibragéo dos elétrodos de papel
com as condicdes otimizadas de pré-concentracdo. Neste caso também se usou a
intensidade de corrente do pico como sinal analitico e recorreu-se a voltametria de
varrimento linear para a detecdo do sinal. Os LSVs obtidos para diferentes concentracfes
encontram-se representados na Figura 3.8 A e B. Para isso foram registados LSVs para
diferentes concentracfes de azitromicina, obtendo uma curva de calibracdo com duas
faixas lineares, tal como se pode verificar nas Figura 3.8 C e D. O registo das medigdes
encontra-se no Anexo A.3.
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Figura 3.8: A, B- LSVs obtidos com elétrodos de papel para solu¢cdes em PB 0,1 M pH 7,5

depois de pré-concentradas solugdes de azitromicina de diferentes concentragdes: a) 0,005 mM,
b) 0,0075 mM, ¢) 0,01 mM, d) 0,025 mM, e) 0,05 mM, f) 0,1 mM, g) 0,25 mM, h) 0,5 mM, i)

0,75 mM, j) 1,0 mM. Velocidade de varrimento de 50 mV/s. C, D- Faixas lineares da curva de

calibracéo obtida representando a intensidade da corrente de pico para cada concentracdo de

azitromicina. As barras de erro correspondem ao desvio padrao de cinco medicdes.

Depois de construidas as curvas de calibracao, fez-se o tratamento estatistico para
se caracterizar o método (Tabela 3.4, Anexo B).
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Tabela 3.4: Registo dos parametros referentes ao tratamento estatistico das curvas da calibragdo
da Figura 3.8.

Parametro Figura3.8C Figura3.8D
Gama linear 0,005-0,1 mM 0,1- 1,0 mM
Coeficiente de correlacéo (r) 0,9966 0,9981
Desvio padréo da regresséo linear (Syix) 0,340 0,93
Declive da reta (m) 141,6 pA/mM 50,5 pA/mM
Ordenada na origem (b) 0,335 uA 9,88 pA
Desvio padrdo do método (Sxo) 0,00240 mM 0,0183 mM
Limite de Detecéo (LOD) 0,0072 mM 0,055 mM
Limite de Quantificagdo (LOQ) 0,024 mM 0,18 mM

Ap0s a andlise da Figura 3.8 e, em compara¢do com a curva obtida para SPCEs, €
possivel concluir que a zona de linearidade para elétrodos de papel com pré-concentragdo
é mais alargada e o LOD é significativamente menor (15 uM). Para estes a zona vai desde
0,01 até 2,5 mM, enquanto que no papel se consegue uma zona de linearidade com mais
uma ordem de grandeza (entre 0,005 até 1,0 mM). Quanto a sensibilidade, os SPCEs
apresentam muito menor sensibilidade, ja que os declives obtidos foram de 22,3 pA/mM
para 0 SPCE e 141,6 HA/mM para os elétrodos de papel, ambos na zona de menores
concentracdes. Para a zona de maiores concentracdes o declive foi de 12,3 pA/mM para
0 SPCE, o que € muito menor que o alcangado com os elétrodos de papel, de 50,5 pA/mM.

Apesar das varias vantagens, um inconveniente verificado é que, devido a
saturacdo do sinal obtida pela plataforma em papel, ndo s&o possiveis atingir
concentragcdes mais altas que nos SPCEs,

Quanto ao procedimento de pré-concentracdo, este fez com que o LOD fosse
significativamente menor (0,24 mM, para os elétrodos de papel sem pré-concentragéo) e
alargou-se a zona de linearidade de 0,25 até 2,5 mM para 0,005 até 1,0 mM.
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3.4. Analise e amostras

Para avaliar o desempenho da plataforma analitica desenvolvida do ponto de vista
préatico, a azitromicina foi determinada numa matriz real, nomeadamente, 4gua da
torneira, na qual foi adicionada uma quantidade conhecida de azitromicina. Neste sentido,
utilizando o mesmo protocolo de pre-concentracdo das curvas de calibracdo, com base
nas suas equacdes da reta (Figura 3.8 C e D) e na média da intensidade da corrente do
pico obtida para as amostras, determinou-se a concentragdo de azitromicina nas mesmas.

Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 3.5.

Tabela 3.5: Registo das concentracdes tedrica e obtida e do desvio relativo para cada uma das

amostras reais.

Amostra | Concentracéo tedrica (mM) | Concentracdo obtida (mM) | Desvio Relativo (%0)

1 0,025 0,026 5,3

2 0,50 0,36 -28

Com base nos desvios relativos, pode-se concluir que o a plataforma analitica
desenvolvida fornece resultados exatos para concentra¢es mais reduzidas, o que permite
a sua utilizacdo para a detecdo da azitromicina em amostras reais. No entanto, com base
nos valores para concentragdes mais elevadas, verifica-se que a plataforma nao fornece
resultados satisfatorios. Para contrariar este facto teria que se recorrer a uma diluicdo

simples da amostra.

3.5. Plataforma eletroanalitica como armazenamento de amostras

Como ja foi demonstrado, a porosidade do papel usado permite a absorcao de
amostra. Isto serve ndo sé para pré-concentrar, como também para usar a propria
plataforma como armazenamento de amostras. Assim, ao usar papel como substrato, as
amostras podem ser pré-concentradas e armazenadas até a sua medida no préprio elétrodo
onde vai ser feita essa medida. Isto é muito interessante para o caso de a medi¢do ndo
poder ser feita no dia ou no lugar onde a amostragem ¢é feita. Assim, estudou-se a

capacidade desta plataforma para armazenar a solucdo de azitromicina ap0s a pré-
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concentracdo de 20 L e a duas temperaturas distintas, a 4 °C e a temperatura ambiente

(Ta). Os resultados obtidos estédo representados na Figura 3.9.

m4°C
mT,

Dia 0 Dia 13 Dia 20 Dia 28
Figura 3.9: Representacao gréfica da intensidade de corrente do pico ao longo do tempo e as
temperaturas de armazenamento estudadas. As medicOes foram efetuadas em 0,1M PB pH 7.5,
depois de pré-concentrados 20 pL de uma solucéo aquosa de azitromicina 0,05 mM. Velocidade
de varrimento de 100 mV/s. As barras de erro correspondem ao desvio padréo de trés

repeticoes.

A partir da andlise da Figura 3.9, é possivel concluir que do dia 0 para o dia 13 ha
um decréscimo na intensidade de corrente do pico de 7% para 0 armazenamento de uma
amostra a 4 °C e de 17% para Ta. Ainda que este decréscimo é maior para o
armazenamento a Ta, neste caso o sinal analitico apds este decréscimo mantém-se estavel
até pelo menos 28 dias. Assim, pode-se recorrer a solugdo mais econémica, que seria o

armazenamento a Ta.

3.6. Desacoplamento do meio da amostra do meio da medicao voltamétrica

Numa situacdo real, nem sempre uma amostra se encontra no estado aquoso, e
analitos dissolvidos em solventes organicos ndo proporcionam um sinal eletroquimico de
interesse. Deste modo, no presente estudo pretendeu-se, através da pre-concentracdo, o
desacoplamento do meio da amostra do meio em que ¢ feita a medicdo eletroquimica,
para a determinacdo da azitromicina. Assim utilizaram-se diferentes meios para dissolver

a azitromicina, nomeadamente, dois solventes organicos, metanol e acetonitrilo.
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Deste modo, para analisar 0 comportamento eletroquimico da azitromicina em
elétrodos de papel, foram efetuados CVs usando 10 ul de PB 0,1 M pH 7,5 depois de pré-
concentrados 20 pL de uma solucdo de azitromicina 1,0 mM em metanol, no sentido de
se comparar a sensibilidade e identificar-se a zona de trabalho. Assim, verificou-se o

voltamograma que se obtinha, tal como se pode visualizar na Figura 3.10.

30
25 -
20 -
15 |
10 |
5 .
0 .
-5 A
-10 . . . .
02 04 06 08 10 1,2
E (V)

Figura 3.10: Voltamograma ciclico obtido para os elétrodos de papel. As CVs foram efetuadas

i(A)

em 10 pL de 0,1M PB pH 7,5 depois de pré-concentrados 20 pL de azitromicina 1,0 mM em

metanol. Velocidade de varrimento de 100 mV/s.

Na Figura 3.10 é possivel observar-se a existéncia de um pico anddico a
aproximadamente 0,8 V, pelo que se considera a intensidade de corrente do pico de
oxidacdo como o sinal analitico.

Assim, a semelhanca de como se efetuou em amostras aquosas, procurou-se
verificar o volume de pré-concentracao ideal, primeiro numa solucéo de analito dissolvida
em metanol. Deste modo, na Figura 3.11 apresentam-se os resultados obtidos para

diferentes volumes de pré-concentracéo.
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Figura 3.11: Representacédo grafica da intensidade de corrente do pico anddico para cada
volume de pré-concentracdo. As medicdes foram efetuadas em 0,1M PB pH 7.5, depois de pré-
concentrados diferentes volumes de uma solugéo azitromicina 0,5 mM em metanol. Velocidade

de varrimento de 100 mV/s. As barras de erro correspondem ao desvio padrao de trés

repeticoes.

Pela analise da Figura 3.11, concluiu-se, mais uma vez, que o volume de pré-
concentracdo 6timo seria o de 20,0 pL. Ja que, para o volume de 30,0 pL ndo ha um
incremento significativo na intensidade de corrente do pico e, para o volume de 40,0 pL,
0 desvio padrao é demasiado elevado.

Para ser feito um estudo mais aprofundado da comparacéo entre os dois tipos de
elétrodos, nomeadamente na performance na analise da azitromicina, procedeu-se a
construcdo da curva de calibracdo dos elétrodos de papel, nas condi¢des de pré-
concentracdo ideais. Neste caso também se usou a intensidade de corrente do pico como
sinal analitico e recorreu-se a voltametria de varrimento linear como técnica para a
calibracdo. Assim, os LSVs obtidos para diferentes concentragbes encontram-se
representados na Figura 3.12 A e B. A medida da intensidade de corrente dos diversos
picos para as concentracdes dos padrdes, permitiu obter uma curva de calibragéo, tal como

se pode verificar na Figura 3.12 C e D. O registo das medigdes encontra-se no anexo A.4.
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Figura 3.12: A, B- LSVs obtidos com elétrodos de papel em PB 0,1 M pH 7,5, depois de pré-
concentrados 20 pL de azitromicina em metanol de diferentes concentragdes: a) 0,05 mM, b)
0,25 mM, c) 0,5 mM, d) 0,75 mM, e) 1,0 mM, f) 1,5 mM, g) 2,5 mM, h) 5,0 mM. Velocidade de
varrimento de 50 mV/s. C, D- Faixas lineares da curva de calibragdo obtida representando a
intensidade da corrente de pico para cada concentracdo de azitromicina. As barras de erro

correspondem ao desvio padréo de trés medigdes.

Depois de construidas as curvas de calibracdo, fez-se o tratamento estatistico para
se caracterizar o método (Tabela 3.6, Anexo B).
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Tabela 3.6: Registo dos parametros referentes ao tratamento estatistico das curvas da calibragdo

das Figuras 3.12.

Parametro Figura 3.12C Figura3.12D
Gama linear 0,05-1,5 mM 1,5- 5,0 mM
Coeficiente de correlacdo (r) 0,9816 0,9912
Desvio padréo da regresséo linear (Sy/x) 1,34 24,4

Declive da reta (m) 16,53 pA/mM 136,4 PA/mM
Ordenada na origem (b) 0,7257 pA 195,3 HA
Desvio padrdo do método (Sxo) 0,0809 mM 0,179 mM
Limite de Detecéo (LOD) 0,24 mM 0,54 mM
Limite de Quantificacdo (LOQ) 0,81 mM 1,79 mM

A Figura 3.12 mostra a resposta dos elétrodos de papel para concentracdes de
azitromicina entre 0,05 e 2,5 mM, quando pré-concentrados 20 pL em metanol. Foi obtida
uma faixa dinamica de concentracGes, nomeadamente, trés ordens de grandeza de
concentrag0es, e obtiveram-se duas faixas de linearidade, uma em baixas concentrages,
de 0,05 a 1,5 mM e outra em concentra¢Ges mais elevadas, de 1,5 a 5,0 mM, com dois
declives distintos: a segunda faixa linear mostra um declive que é quase dez vezes maior
que o declive do primeiro (Tabela 3.6). Isto significa que a azitromicina, nas condicdes
enunciadas, pode ser determinada numa gama alargada de concentragdes.

Para analisar o comportamento eletroquimico da azitromicina em elétrodos de
papel, depois de pré-concentrada em acetonitrilo, foram efetuados CVs usando 10 pL de
PB 0,1 M pH 7,5 depois de pré-concentrados 20 pL de uma solugdo de azitromicina 1,0
mM em acetonitrilo, no sentido de se comparar a sensibilidade e identificar-se a zona de
trabalho. Assim, verificou-se o voltamograma que se obtinha, tal como se pode visualizar

na Figura 3.13.
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Figura 3.13: Voltamograma ciclico obtido para os elétrodos de papel. As CVs foram efetuadas
em 10 uL de 0,1M PB pH 7,5 depois de pré-concentrados 20 pL de azitromicina 1,0 mM em

acetonitrilo. Velocidade de varrimento de 100 mV/s.

Na Figura 3.13 é possivel observar-se a existéncia de um pico anddico a
aproximadamente 0,8 V, pelo que se considera a intensidade de corrente do pico de
oxidacdo como o sinal analitico.

Deste modo, a semelhanga de como se efetuou em amostras aquosas e em metanol,
procurou-se verificar o volume de pré-concentracdo ideal, numa solucdo de analito
dissolvida em acetonitrilo. Deste modo, na Figura 3.14 apresentam-se os resultados

obtidos para diferentes volumes de pré-concentracao.
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Figura 3.14: Representacéo grafica da intensidade do pico anddico para cada volume de pré-

16

[
<
1

iy (MA)

S N A S ®
1

concentragdo. As medicOes foram efetuadas em 0,1M PB pH 7.5, depois de pré-concentrados
diferentes volumes de uma solucéo azitromicina 0,5 mM em acetonitrilo. Velocidade de

varrimento de 100 mV/s. As barras de erro correspondem ao desvio padréo de trés repeticoes.

Pela andlise da Figura 3.14, concluiu-se, mais uma vez, que o volume pre-
concentracdo 6timo seria o de 20,0 pL. Ja que, para o volume de 30,0 pL ndo ha um
incremento significativo na intensidade de corrente do pico e, para o volume de 40,0 L,
o0 tempo do processo de pré-concentracdo € demasiado elevado.

Para ser feito um estudo mais aprofundado da comparacéo entre os dois tipos de
elétrodos, nomeadamente na performance na analise da azitromicina, procedeu-se a
construcdo da curva de calibracdo dos elétrodos de papel, nas condi¢des de pré-
concentracdo ideais. Neste caso também se usou a intensidade de corrente do pico como
sinal analitico e recorreu-se a voltametria de varrimento linear como técnica para a
calibracdo. Assim, os LSVs obtidos para diferentes concentragbes encontram-se
representados na Figura 3.15 A. A medida da intensidade de corrente dos diversos picos
para as concentragdes dos padrfes, permitiu obter uma curva de calibracéo, tal como se

pode verificar na Figura 3.15 B. O registo das medigdes encontra-se no anexo A.4.
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Figura 3.15: A - LSVs obtidos com elétrodos de papel em PB 0,1 M pH 7,5, depois de pré-
concentrados 20 L de azitromicina em acetonitrilo de diferentes concentragdes: a) 0,05 mM, b)
0,25 mM, c) 0,5 mM, d) 0,75 mM, e) 1,0 mM, f) 1,5 mM, g) 2,5 mM. Velocidade de varrimento

de 50 mV/s. B- Faixa linear da curva de calibrago obtida representando a intensidade da
corrente de pico para cada concentragdo de azitromicina. As barras de erro correspondem ao
desvio padrdo de trés medigOes.

Depois de construida a curva de calibracdo, fez-se o tratamento estatistico da

mesma para se caracterizar o método (Tabela 3.7, Anexo B).

Tabela 3.7: Registo dos parametros referentes ao tratamento estatistico da curva da calibracéo
da Figura 3.15.

Paréametro
Gama linear 0,05-2,5 mM
Coeficiente de correlacdo (r) 0,9625
Desvio padréo da regresséo linear (Sysx) 1,57
Declive da reta (m) 8,65 HA/mM
Ordenada na origem (b) 1,59 A
Desvio padrdo do método (Sxo) 0,182 mM
Limite de Detegéo (LOD) 0,55 mM
Limite de Quantificacdo (LOQ) 1,8 mM
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A Figura 3.15 mostra a resposta dos elétrodos de papel para concentracGes de
azitromicina entre 0,05 e 2,5 mM, quando pré-concentrados 20 puL em acetonitrilo. Foi
obtida uma faixa dindmica de concentragcdes, nomeadamente, trés ordens de grandeza de
concentragdes. Isto significa que a azitromicina, nas condi¢cdes enunciadas, pode ser
determinada numa gama alargada de concentracdes.

Em resumo, através do desacoplamento do meio da amostra do meio utilizado
para a leitura eletroquimica, foi possivel detetar e obter uma relagdo linear entre a
intensidade do pico e a concentracdo de azitromicina dissolvida em solventes organicos.
Este facto é uma vantagem inerente a plataforma analitica desenvolvido, ja que permite a
andlise de analitos nas condi¢des enunciadas sem que seja necessario nenhum tratamento
adicional.
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4. CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

O uso massivo e persisténcia de produtos farmacéuticos como antibioticos,
resultou que, nos Ultimos anos, estes se tornassem importantes contaminantes ambientais.
Além disso, as esta¢des de tratamento de 4guas residuais convencionais ndo sdo eficientes
na sua eliminacéo.

Nesta dissertacdo procurou-se o0 desenvolvimento de uma plataforma
eletroanalitica que respondesse a necessidade de detetar um farmaco em amostras
ambientais, nomeadamente a azitromicina, de uma forma simples, facil e verde. Na
Tabela 4.1 encontram-se 0s intervalos de concentracdo e os limites de detecdo obtidos

com as plataformas testadas.

Tabela 4.1: Intervalo de concentracdo e LOD obtidos para os SPCE, elétrodos de papel com e

sem pré-concentragéo.

Parametro SPCE ,Papel « ,Papel x
(sem pré-concentracdo) § (com pré-concentracdo)
Intervalo 0,01-2,5 0,25-2,5 0,005-1,0
concentracdo (mM)
LOD (uM) 15 240 7

Assim, pode-se concluir que as melhores caracteristicas analiticas foram obtidas
utilizando a plataforma em papel com a aplicacdo da pré-concentracdo. Foi, ainda,
possivel aplicar a plataforma na detecdo do farmaco em estudo em amostras reais. Do
ponto de vista de armazenamento de amostras na plataforma de papel, observou-se um
abaixamento do sinal analitico apds 13 dias. No entanto, a partir deste periodo o sinal
manteve-se estavel até pelo menos 28 dias. Por fim, também se testou com sucesso 0
desacoplamento do meio da amostra do meio da medigdo voltamétrica. Isto permitiu a
analise da azitromicina em solventes organicos, o que pode interessante porque permitira
a utilizacdo da plataforma desenvolvida apds um pré-tratamento da amostra que requer
este tipo de solventes.

A plataforma desenvolvida possui indmeras vantagens, nomeadamente a
simplicidade, sensibilidade e baixo custo. O uso de papel confere o enorme potencial de

integrar a plataforma em sistemas de analise portatil de modo a melhorar e facilitar a
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analise in situ. A principal novidade desta plataforma é que esta possibilitou uma
estratégia simples para pré-concentrar o analito no WE em que a detecdo € realizada.
Para perspetivas futuras a curto prazo, podera ser feita uma analise de um nimero
superior de amostras reais, nomeadamente, matrizes distintas das estudadas. Além disso,
sugere-se o teste de solventes organicos que nédo os utilizados no presente trabalho.
O principal inconveniente da plataforma desenvolvida é o facto de n&o ser
seletiva. Deste modo, sugere-se, ainda, a inclusdo de um elemento de reconhecimento na

plataforma, que permitira a analise seletiva de azitromicina em amostras complexas.
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ANEXO A

Comportamento e analise da azitromicina em SPCE
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Tabela A.1: Registo intensidade do pico anddico das LSVs obtidas para cada concentracdo de

azitromicina usando SPCEs.

Concentracdo (mM)

0,05

0,10

0,25

0,50

1,00

1,50

2,50

Intensidade (HA)

0,49

1,18

2,54

5,80

11,4

15,8

24,4

A2

Comportamento e analise da azitromicina em elétrodos de papel

Tabela A.2: Registo das médias, desvio padrdo e desvio padréo relativo da intensidade do pico

anodico obtido por LSV, para 3 réplicas efetuadas para cada concentracdo de azitromicina usando

elétrodos de papel.

Concentracéo (mM) 0,25 0,50 0,75 1,00 2,50
Meédia da Intensidade (LA) 27,8 67,2 74,5 122 257
Desvio padréo (LA) 0,4 9,3 6,6 13 5,7
Desvio padréo Relativo (%) 1,5 13,8 8,8 10 2,2
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A.3. Pré-concentracdo e a melhoria do sinal analitico
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Tabela A.3: Registo dos volumes de pré-concentracdo e temperatura de secagem e respetivas

médias da intensidade do pico anddico, desvio padrdo e desvio padrdo relativo para 3 réplicas

efetuadas, para a concentracéo de 0,050 mM de azitromicina.

Volume (uL) | Temperatura (C) Média da Desvio Desvio' Padrao
Intensidade (LA) | padrdo (LA) | Relativo (%0)

20 30,6 3,0 8,5

20,0 40 33,6 2,6 8,3
60 34,5 4,0 12

20 31,0 3,3 9,0

40,0 40 35,7 2,6 8,3
60 36,9 6,4 18

20 39,3 34 8,4

60,0 40 36,4 5,2 13
60 39,8 9,8 27

Tabela A.4 Registo das médias, desvio padrdo e desvio padrdo relativo da intensidade do pico

anodico obtido por LSV, para 5 réplicas efetuadas para cada concentragdo de azitromicina pré-

concentrada usando elétrodos de papel, para a zona de baixas concentracdes.

Concentracao (mM) 0,005 | 0,0075 0,01 | 0,025 | 0,050 | 0,075 1,0
Média da Intensidade (LA) 0,33 0,51 1,50 3,33 6,20 10,5 13,9
Desvio padréo (MA) 0,12 0,06 0,12 0,24 0,32 0,76 0,62
Desvio padréao Relativo (%0) 36 12 8,0 7,2 5,2 7,2 4,5
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Tabela A.5: Registo das médias, desvio padrdo e desvio padréo relativo da intensidade do pico
anodico obtido por LSV, para 5 réplicas efetuadas para cada concentra¢do de azitromicina pre-

concentrada usando elétrodos de papel, para a zona de altas concentracdes.

Concentracao (mM) 0,10 0,25 0,50 0,75 1,0
Meédia da Intensidade (LA) 13,9 23,6 35,2 48,1 60,0
Desvio padréo (LA) 0,60 2,8 5,5 3,8 6,8
Desvio padréao Relativo (%) 4,5 12 16 8,0 11

A.4. Desacoplamento do meio da amostra do meio da medicdo voltamétrica

Tabela A.6: Registo das médias, desvio padrdo e desvio padréo relativo da intensidade do pico
anodico obtido por LSV, para 3 réplicas efetuadas para volume de solucéo de azitromicina 1,0

mM pré-concentrada em metanol, usando elétrodos de papel.

Volume (uL) 50| 10,0, 150| 20,0| 30,0 40,0
Média da Intensidade (LA) 53 6,3 10,7 146 156 19,6
Desvio padréo (LA) 055| 0,57 12| 0,87 1,3 3,8
Desvio padréao Relativo (%0) 10 8,9 12 6,0 8,0 20

Tabela A.7: Registo das médias, desvio padrdo e desvio padrdo relativo da intensidade do pico
anodico obtido por LSV, para 3 réplicas efetuadas para cada concentracdo de azitromicina pré-

concentrada em metanol, usando elétrodos de papel, para a zona de baixas concentracoes.

Concentracéo (mM) 0,05 0,25 0,50 0,75 1,0 15
Meédia da Intensidade (LA) 0,28 2,60 9,49 10,9 14,6 24,8
Desvio padréao (HA) 0,07 0,21 1,7 3,8 0,87 3,9
Desvio padréo Relativo (%o) 25 8,0 18 35 6,0 16
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Tabela A.8: Registo das médias, desvio padrdo e desvio padréo relativo da intensidade do pico

anodico obtido por LSV, para 3 réplicas efetuadas para cada concentra¢do de azitromicina pre-

concentrada em metanol, usando elétrodos de papel, para a zona de altas concentracGes.

Concentracao (mM) 1,5 2,5 4 5
Meédia da Intensidade (LA) 24,8 132 323 505
Desvio padréo (LA) 3,9 37 23 20
Desvio padréao Relativo (%) 16 28 6,8 3,9

Tabela A.9: Registo das médias, desvio padrdo e desvio padréo relativo da intensidade do pico

anodico obtido por LSV, para 3 réplicas efetuadas para volume de solucéo de azitromicina 0,50

mM pré-concentrada em acetonitrilo, usando elétrodos de papel.

Volume (uL) 50| 10,0, 150| 20,0| 30,0 40,0
Meédia da Intensidade (LA) 187 | 464 407 | 6,87 | 6,60 135
Desvio padréo (MA) 0,17 1,0 0,99 1,2 2,0 1,3
Desvio padréao Relativo (%o) 9,2 22 24 17 30 9,7

Tabela A.10 Registo das médias, desvio padrdo e desvio padréo relativo da intensidade do pico

anodico obtido por LSV, para 3 réplicas efetuadas para cada concentra¢do de azitromicina pre-

concentrada em acetonitrilo, usando elétrodos de papel.

Concentracéo (mM) 0,025 0,05 0,25 0,5 0,75 1 15 2,5
Média da Intensidade (LA) 0,20 041 267 730 970| 11,7 132 228
Desvio padréo (LA) 0,12 | 0,11 1,5 1,5 1,9 4,1 3,4 6,3
Desvio padréo Relativo (%o) 61 28 55 20 19 35 26 27
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ANEXO B

B.1. Tratamento estatistico dos dados da curva de calibracéo

. . - X(yi — 9)?
Desvio padrao da regressao linear: S, = [/
p g y/x N=2)
. 2 =0y —y)
Declive: = T~ o2
2% —X)
Intercepgdo: a=y—mx
2 — 0 —y)

Coeficiente de correlagdo:

R D

S
Desvio padrao do método: S, = v/
m
L. ~ Sy/x
Limite de detecio: LOD =3 x 2=
m
A e ~ Sy/x
Limite de quantificagdo: LOQ =10 x =—
m
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