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Resumo

O trimetoprim (TMP) é um farmaco antibacteriano sintético cujo consumo
crescente tem levado a sua presenga em ambientes aquaticos sendo, assim, detetado
frequentemente em massas de agua e em espécies aquaticas. A sua presenca no meio
ambiente pode causar consequéncias nos ecossistemas podendo provocar efeitos
negativos nos mesmos.

O objetivo deste trabalho consistiu no desenvolvimento de um sensor eletroquimico
de papel fibra de carbono (CP) ndo modificado para a detecao do TMP.

Inicialmente foram realizados ensaios com diferentes técnicas eletroquimicas
de forma a avaliar qual delas apresenta uma melhor resposta a presenca do farmaco.
As técnicas eletroquimicas utilizadas foram a voltametria ciclica (CV), voltametria
de pulso diferencial (DPV) e voltametria de onda quadrada (SWV). Avaliou-se, também,
numa fase inicial, varios pré-tratamentos a conferir ao elétrodo sem modificagdo de forma
a garantir o0 méaximo sinal analitico, nomeadamente pré-tratamentos eletroquimicos
baseados em CV e amperometria a diferentes potenciais fixos num eletrolito basico
ou acido. Verificou-se, contudo, que o CP sem qualquer pré-tratamento obteve uma boa
resposta eletroquimica ao TMP comparado com o CP pré-tratado sendo assim usado
para o desenvolvimento do sensor. A técnica selecionada foi a SWV (de acordo com
o melhor sinal obtido) tendo-se em seguida otimizado as condi¢des analiticas,
nomeadamente o pH da solugdo, os parametros da técnica (amplitude, frequéncia e degrau
de potencial) e a deposi¢ao de analito (potencial de deposicao e tempo de deposi¢do).
Obteve-se um valor de pH 6timo igual 7 e, para os parametros de SWV, uma amplitude
otima de 0,02 V, uma frequéncia de 50 Hz e um degrau de potencial de 0,015 V. O tempo
e potencial de deposi¢do que maximizam o sinal foram de 60 s € 0,7 V, respetivamente.
Aplicando os parametros Otimos, foram feitos ensaios de linearidade numa gama
de concentracdes entre 0,1 uM e 80 uM de TMP, tendo-se atingido a satura¢do apds os
40 uM. A curva de calibracao foi dividida em duas zonas lineares. Com base na primeira
zona de linearidade (concentragdes entre 0,1 uM e 1 uM) obteve-se um limite de detegao
igual a 0,16 £ 0,03 uM (n=3) e um limite de quantificacdo igual a 0,47 = 0,09 uM, sendo
bastante competitivo em relagcdo a elétrodos mais tradicionais nanoestruturados como
o de carbono vitreo e o de pasta de carbono.

Por fim, o sensor CP demonstrou capacidade para ser aplicado na determinacao

de TMP em amostras ambientais (dgua de rio), obtendo-se uma recupera¢do de 8§9%
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através do método de adig¢do padrdo, contudo sendo ainda necessario mais ensaios para
obtencdo de percentagens de recuperagdo proximas de 100%. Conclui-se que este tipo
de sensor apresenta um grande potencial para ser aplicado na detecao de contaminantes
em amostras ambientais.

Palavras-chave: sensor eletroquimico, trimetroprim, voltametria de onda

quadrada, contaminantes emergentes
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Abstract

Trimethoprim (TMP) is a synthetic antibacterial drug, whose increasing
consumption has led to its presence in aquatic environments, thus being detected very
frequently both in bodies of water and in aquatic species. Its presence in the environment
can have consequences on ecosystems and may have negative effects on them.

The main goal of this work consisted in the development of an electrochemical
sensor of unmodified carbon fiber paper (CP) for the detection of TMP.

Initially, tests were performed with different electrochemical techniques
to determine which one was the most sensitive. The electrochemical techniques used were
cyclic voltammetry (CV), differential pulse voltammetry (DPV) and square wave
voltammetry (SWV). In an initial phase, several pre-treatments were applied
to the electrode without modification to guarantee the maximum analytical signal, namely
electrochemical pre-treatments based on CV and amperometry at different fixed
potentials in a basic or acid electrolyte. However, it was found that the CP without any
pre-treatment obtained the best electrochemical response to TMP, thus being used
for the development of the sensor. The selected technique was SWV according to the best
signal obtained, with the analytical conditions being then optimized, namely the pH
of the solution, the parameters of the SWV technique (amplitude, frequency and step
potential) and finally the analyte deposition (deposition potential and deposition time).
An optimal pH value equal to 7 was obtained; regarding the SWV parameters, the optimal
amplitude was 0.02 V, the frequency 50 Hz and the step potential 0.015 V. The optimal
deposition time and potential were equal to 60 s and 0.7 V, respectively. Applying the
optimized parameters, the linearity was assessed in the concentration range between 0.1
uM and 80 uM, reaching saturation after 40 uM. The calibration curve was divided into
two linear zones. Based on the first linearity zone (concentrations between 0.1 uM and 1
uM), a detection limit equal to 0.155 + 0.03 pM (n=3) was obtained
and a quantification limit equal to 0.466 + 0.09 uM, being quite competitive in relation
to more traditional nanostructured electrodes such as glassy carbon and carbon paste.

Finally, the CP sensor demonstrated the ability to be applied in the determination
of TMP in environmental samples (river water), with recuperation of 89%, however, more
tests are still needed to obtain recovery percentages close to 100%. This type of sensor
has great potential to be applied in the detection of contaminants in environmental

samples.
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1 Introducao

1.1 Contaminantes emergentes, producao e distribuicdo

1.1.1 Contaminantes emergentes

Contaminantes emergentes (CEs) s3o compostos que apresentam um potencial
nocivo para o meio ambiente e, consequentemente, para a satde humana nao havendo
uma devida regulamentacdo, caracterizagdo e informacgdo quanto aos limites maximos
permitidos e seus efeitos nos ecossistemas. Estes compostos tém vindo a ser detetados
cada vez com mais frequéncia em diferentes ambientes — solo, 4gua e ar — com origem
maioritariamente antropica, resultado de efluentes domésticos, industriais e hospitalares,
atividades agricolas, etc., ou de origem natural, por exemplo quando presentes
em diferentes espécies de plantas. E assim necessario monitoriza-los de modo a perceber
0 seu impacto e criar medidas para a resolucao ou mitigacao deste problema.

Sao considerados CEs os farmacos, compostos usados em produtos de higiene
pessoal, hormonas, drogas ilicitas, pesticidas, mioplasticos, quando de origem
antropolégica ou microrganismos, toxinas e algas, quando de origem natural 1),

Nos ultimos anos tem-se notado um aumento exponencial da presenca de fArmacos e
de produtos de higiene pessoal — Pharmaceuticals and personal care products (PPCPs)
— em concentracdes capazes de causar danos em organismos aquaticos, consequéncia
do uso cada vez mais frequente deste tipo de produtos para melhoria do bem-estar
e tratamento de doengas nos seres humanos e animais [2!. Estes produtos sdo classificados
de acordo com o seu risco relativo, avaliando-se parametros como a persisténcia,
bioacumulacio e toxicidade .

A persisténcia esta relacionada com quantidade e frequéncia com que os compostos
sdo lancados para o meio ambiente, assim como a capacidade de remover CEs através
de métodos convencionais de tratamento de aguas. Nem todos os CEs sdo persistentes,
uma vez que podem apresentar uma boa degradagdo, contudo o seu uso continuo
e posterior libertagdo para o meio ambiente faz com que sejam classificados como
pseudo-persistentes 21,

Também relacionado com os PPCPs esta o fator da bioacumulagao. A bioacumulagao
¢ um processo pelo qual compostos quimicos ou substancias sdo absorvidas pelos
organismos. Este processo pode ocorrer de forma direta, quando

as substancias sdo assimiladas a partir do meio ambiente (solo, sedimento, agua)
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ou de forma indireta pela ingestdo de alimentos que contém essas substancias, sendo
que em ambientes aquaticos estes processos podem ocorrer em simultaneo . Embora
os PPCPs sejam detetados no ambiente e d4gua doce em baixas concentragdes, muitos
dos seus metabolitos podem afetar organismos aquaticos, sendo frequentemente detetados
tanto em peixes e bivalves tal como em algas que compdem a maior abundéincia
de biomassa vegetal 2,

A toxicidade dos PPCPs em meio aquatico depende das suas propriedades fisicas
e quimicas, bem como dos produtos resultantes da sua transformacdo. Além destes fatores
¢ ainda importante salientar a concentragdo dos contaminantes no meio, a duragdo
e o tipo de descarga e as propriedades do ecossistema que lhe permitem resistir as
alteragOes resultantes da presenca de contaminantes, como por exemplo capacidade

tampdo das d4guas ou a concentragio de matéria organica dissolvida 1.

1.1.2 A presenca de CEs no meio aquatico

A presenga de PPCPs no meio ambiente estd, em parte, associada ao tratamento
de 4guas residuais, nomeadamente a ineficacia ou baixa eficiéncia na remocao deste tipo
de compostos por parte dos tratamentos mais convencionais. No tratamento de aguas
residuais a transforma¢do de PPCPs pode ocorrer dependendo das propriedades fisico-
quimicas do composto e das condi¢des de tratamento, podendo, durante o processo, serem
completamente destruidos, parcialmente transformados em metabdlitos ou nao sofrer
qualquer alteracdo. Isto ndo implica a remogdo da toxicidade, sendo expectavel que um
grande numero de produtos de transformag¢do com uma toxicidade e persisténcia ndo
conhecida possam ainda estar presentes no efluente final bem como na agua?!. Contudo,
a nivel global, uma alta percentagem de efluentes acaba por ndo sofrer qualquer tipo
de tratamento, perspetivando-se assim a presenca de PPCPs em cursos de agua. Mais

concretamente, a contaminacio das aguas pode ocorrer resultando [2I:

- 0 consumo de PPCPs e posterior excrecao
e langamento para o sistema de esgoto. Este efluente pode, posteriormente, ser
utilizado para a irrigagao de solos ou como fertilizante para terras agricolas.

— do fabrico dos mesmo a escala industrial, pois a d4gua residual da instalacao pode
ir diretamente para estacdes de tratamento de dguas.

— dalixiviagdo do solo, podendo representar uma possivel ameaca a contaminacao

de dgua potavel.
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— do uso de produtos de cuidado pessoal aplicados externamente, o que significa
que sdo libertados para a rede de saneamento através de residuos de banho,

duches, lavatorios, etc.

Quando libertado para o ambiente o transporte dos PPCPs dependera das suas
caracteristicas fisico-quimicas, propriedades e caracteristicas do meio onde serd inserido
2. Os PPCPs sdo geralmente de natureza nio volatil, polares e hidrofilicos, ou seja, a sua
distribuicdo ocorre principalmente por meio de transporte de dispersdo na cadeia
alimentar %/,

A dete¢do de PPCPs varia ndo sé entre paises, mas também em diferentes regioes
do mesmo pais, ou seja, PPCPs identificados numa regido de determinado pais ndo
implica que serd registada a mesma concentragdo ou o mesmo tipo de PPCPs para outras
regides do mesmo pais ou até mesmo outros paises. Na Figura 1.1 esta representado um
grafico da concentragdo (ng/l) de farmacos anti-inflamatorios ndo esterdides tais como
Ibuprofeno, Naproxeno, Diclofenaco, Cetoprofeno e Acetaminofeno ?! detetados

em amostras ambientais em diversos paises.
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Figura 1.1 Concentragdo (ng/l) de farmacos anti-inflamatdrios ndo esterdides detetados em amostras de aguas
superficiais de diferentes paises [

Num estudo de monitorizagdo em peixes foram detetadas diferentes classes
terapéuticas sendo que 35% correspondiam a antibidticos, 18% antidepressivos, 11%
anti-inflamatoérios nao esteroides, 10% anti-histaminicos e o restante de diferentes classes
farmacéuticas. Ja para um estudo realizado em invertebrados foram quantificados 200

produtos farmacéuticos diferentes, sendo que 34% correspondia a antibidticos, 22% a
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antidepressivos, 14% a anti-inflamatorios ndo esteroides, e os restantes 30% a classes
indiferenciadas ). Quer na monitorizagio de peixes quer na motorizacio de invertebrados
foram detetadas maiores concentragdes de antibidticos e antidepressivos, resultado do
maior consumo destes farmacos por parte da populagdo. SO6 na Europa
o uso de antidepressivos aumentou em 20% nos anos de 2000 a 2010, tendo-se registado

um aumento similar nos Estado Unidos 1%,
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1.2 A importancia dos produtos farmacéuticos na contaminacdo do meio
ambiente
Com o aumento do consumo de produtos farmacéuticos e de cuidado pessoal,
¢ necessario proteger o meio ambiente da polui¢do de farmacos. Neste prisma ¢ necessaria
a biomonitorizagao de produtos farmacéuticos em biota, sendo necessarias diretrizes
apropriadas para a validacdo do método de andlise quimico que ajuda a garantir
a confiabilidade no resultado obtido para as concentracdes de contaminantes 1.

As concentragdes de farmacos em aguas ambientais sdo geralmente consideradas
nao toxicas para humanos, mas o mesmo nao se aplica para a vida selvagem. Ao contrario
de outros poluentes persistentes mais tradicionais, os PPCPs ndo estao classificados como
persistentes na sua maioria, mas sim como pseudopersistentes ©l. Os produtos
farmacéuticos sdo normalmente projetados para atravessar membranas biologicas
e, portanto, a taxa de absorcao e as concentracdes internas sao extremamente importantes,
ou seja, para entender completamente o impacto dos produtos farmacéuticos ¢ necessario

avaliar a sua ocorréncia num ecossistema .

1.2.1 Trimetoprim e sua ocorréncia em ambiente aquatico

Globalmente, o consumo de antibidticos sofreu um aumento de 65% entre os anos
de 2000 a 2015 1. O trimetoprim (TMP), o formaco em estudo no presente trabalho,
pertence a categoria dos antibidticos e é dos mais consumidos a nivel global 6],
O Trimetoprim — [2,4-diamino-5-(3',4',5'-trimetoxibenzilpirimidina)] —, Figura 1.2, ¢ um
agente antibacteriano sintético que pertence ao grupo das diaminopirimidas e estd entre
0s mais importantes antibidticos sintéticos usados em todo o mundo em medicina humana
e veterinaria. E usado principalmente no tratamento de infe¢des do trato urinario, bem
como na prevengdo e tratamento de infe¢des do trato respiratorio ou gastrointestinal

em animais [,

NH;
OCH,
N7
|
HQN)\N/ OCHs
OCHs

Figura 1.2 Féormula quimica do TMP (8]
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O TMP ¢ um farmaco inibidor da enzima dihidrofolato redutase, que impede a
produgdo de folato por bactérias, assim estas ndo podem produzir DNA e, portanto, sdo
incapazes de aumentar em numero. ]

O TMP ¢ regularmente acompanhado com sulfametoxazol que inibe a mesma via
metabodlica que o TMP e potencia ainda a agdo do TMP, atuando na maioria dos patdgenos
bacterianos ).

Apesar das varias aplicacdes do TMP este ndo ¢ facilmente metabolizado pelo corpo
humano assim como em outros animais e por consequéncia aproximadamente 80%
do trimetoprim é excretado através de fezes e urina !°). Recentemente, tem sido
exponencial o aumento de contaminagdes de TMP em recursos de dgua, tendo sido
detetada a sua presenca gragas aos avancos tecnoldgicos que permite a detegdo
de antibioticos a baixas concentra¢des . Na Figura 1.3 esta representado um esquema
que demonstra as diversas origens do faArmaco que provocam a sua posterior ocorréncia
como CE em meio aquatico.

O TMP esta sinalizado como um dos 14 farmacos de alto risco em aguas residuais
hospitalares. A utilizagdo generalizada e intensiva deste fArmaco a par do seu tempo de
meia-vida de cerca de 30 dia mais a sua elevada persisténcia nos diferentes ecossistemas

Este farmaco ¢ considerado persistente, ou seja, a sua taxa de degradacdo em meio
aquatico ¢ lenta, com meia-vida de cerca de 30 dias. Quando presente em altas
concentragcdes levanta preocupagdes a nivel ambiental pois as bactérias podem
desenvolver resisténcia a antibidticos.!®l. A existéncia de TMP e outros antibidticos em
corpos de agua pode influenciar a exposicdo de bactérias persistentes colocando,
consecutivamente, 0s organismos aquaticos, seres humanos e outros animais em perigo

pois podem ser mais facilmente expostos a infegdes bacterianas resistentes a antibidticos
(6]
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1.3 M¢étodos analiticos para a detecdo de contaminantes emergentes

Atualmente, a determinagdo de produtos farmac€uticos em amostras abidticas
e biodticas ¢ e maioritariamente feita através de métodos de separagao cromatografica
(liquida e gasosa) acoplados com detetores de espectroscopia. Isto deve-se sobretudo a
fiabilidade e sensibilidade destes métodos, para além de permitirem
a analise de varios compostos em simultaneo. Por outro lado, estas técnicas tendem a ser
bastante dispendiosas e restritas a serem feitas no laboratdrio e por pessoal especializado
dado a complexidade e dimensdo dos equipamentos.

Em alternativa, a tecnologia de sensores ¢ uma oportunidade ao desenvolvimento
de metodologias e técnicas mais sustentaveis do ponto de vista ambiental e econémico,
sendo também mais simples e de facil manuseamento podendo ser aplicadas no local de
amostragem.

Na andlise de contaminantes em amostras complexas, como ¢ o caso de peixes,
¢ necessario aplicar procedimentos de extracdao e pré-concentracdo de forma a eliminar
todo um conjunto de interferentes que podem potencialmente afetar o sinal analitico.
A preparagdo da amostra ¢ dividida em colheita, pré-processamento, extracdo do analito
e limpeza ou pré-concentragdo. Normalmente ¢ feita extracdo em fase solida podendo-se
aplicar certos sais para ajudar a parti¢ao. Contudo a utilizacao desta técnica pode nao
fornecer recuperacao suficiente de todos os compostos relevantes, o que leva a que alguns
destes compostos permanecem indetetaveis ). As propriedades fisico-quimicas dos
analitos sdo importantes uma vez que tém um efeito direto no desenvolvimento
e desempenho dos métodos analiticos [°!.

A medicao com confianc¢a vai depender da recuperacao do analito, da interferéncia
do mesmo na matriz, do tamanho da amostra e seus constituintes, a quimica do solvente
(caracteristicas como o pH, volume, concentragdo de sais, etc.), quimica do analito

e condi¢des de operacio (temperatura, agitacdo, etc.) [*!.
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1.4 Sensores eletroquimicos

Os sensores eletroquimicos podem ser uma boa solugdo na andlise de farmacos no
meio ambiente. Sucintamente, a eletroquimica foca-se no estudo de reagdes quimicas que
envolvem transferéncia de eletrdes, através de reacdes de oxidagdo-reducdo ['%). Assim,
compostos farmacéuticos eletroativos, isto ¢, capazes de receberem (reduzir) ou cederem
eletroes (oxidar) podem ser detetados por este principio. As técnicas eletroquimicas sao
extremamente vantajosas quando comparadas com outros métodos devido a sua elevada
sensibilidade, portabilidade, custo moderado e versatilidade. Esta tltima acontece, pois,
¢ possivel controlar as reacdes modificando a interface elétrodo-solugdo e através da
selecdo criteriosa do potencial aplicado as células. Outras vantagens das técnicas
eletroquimicas sao a facilidade de automacao e a compatibilidade ambiental, uma vez que
o reagente utilizado ¢ o eletrdo '],

Existem, no entanto, desvantagens para a utilizacdo destes métodos, como por
exemplo a interagdo entre o elétrodo e a amostra que pode provocar irreprodutibilidade

11

nas medi¢des (' ou limitagdes na discriminacdo de varios compostos presentes na

amostra.

1.4.1 Voltametria ciclica

Uma das técnicas eletroquimicas mais usadas € a volumetria ciclica (CV) que estuda

processos de oxidacdo-redugdo de espécies moleculares e também reacgdes de catalise 1%,

Na Figura 1.4 € possivel observar um voltamograma para uma espécie a base de
ferro envolvendo a transferéncia de 1 eletrdo, onde no eixo dos x esta representado o

potencial aplicado (V) e no eixo dos y a corrente resultante (A) 1,
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Figura 1.4 Voltamograma ciclico tipico para o processo de oxidagdo-redugdo da espécie hexacianoferrato com
representagdo do potencial de pico anddico (Epa) e catodico (Epc) e determinagao da intensidade do pico anddico
(ipa) e catodico (ipc) (61,

Observando o voltamograma da Figura 1.4 € possivel observar 2 picos, intensidade
do pico anddica (ipa) e intensidade do pico catodica (ipc) com semelhante intensidade
correspondentes ao processo de oxidagdo-reducao da espécie hexacianoferrato. O
equilibrio  eletroquimico  pode  ser  explicado  através da  equagdo
de Nernst (Equacao 1.1), que relaciona o potencial eletroquimico de célula ao potencial

padrio de uma espécie e concentragio da espécie oxidada e reduzida [,

E=E0 481, 0%

—in— (Equagao 1.1)

Onde:

E° — potencial padrido de uma espécie

Ox — Concentracao do analito oxidado no sistema em equilibrio

Red — Concentragdo do analito reduzido no sistema em equilibrio

F — Constante de Faraday

R — Constante universal dos gases perfeitos

n — Numero de eletroes

T — Temperatura

Esta equagdo permite prever a forma de como um sistema responderd a uma
mudanga de concentragdo de espécies em solucdo alguma ou a uma mudanga no potencial

de elétrodo %!, No geral, a voltametria ciclica permite obter informagdes sobre a cinética

10
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das reagdes eletroquimicas que se ddo a superficie do elétrodo. E possivel assim perceber
o estado dessa superficie, assim como avaliar a eficiéncia de possiveis modificacdes
da superficie que possam beneficiar ou nao da transferéncia de eletrdes entre elétrodo
e espécie em solucao. Um dos parametros importantes desta técnica € a taxa de varredura
que controla a rapidez com que o potencial ¢ varrido, em que com o aumento da taxa

de varredura ocorre uma diminui¢do no tamanho da camada de difusdo o que leva

a correntes mais altas [19],

1.4.2  Voltametria de pulso diferencial

A voltametria de pulso diferencial (DPV) ¢ outra técnica -eletroquimica
frequentemente usada na detecdo de analitos dada a sua alta sensibilidade. Consiste
na aplicacao de pulsos de potencial curtos e de baixa amplitude numa rampa linear

de potencial em que a corrente ¢ medida antes da aplicagdo do pulso (Figura 1.5).

Potential, E (V)

<«—E, \

-
Potential, £ (V)

\ Time, T (s

Time, T (s)

Figura 1.5 Aumento da tensdo de base ao longo do tempo para voltametria diferencial de pulso [12].

E uma técnica muito utilizada pois tem a vantagem de minimizar o efeito
de background durante uma andlise. O facto de os pulsos serem pequenos faz com
que esta técnica seja bastante sensivel melhorando assim a precisdo 2/,

O esquema de montagem de um sistema DPV envolve dois elétrodos, o elétrodo
de trabalho e o contra elétrodo. Os pulsos sdo transmitidos pelo contra elétrodo enquanto
o elétrodo de trabalho mede a corrente resultante. Existe ainda um terceiro elétrodo,
o elétrodo de referéncia que ajuda a controla a tensdo do contra elétrodo. Na Figura 1.6

estd apresentado o esquema de montagem de um circuito para medi¢io DPV [12],

11
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Figura 1.6 Esquema de montagem de um circuito para medi¢cdo DPV. 1)elétrodo de trabalho, 2) contra elétrodo, 3)
elétrodo de referéncia [12)

1.43 Voltametria de onda quadrada

Uma outra técnica amplamente usada em determinagdes analiticas ¢ a voltametria

de onda quadrada (SWV). E uma técnica voltamétrica de pulso rapido e sensivel, tendo

limites de detegdo bastantes baixos. Na Figura 1.7 encontra-se o esquema

da voltametria de onda quadrada %,

12
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Figura 1.7 Representagdo esquematica da voltametria de onda quadrada, onde: 1) potencial na forma de onda; 2)
escala de potencial; 3) forma de aplicacdo do potencial na SWV; 4) forma da onda da corrente; 5) sinal da corrente;
6) corrente diferencial e 7) corrente total [3],

Na Figura 1.8 ¢ possivel observar voltamogramas teoricos associados reccoes
reversiveis e irreversiveis, 1 e 2, respetivamente ['3],

13
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Figura 1.8 Voltogramas esquematicos de onda quadrada (131

A SWYV apresenta vantagens quando comparada com outras técnicas, pois
¢ possivel obter picos bem definidos para altas velocidades de varredura melhorando
assim a sensibilidade. Devido ao facto de serem realizadas varreduras consecutivas ¢

possivel reduzir ainda o ruido de fundo 3!,

14
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1.5 Elétrodos

Em eletroandlise recorre-se normalmente a trés elétrodos para as determinagdes,
nomeadamente o elétrodo de trabalho, referéncia e contra elétrodo. O elétrodo
de referéncia da uma referéncia do potencial que se estd a aplicar enquanto no contra
elétrodo ocorre a reagdo inversa ao elétrodo de trabalho e serve para completar um
circuito elétrico, sendo que a corrente ird ser registada como o fluxo de eletrdes entre
o elétrodo de trabalho e o contra elétrodo. O elétrodo de trabalho ¢ o mais importante,
ocorrendo as reagdes de maior interesse na interface do eletrélito e superficie do elétrodo.

A escolha do material do elétrodo de trabalho ¢ critica por forma a obter-se uma
boa condutividade de eletrées, traduzindo-se em altas cinéticas de transferéncia
de eletrdes entre a superficie € o composto alvo em solucdo. Existe uma variedade
de materiais utilizados em elétrodos de trabalho onde metais nobres e carbono se
apresentam como os mais usados atualmente. O carbono ¢ um dos materiais mais
utilizados devido a sua ampla janela de potencial, resisténcia quimica e baixo custo. Com
o objetivo de melhorar a eficiéncia a transferéncia de eletroes os elétrodos podem ser
modificados com diversos nanomateriais que promovem uma maior area de superficie do
elétrodo. Os nanomateriais frequentemente usados sdo a base de carbono como por
exemplo, nanotubos de carbono de parede simples e multipla (single-walled carbon
nanotube, SWCNT e multi-walled carbon nanotube, MWCNT) e grafeno e os a base
de particulas metalicas como por exemplo nanoparticulas de ouro e 6xidos de ferro
e zinco. Contudo nem sempre ¢ vantajosa a modificacdo da superficie
do elétrodo e assim o uso do proprio elétrodo sem qualquer modificagdo pode ser

suficiente para se obter um bom sinal analitico.

15



’ 2 ]
G RAQ A\ I ‘ Instituto Superior de
requimte Engenharia do Porto
GRUPO DE REACAO E ANALISES QUIMICAS 4 ShpoRaomo sscaiano

1.6 Sensores eletroquimicos para a determinagdo de Trimetoprim

Existem varias técnicas para a detecdo de TMP, como por exemplo cromatografia
liquida, cromatografia gasosa, espetrofotometria, ente outras. Estas técnicas apresentam,
no entanto, algumas desvantagens quando comparadas com técnicas eletroquimicas,
nomeadamente, sdo técnicas mais demoradas, mais caras, com equipamentos
e metodologias complexas precisando de pessoal altamente especializado para a sua
operacdo. As técnicas eletroquimicas sdo, por outro lado, de fécil detecdo, de operagao
simples, requerem equipamentos baratos para além da vantagem de os sistemas
eletroquimicos poderem ser miniaturizados [®!.

Na Tabela 1.1 estdo apresentados sensores eletroquimicos ja desenvolvidos para
a detecdo de TMP. E possivel verificar que o elétrodo de carbono vitreo (glassy carbon
electrode, GCE) foi o mais usado para o estudo analitico de TMP, envolvendo sempre
algum tipo de modificagdo da sua superficie com nanomateriais de carbono
e/ou metalicos para se obter baixos limites de dete¢do. Um exemplo ¢ o trabalho
de Bhengo et al. * no qual desenvolveram um sensor baseado no elétrodo GCE
modificado com nanoparticulas de 6xido de ferro (Fe3Os) e MWCNT para determinagao
simultdnea de sulfamethoxazole e TMP. A superficie do GCE foi modificada por
deposicao de gota apds as nanoparticulas de Fe;Os serem sintetizadas a superficie dos
MWCNT pelo método de co-precipitacio. Em condi¢des oOtimas (tampao Britton-
Robinson, pH 6) e aplicagdo da técnica voltametria de pulso diferencial (DPV —
differential pulse voltammetry) o TMP foi determinado a 1,15 V numa curta gama linear
de concentracdo de 0,1 a 0,5 uM, obtendo-se um limite de detecdo (LOD) de 0,021 puM.
Este sensor foi depois validado em diferentes tipos de amostras, nomeadamente agua,
urina e comprimidos 13, Por sua vez Golinelli et al. ['®) optaram por modificar o GCE
comum composito de grafeno reduzido (rGO) e nanoparticulas de prata (AgNPs), sendo
esta mistura depositada na superficie previamente pré-tratada do GCE. A aplicacdo da
técnica DPV a um pH 6timo de 8 resultou numa gama linear mais alargada para TMP de

[16] relativamente

1 a 10 uM, mas num valor de LOD cerca de 20 vezes superior
ao sensor descrito anteriormente. Outros sensores baseados no uso do elétrodo GCE
modificado com compositos constituidos por materiais de carbono e metélicos foram
utilizados na dete¢do de TMP com resultados semelhantes em termos de LOD [BM!4],
A este respeito, nanoparticulas sintetizadas de 6xido de zinco (ZnO) foram misturadas

com grafeno por ultrasonicagdo, sendo a mistura resultante depositada

16



’ 2 ]
G RAQ A\ I ‘ Instituto Superior de
requimte Engenharia do Porto
GRUPO DE REACAO E ANALISES QUIMICAS 4 ShpoRaomo sscaiano

no GCE previamente limpo. Este sensor quando aplicado a detecdo de TMP por DPV
a um pH o6timo de 7 revelou uma ampla gama de linearidade (1 a 180 uM) e um LOD
de 0,3 uM, sendo ultimamente validado em amostras de 4gua canalizada e de lago, urina
e soro (1. A conjugacdo de negro de fumo especificamente designado por Printex L6 (PC)
e ftalocianinas de cobre (CuPh) foi também testada na determinagao de TMP. Com este
sensor composto pela modificacdo de GCE com a mistura compdsita obteve-se um LOD
de 0,6 uM em condi¢des otimas de pH (7) por SWV 14l O uso de pastas carboniceas
como elétrodos, denominados por elétrodos pasta de carbono (CPE) foram também
aplicados na detecdo de TMP. Mais concretamente, dois trabalhos muito similares foram
desenvolvidos pelos mesmos autores consistindo em CPEs modificados simplesmente
por dodecilsulfato de s6dio (SDS) num caso '” e por brometo de cetiltrimetilaménio
(CTAB) no outro caso "3 registando LODs de 0,14 uM e 0,15 uM respetivamente.
Ambos os compostos usados na modificacio do CPE sdo surfactantes que auxiliam
na transferéncia de eletrdes aumentando assim o sinal analitico. Os CPEs tradicionais sdo
feitos através da mistura de grafite e parafina formando uma pasta condutora. No trabalho
desenvolvido por Cesarino et al. [!) a grafite foi substituida por uma mistura
nanocompdsita de MWCNT com nanoparticulas de antimonio (SbNPs). Este sensor CPE
altamente nanoestruturado revelou uma alta sensibilidade para TMP alcan¢gando um LOD
de 0,031 uM, sendo assim muito abaixo dos valores alcangados pelos outros sensores
a base de CPE descritos anteriormente. Muito interessantes e pertinentes na andlise
de compostos sao os elétrodos impressos (screen-printed electrodes, SPE) devido ao seu
reduzido tamanho e capacidade de portabilidade embora também necessitem de um certo
nivel de nanoestruturacdo para obten¢do de um bom sinal analitico. Um bom exemplo
é o sensor SPE desenvolvido por Sgobbi et al 2% estando os trés elétrodos miniaturizados
e integrados no mesmo substrato. O elétrodo de trabalho feito de tinta de carbono foi
posteriormente modificado com MWCNT impregnado com azul de Prussia com forma
de nanocubos (PBnc). Este sensor descartdvel apresentou uma gama de linearidade entre
0,1 a 10 uM e um baixo limite de dete¢do correspondente a 0,06 uM 2% Uma forma
de detecao simples diz respeito ao uso de elétrodos de diamante dopados com boro (BDD)
uma vez que nao costumam ser modificados, apenas necessitando de um pré-tratamento
para alcangar bons resultados analiticos. E o caso de ambos os trabalhos de Andrade et al
(21122l em que os sensores a base de BDD alcangaram LODs correspondentes a 0,014 (2]

e 0,052 uM 22 sendo validados em amostras de leite e compostos farmacéuticos. Contudo
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este tipo de elétrodos ¢ caro. Outro exemplo de elétrodo ndo modificado aplicado para
detecao de TMP € o de mercurio (elétrodo de mercurio de gota suspensa, HMDE). Apesar
de serem altamente sensiveis (LOD de 0,01 uM)
e reprodutiveis este tipo de elétrodos estdo em desuso devido as suas caracteristicas
potencialmente toxicas 2!,

A literatura demonstrou assim uma falta de sensores que sejam simples, baratos

e de tamanho reduzido para a detecdo deste tipo de antibidtico podendo assim constituir

uma oportunidade de investigagdo interessante.
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Tabela 1.1 Literatura dos sensores eletroquimicos desenvolvidos para TMP

Técnica de

deteciio (pM)
DPV 0,1-0,5
DPV 1-10
DPV 1-180
SWV 1,5-6,0
DPV 2,00-20,0
DPV -
DPV -
DPV 0,1-0,7
DPV 0,1-10
Amperometria 0,08-1,37
DPV -
Amperometria 6,9-138
SWASV -
Potenciometria 2,3-10000

Gama de linearidade

Limite de detecao

(»M)
0,021

0,4

0,3

0,6
0,127
0,14
0,15
0,031
0,06
0,052
0,014
0,52
0,01

Amostra

Agua, urina, comprimidos
Agua residual
Agua lago, urina, soro
Agua natural

Aguas naturais
Aguas residuais
Leite
Farmacos
Compostos farmacéutios

Suspensdes farmacéuticas

Comprimidos farmacéuticos

Referéncia

[15]
[16]
[8]
[14]
[24]
[17]
[18]
[19]
[20]
[21]
[22]
[25]

[23]
[26]

Fe304: Oxido de ferro (II, III), MWCNT: nanotubo de carbono de paredes multiplas; GCE: elétrodo de carbono vitreo, PBnc: Nanoparticulas de Prussian Blue; SPE: elétrodos serigrafados de
carbono rGO: 6xido de grafeno reduzido; AgNPs Nanoparticulas de Prata; GR: grafeno, CuPh ftalocianina de cobre, PC: Carbonato de propileno, BDD: diamante dopado com boro,
(TM)sPM trimetoprimo-fosfomolibdato, PVC policloreto de vinilo, DOP: dioctilo ftalato; ESI: eletrodo seletivo de ides; PPy: Polipirrole; SDS; Sodio Dodecyl Sulphate HMDE; elétrodo de
mercurio de gota suspensa; SWASV Square-wave adsorptive stripping voltammograms.
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O objetivo principal deste trabalho consistiu no desenvolvimento de um sensor

eletroquimico capaz de detetar o trimetoprim, tendo para isso, sido utilizado papel de fibra

de carbono.

Os objetivos especificos foram os seguintes:

— Otimizar e avaliar as técnicas eletroquimicas mais sensiveis ao TMP;

— Avaliar a influéncia do pré-tratamento no sinal analitico;

— Estudar o comportamento eletroquimico do farmaco;

— Otimizar as condi¢des analiticas (pH da solucdo e parametros da técnica

selecionada);

— Determinacao da curva de calibragao;

— Aplicagdo do sensor para detecdo de TMP em agua.
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3 Metodologia experimental

3.1 Equipamento experimental

O equipamento utilizado para a realizacdo das medi¢des voltamétricas foi um
potencidstato Metrohm Autolab e para a obtengdo dos dados foi utilizado um Software
GPES.

Para os ensaios foi utilizado um sistema de trés elétrodos, o elétrodo de referéncia,
o elétrodo trabalho e o contra elétrodo. O elétrodo de trabalho corresponde a papel
de fibra de carbono ¢ durante a realizacdo dos ensaios este foi revestido numa

das extremidades com papel de aluminio.

3.2 Reagentes e solucdes
Os reagentes utilizados para a realizagao dos ensaios foram acido sulftrico (H2SOs,
95 - 97%), hidréxido de sddio (NaOH, 98%), fosfato dissodico (NaxHPOs), fosfato

monossodico (NaH2PO4) e o fArmaco em estudo, trimetoprim.

3.3 Procedimento experimental

Inicialmente, e para avaliar o comportamento do farmaco, foi realizado um ensaio
por voltametria ciclica (CV), com uma velocidade de varrimento de 100 mV/s e
concentracdo de TMP 50 uM, diluido numa solucao tampao fosfato com pH igual a 4.5.
Esta técnica foi realizada com o elétrodo sem pré-tratamento e com pré-tratamento. O pré
tratamento foi realizado por amperometria, a 1 V durante 60 segundos, com solugdes de
H>SO4.

Para avaliar qual a técnica mais sensivel para o TMP, foram realizados ensaios por
DPV e SWV com o elétrodo sem pré-tratamento e com pré-tratamento. Inicialmente o
pré-tratamento foi realizado em meio acido, com solugdes de H2SO4 e posteriormente em
meio alcalino com solu¢des de NaOH, para concentragdes de farmaco igual a 10 pM.

O pré-tratamento foi realizado por amperometria, a 1 V durante 60 segundos, com
solugdes de H2SOsa 1 M e 0,1 M e também por amperometria, a 1 V durante 60 segundos,
com solugdes de NaOHa 1 M e 0,1 M.

Para avaliar a influéncia do pré-tratamento na leitura do pico para o trimetoprim, o
mesmo pré-tratamento foi aplicado para as mesmas concentragdes de base e acido, mas

realizado a 2 V durante 60 segundos.
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Foram realizados ensaios sem pré-tratamento do CP e CP com pré-tratamento
usando uma solucdo de 4cido sulfurico, por amperometria a 1 V durante 60 segundos,
para as concentragoes de TMP de 0,1 uM, 0,3 uM e 0,7 uM, quer por DPV quer por
SWV.

Apobs selecdo da técnica (SWV) foram determinadas as condigdes Otimas,
nomeadamente a otimizagdo do pH, da amplitude, do degrau de potencial e frequéncia.

Para a otimizacao do pH foram testados diferentes valores, nomeadamente, 3, 4, 5,
6,7,8,9,10, 11 e 12 usando como eletrolito a solugao tampao Britton-Robinson (BRB)
0,1 M contendo uma concentracdo de TMP de 10 uM.

Na otimizag¢do da amplitude, para pH igual a 7, foram feitas leituras para valores de
amplitude entre 0,002 V e 0,18 V para uma concentragdo de farmaco 10 uM. No que
concerne a otimizagao da frequéncia para um pH igual a 7 e amplitude igual a 0,02 V
foram realizados ensaios entre 10 Hz e 250 Hz. Por fim foram realizados ensaios para a
determinagdo do degrau de potencial. Tendo sido avaliado ao degrau de potencial entre
os valores 0,001 Ve 0,03 V.

Apos selecionadas as condigdes Otimas para a determinacdo do TMP por SWV,
foram realizados ensaios para avaliar o potencial de deposicao e o tempo de deposi¢ao.
Estes ensaios tiveram como objetivo pré concentrar o analito na superficie do elétrodo. O
potencial de deposicao foi variado entre e 0 € 1,1 V e o tempo de deposicao entre 0 s €
180 s nas condi¢des 6timas determinadas.

Tragou-se ainda uma curva de calibracdo, para isso foram adicionadas aliquotas de
solugdo padrao de TMP analisando-se uma gama de concentragdes entre 0,1 pM — 100
uM.

A validacao do sensor foi feita numa amostra ambiental, nomeadamente dgua de
rio coletada ap6s uma estagdo de tratamento de dguas residuais. Como pré-tratamento, a
agua foi diluida em tampao BRB 0,2 M na razdo de 1:1, sendo analisada diretamente logo

de seguida.
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4 Resultados e discussao

4.1 Otimizacao do pré-tratamento a conferir ao CP

A escolha da técnica a utilizar para a determinagao do farmaco em estudo representa
um passo crucial para uma boa avalia¢do de resultado e posterior aplicagdo numa amostra
real. A técnica a utilizar devera ser sensivel ao farmaco e, como tal, € necessario avaliar
o comportamento do mesmo para uma leitura mais correta.

As técnicas utilizadas para a avaliagdo do comportamento eletroquimico e
determina¢@o do farmaco foram a voltametria ciclica, voltametria de pulso diferencial e
voltametria de onda quadrada. Para cada uma destas técnicas foram avaliados os
voltamogramas obtidos com o elétrodo pré-tratado e sem pré-tratamento. O pré-
tratamento ¢ um procedimento aplicado a superficie do elétrodo (neste caso ao papel de
fibra de carbono) para alterar e/ou limpar a superficie onde ocorre a reagdo, na tentativa
de melhorar os resultados do voltamograma obtido.

Na Figura 4.1 estd apresentada a comparacao por CV entre o elétrodo pré-tratado
com dacido sulfirico 0,1 M por via eletroquimica através de CV (100 mV/s, 50
varrimentos) e sem tratamento. A CV foi realizada com uma velocidade de varrimento de
100 mV/s e para uma concentragdo de TMP 50 uM, diluido numa solugio tampao fosfato
com pH igual a 4,5. Analisando esta figura pode-se averiguar que a realizagdo de um pré-
tratamento ndo provocou uma melhoria de sinal, uma vez que as intensidades do pico do

TMP a cerca de 1,2 V sdo semelhantes.
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Figura 4.1 Comparagdo por CV entre CP e CP pré-tratado com 4cido sulfurico por via eletroquimica para 50 uM
TMP em PBS pH 4,5. Velocidade de varrimento: 50 mV/s.

Depois desta andlise foram realizados ensaios com a técnica DPV e SWV sendo
estas técnicas muito mais sensiveis do que a técnica CV, comparando elétrodos sem pré-
tratamento e pré-tratados por via eletroquimica em H>SOs ou NaOH em diferentes
concentracoes (0,1 e 1 M).

Na Figura 4.2 ¢ possivel observar os voltamogramas obtidos por DPV com o pré-
tratamento em acido sulfurico e sem pré-tratamento. O pré-tratamento foi feito em 0,1 M

H>SO4 por amperometria comparando-se também o potencial aplicado de 1 Ve 2 V

durante 60 segundos.
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400E-03 ————— CP branco
3,50E-03 ——CP 10 uM
~ 3,00E-03
E 2,50E-03 CP pre-tratado com H2504
< 2 00E-03 (1 V) branco
- CP pre-tratado com H2504
1,50E-03 (1V) 10 uM
1,00€-03 S ——CP pre-tratado comH2504
5,00E-04 // (2 V) branco
0,00E+00 — — ——CP pre-tratado com H2504
o5 07 09 11 13 15 (2V) 10 uM
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Figura 4.2 Comparagio por DPV entre CP e CP pré-tratado com acido sulfurico a 0,1 M por via eletroquimica.

Instituto Superior de
Engenharia do Porto

Verifica-se na Figura 4.2 que na presenga de 10 uM de TMP os picos para

o elétrodo sem pre-tratamento e tratado por amperometria 1 V sdo muito semelhantes

em forma, o que ndo se verifica quando pré-tratado com amperometria 2 V uma vez

que a linha de base aumenta muito podendo ocultar o pico de oxidagdo do TMP.

Na Figura 4.3 estdo representados os voltamogramas obtidos por DPV com o pré-

tratamento em hidroxido de sodio e sem pré-tratamento. O pré-tratamento foi feito em 0,1

M NaOH por amperometria tanto

a1V como 2V durante 60 segundos.

3,00E-03 r
——CP branco
2,50E-03 |
——CP 10uM
2,00E-03 F
~
E 1,50E-03 | CP pre-tratado com NaOH
< (1V) branco
B 1,00E-03 | CP pre-tratado com NaOH
(1V) 10 uM
5,00E-04 ——CP pre-tratado com NaQOH
T (2 V) branco
0,00E+00 _ : .
0,5 0,7 0,9 11 13 15 ——CP pre-tratado com NaQH
(2V) 10 uM
E (V)

Figura 4.3 Comparagdo por DPV entre CP e CP pré-tratado com hidroxido de sodio a 0,1 M por via eletroquimica.
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Os resultados obtidos na Figura 4.3, avaliando o pré-tratamento em NaOH
a diferentes potenciais amperométricos sao semelhantes aos obtidos com pré-tratamento
em H>SO4. Verifica-se assim que aumentando o potencial aplicado aquando do pré-
tratamento do elétrodo (de 1 V para 2 V) prejudica o desempenho eletroquimico do CP
na oxidacdo do TMP. Avaliando os picos obtidos aquando da determinagao da TMP nos
ensaios realizados, apresentados na Tabela 4.1, a altura dos picos ndo varia muito quando
feito o processo de pré-tratamento que com H2SO4 quer com NaOH, sendo que o maior
pico obtido foi o realizado com o elétrodo pré-tratado com acido sulfuricoa 0,1 M, 1 V

durante 60 segundos, embora ndo seja um aumento muito significativo.
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Tabela 4.1 Alturas dos picos obtidas para os ensaios realizados por DPV, com pré-tratamento a 0,1 M de acido
sulftrico (1 V e 2 V durante 60 segundos), pré-tratamento com uma solugio de hidroxido de s6dioa 0,1 M (1 Ve2 V
durante 60 segundos) e para os ensaios com e sem pré-taratmento.

Elétrodo Altura do pico  Area do elétrodo  Altura/area
CP 1 1,88x10°% 0,7 2,69x10
CP (0,1 M H2SO4, 1 V, 60 s) 2,13x10% 0,7 3,04x10°%
CP (0,1 M H2S0O4,2 V, 60 s) - 0,72 -
CP (0,1 M NaOH, 1 V, 60 ) 1,88x107%4 0,7 2,69x10°%4
CP (0,1 M NaOH, 2 V, 60 s) - 0,84 -
CpP2 1,52x10°%4 0,63 2,41x10°%

Analogamente ao pré-tratamento anterior, procedeu-se, com a mesma técnica (DPV),
com elétrodos pré-tratados com solucdes de acido sulftrico e hidroxido de sodio, mas
desta vez aumentando a concentragdo tanto do acido como da base para a 1 M.
Este procedimento foi realizado para com as duas solugdes por amperometria a 1 V
e posteriormente 2 V durante 60 segundos. Nas Figuras 4.4 e 4.5 ¢ possivel observar
os resultados obtidos para os ensaios descritos acima, e na Tabela 4.2 a comparagao entre
as alturas dos picos obtidos com pré-tratamento a 1 M de acido sulftrico (1 Ve 2 V
durante 60 segundos), pré-tratamento com uma solu¢ao de hidroxido de sédioa 1 M (1 V

e 2 V durante 60 segundos) e para os ensaios sem pré-tratamento.

4,50E-03 A~
4,00E-03 -+ ——CP branco
3,50E-03 4

= 3,00E-03 - ——CP 10uM

g 2,50E-03 4

-

< 2,00E-03 1 CP pre-tratado com
1,50E-03 ~ H2504 (1 V) branco
1,00E-03 H A CP pre-tratado com
5,00E-04 - / H2504 (1 V) 10 uM
0,00E+00 - - - - - " —— (P pre-tratado com

0:5 0:7 0:9 1:1 1:3 1:5 H2504 (2 V} bra nco
E(V)

Figura 4.4 Comparagao por DPV entre CP e CP pre-tratado com acido sulfurico a 1 M por via eletroquimica.
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3,50E-03 -
——CP branco
3,00E-03 —————
2,50E-03 - = CP 10uM
N 2,00E-03 -
E CP pre-tratado com
< 1,50E-03 - NaOH (1 V) branco
1,00E-03 A A -/ CP pre-tratado com
4 NaOH (1 V) 10 uM
>,00E-04 _/ ——CP pre-tratado com
0,00E+00 4— — : . NaOH (2 V) branco
0,5 0,7 0,9 1,1 1,3 1,5 ——CP pre-tratado com
E (V) NaOH (2 V) 10 uM

Figura 4.5 Comparagdo por DPV entre CP e CP pré-tratado com hidréxido de sodio a 1 M por via eletroquimica

Os resultados obtidos foram semelhantes aos anteriores, ndo se tendo verificado
nenhuma diferenca significativa entre a altura dos picos para os diferentes pré-
tratamentos. Embora sejam muito semelhantes, o que mostrou ter um pico maior foi
o elétrodo com pré-tratamento com uma solugdo de NaOH a 1 M, 1 V durante 60
segundos, tal como observado na Tabela 4.2.

Também para estas concentragdes mais elevadas de acido sulfurico e hidréxido
de sodio nao foi possivel detetar o farmaco aquando do pré-tratamento a 2 V durante 60

segundos, ndo sendo assim eficaz o uso de um potencial elevado no pré-tratamento
do CP.
Tabela 4.2 Alturas dos picos obtidas para os ensaios realizados por DPV, com pré-tratamento a 1 M de acido sulfurico

(1 Ve 2V durante 60 segundos), pré-tratamento com uma solugio de hidréxido de sédioa 1 M (1 V e 2 V durante 60
segundos) e para os ensaios sem pré-tratamento.

Elétrodo Altura do pico  Area do elétrodo  Altura/drea
CP (1 M H2S04, 1V, 60 s) 1,89x10°%4 0,665 2,84x107%
CP (1 M H2S04, 2V, 60 s) - - -
CP (1 M NaOH, 1 V, 60 s) 1,88x10°% 0,63 2,98x10°%
CP (1 M NaOH, 2 V, 60s) - - -
CP 1,42x107%4 0,54 2,63x10°%

Comparando os pré-tratamentos no que concerne a concentra¢ao do 4acido ou da base

— 0,1 M oul M - os resultados sdo muito semelhantes ndo havendo melhorias muito
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significativas. Contudo o pico melhor definido continua a ser o pico resultado da leitura
do TMP com elétrodo pré-tratado com uma solucdo de acido sulfurico a 0,1 M, a 1 V
durante 60 segundos. Todos estes ensaios foram realizados com uma concentracdo de
farmaco numa solugao tampao de fosfato (pH=4,5) de 10 uM.

A fase seguinte consistiu em analisar o fArmaco a concentracdes mais baixas para
perceber a sensibilidade da técnica. Este passo € crucial para a escolha da técnica pela
qual se vai optar.

Foram realizados ensaios para técnicas DPV e SWV, com concentragdes de farmacos
de 0,1 uM, 0,3 uM ¢ 0,7 uM. Além dos ensaios num elétrodo ndo tratado, também foram
realizados, para as mesmas concentracdes de TMP, ensaios em elétrodos pré-tratados com
acido sulfurico por amperometria a 1 V durante 60 segundos.

Na Figura 4.6 estdo apresentados os resultados obtidos por DPV, com um elétrodo
sem pré-tratamento, embora ténue € possivel observar o pico que representa a presenca
de TMP em solugdo. Como era de esperar, quanto maior concentracao de farmaco, maior

a intensidade do pico.

1,40E-03 -
1,20E-03
1,00E-03 -

8,00E-04 -
——branco

—0.1uM
0.3 uM

6,00E-04 -

j (A/cm2)

4,00E-04 -
2,00E-04 -

0,00E+00 T T T T 1

E (V)

Figura 4.6 Resultados obtidos por DPV, com elétrodo sem pré-tratamento, para as concentragdes de TMP de 0,1 uM
e 0.3 uM.

Na Figura 7.7 estdo apresentados os resultados obtidos por DPV, com elétrodo com
pré-tratamento de uma solucdo de acido sulfurico, por amperometria a 1 V durante 60

segundos, para as concentragdes de TMP de 0,1 uM, 0,3 uM e 0,7 uM. Analogamente ao
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anterior, o pico existe, embora ténue € com o aumento da concentragdo, aumenta também

a intensidade do pico.

1,20E-03 ~
1,00E-03 -
_ 8,00E-04 -
= ——branco
2 6,00E-04 A
< ——0.1uM
4,00E-04 - 0.3 uM
2,00E-04 - 0.7 uM
0,00E+00 T T T T 1
0,5 0,7 0,9 1,1 13 1,5
E(V)

Figura 4.7 Resultados obtidos por DPV, com elétrodo com pré-tratamento uma solugdo de acido sulfurico, por
amperometria a 1 V durante 60 segundos, para as concentragdes de TMP de 0,1 uM, 0,3 uM ¢ 0,7 uM

A partir da Tabela 4.3 ¢ possivel comparar os picos obtidos (para as concentragdes
0,1 uM e 0,7 uM). As alturas dos picos foram muito semelhantes, ndo tendo muito

influéncia o pré-tratamento utilizado na melhoria do pico final.

Tabela 4.3 Alturas dos picos, para a técnica DPV, para concentragdes de TMP de 0,1 uM e 0,3uM — elétrodo sem
tratamento — e 0,1 uM, 0,3 uM e 0,7 uM com pré-tratamento por amperometria 1 V durante 60 segundos numa
solugdo de acido sulfurico.

Elétrodo Altura do pico  Area do elétrodo  Altura/area
CP (0,1 uM) 2,62x10°% 0,595 4,40 x10%
CP (0,3 uM) 3,07x10 0,595 5,16 x10%
CP (H2504, 1 V, 605, 0.1 2.33x105 0.595 3.92 X107
uM)
CP (H2804, 1 V, 60, 0.3 3,08x10°3 0.595 5,18 x107
nM)
P (stotl\z)v > 60s,0.7 4,17x10° 0,595 7,01 x10°°

Como referido anteriormente, os mesmos ensaios foram realizados, para as mesmas
concentragdes de fArmaco e para o mesmo pré-tratamento, mas usando a técnica SWV.
Na Figura 4.8 estdo apresentados os resultados para um elétrodo sem pré-tratamento

para as diferentes concentragdes de TMP. Verifica-se que com o aumento
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da concentracdo de farmaco a altura do pico aumenta, sendo esta observacdo mais

percetivel nas alturas dos picos determinadas (Tabela 4.4).

1,00E-04 -
8,00E-05 A
= 6/00E-05 +
£ ——branco
L
< —0.1uM
= 4,00E-05 -
0.3uM
e 7/ 0.7 uM
2,00E-05 A
0,00E+00 _|7 T T T 1
0,5 0,7 0,9 1,1 13 15
E(V)

Figura 4.8 Resultados obtidos por SWV, com elétrodo sem pré-tratamento, para as concentragdes de TMP de 0,1 pM,
0,3 uMe 0,7 uM

Na Figura 4.9 encontra-se a aplicagdo da técnica SWV usando o elétrodo pré-tratado
com amperometria 1 V, 60 segundos. Verifica-se que os picos estdo muito proximos uns

dos outros, mas aumentam com o aumento da concentragdao do farmaco, tal como

observado na Tabela 4.4.
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Figura 4.9 Resultados obtidos por SWV, com elétrodo com pré-tratamento uma solugdo de acido sulftirico, por
amperometria a 1 V durante 60 segundos, para as concentragdes de TMP de 0,1 pM, 0,3 uM ¢ 0,7 uM

Observando a Tabela 4.4 podemos verificar que o pré-tratamento em acido sulftrico
melhora determina¢do do TMP, apresentado intensidade de picos ligeiramente mais

elevadas.
Tabela 4.4 Alturas dos picos, para a técnica SWV, para concentragdes de TMP de 0,1 uM, 0,3 uM ¢ 0,7 uM —

elétrodo sem tratamento — e 0,1 uM, 0,3 uM e 0,7 uM com pré-tratamento por amperometria 1 V durante 60
segundos numa solugdo de acido sulfurico.

Elétrodo Altura do pico 32::033 Altura/area

CP (0,1 pM) 1,66 x107 0,560 2,96 x107

CP (0,3 uM) 1,97 x107°° 0,560 3,52 x107°°

CP (0,7 uM) 2,28 x107°° 0,560 4,07 x107°°

CP (H2S04,1V, 605, 0,1 uM) 1,99 x107¢ 0,560 3,55 x1070¢
CP (H2S04,1V, 60's, 0,3 uM) 3,11 x1070¢ 0,560 5,55 x1070¢
CP (H2S04, 1V, 60's, 0,7 uM) 3,42 x1070¢ 0,560 6,11 x107¢

A técnica SWV apresenta picos de oxidagdo de TMP mais definidos quando
comparada com a técnica DPV, embora nesta ultima os valores absolutos sejam maiores.
Sendo  assim, a técnica SWV sera  usada  nas caracterizagoes

e otimizacdes futuras para a determinagao do TMP.
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4.2 Otimizagao das condigdes analiticas e determinacao de trimetroprim

A técnica eletroquimica selecionada para a determinagdao de TMP foi de SWV,
uma vez que, de todas as analisadas, foi a que apresentou melhor sensibilidade quando
comparada com CV ou DPV.

Para se obter o melhor sinal possivel para o TMP foram efetuadas diversas
otimizagdes nomeadamente o pH da solucao tampao BRB, os parametros da técnica SWV
e a deposi¢ao de analito a superficie do elétrodo CP.

O pH da solugdo de andlise ¢ dos parametros que mais afeta o sinal dos sensores
eletroquimicos. Especificamente para analise de TMP variou-se o pH da solugdo entre 3
e 12 estando os voltamogramas obtidos por SWV apresentados na Figura 4.10 a).
Na Figura 4.10 b) pode observar-se a intensidade do pico em fun¢do do pH e na Figura

4.10 ¢) € possivel observar o potencial do pico em fun¢ao do pH.
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Figura 4.10 a) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para otimiza¢do do pH. b) Intensidade da corrente em
fung@o do pH. As medig¢des foram realizadas com 1,00 uM de TMP. ¢) potencial do pico em fungdo do pH.
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Verifica-se que o pico de oxidagdo do TMP aumenta de intensidade com o aumento
de pH até cerca de 7 invertendo depois a tendéncia (Figura 4.10 b) e o pico desloca-se
para valores menos positivos de potencial com o aumento de pH (Figura 4.10 c¢). O pH 7
foi assim selecionado como 6timo registando-se um potencial de pico de oxidacao a cerca
delV.

Posteriormente a determinagdo do pH realizou-se a otimizacdo dos restantes
parametros da técnica SWV, em particular a determinagdo da amplitude, frequéncia
e degrau de potencial.

Na Figura 4.11 é possivel observar os resultados obtidos para a determinagdo

da amplitude 6tima, nomeadamente a intensidade do pico em fungdo da amplitude.

4,0E-05
3,5E-05 H
3,0E-05 +
2,5E-05 H
2,0E-05 -+
1,5E-05 A

1,0E-05 4

Intensidade pico, j (A/cm?)

5,0E-06 -

0,0E+00 T T T T T T T 1
000 0,02 0,04 0,06 008 010 0,12 0,14 0,16
Amplitude (V)

Figura 4.11 Intensidade da corrente (A/cm?) em fungdo da amplitude (V).

Verifica-se que a altura do pico ¢ maxima a uma amplitude de 0,02 V, sendo que
depois comega a decrescer, mantendo-se aproximadamente na mesma intensidade de pico
independentemente da amplitude. Verifica-se também na Figura 4.11 que a linha de base
aumenta para valores altos de amplitude o que leva a uma menor definicao do pico. Assim
o valor 0,02 V foi selecionado como 6timo e usado nos seguintes ensaios.

Depois de determinado o valor 6timo de amplitude foi determinado o valor da
frequéncia. Na Figura 4.12 observa-se a influéncia da variagdo da frequéncia na

intensidade do pico.
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Figura 4.12 a) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para otimizagdo da frequéncia b) Densidade de corrente em
fungdo da frequéncia.

Ao contrario do observado na determinagdo dos valores 6timos de pH e amplitude, a
intensidade do pico aumenta de forma linear com o aumento da frequéncia de acordo com
a Figura 4.12 b). Para valores altos de frequéncia o sinal analitico torna-se também menos
reprodutivel.

A otimizac¢do do degrau de potencial demonstrou um comportamento semelhante ao
comportamento da frequéncia no sentido em que intensidade do pico aumentou com o

aumento do degrau de potencial tal como observado na Figura 4.13. A velocidade de
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varrimento ¢ dada pela multiplicacdo da frequéncia pelo degrau de potencial (velocidade
varrimento = frequéncia X degrau potencial).

O aumento consecutivo da frequéncia e do degrau de potencial tornam os resultados
menos reprodutiveis pelo que deve haver um compromisso entre os valores de degrau de

potencial e de frequéncia selecionados.

7,0E-04
6,0E-04
5,0E-04
4,0E-04
3,0E-04
2,0E-04 A

1,0E-04 -

densidade corrente, j (A/cm?)

0,0E+00 . . : .
0,7 0,8 0,9 1,0 1,1
E(V)

3,0E-04 -
2,5E-04 A
2,0E-04 A
1,5E-04 -

b)

1,0E-04 ~

Intensidade pico, j (A/cm?)

5,0E-05

0,0E+00 T T T ]
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020

Degrau de potencial (V)

Figura 4.13 a) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para otimizagdo da amplitude b) Densidade de corrente em
fungdo do degrau de potencial.

Inicialmente foi selecionada uma frequéncia de 100 Hz (valores acima resultaram em
um maior desvio tal como verificado na Figura 4.12 b)). De seguida, realizou-se a

otimizacdo do degrau de potencial, tendo sido selecionado um valor 6timo entre 0,008 V
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e 0,01 V, traduzindo-se em velocidades de varrimento correspondentes a 800 mV/s e 1000
mV/s.

Contudo para estes valores observa-se uma maior ocorréncia de ruido e os resultados
tendem a ser menos reprodutiveis. Assim optou-se por reduzir a frequéncia para 50 Hz
e aumentar o degrau de potencial para 0,015 V de forma a manter uma velocidade
de varrimento equivalente (750 mV/s).

Depois de determinadas as condigdes 6timas para a determinagdo de TMP por SWV
procedeu-se a otimizagdo da deposicao de analito. A deposi¢do do analito, neste caso
TMP, faz com que este pré-concentre a superficie do elétrodo CP antes de se iniciar a
analise por SWV, levando, consequentemente, ao aumento de sinal. Os fatores que afetam
a deposi¢ao do analito sdo o potencial de deposi¢ao e o tempo de deposicao.

Na Figura 4.14 sao apresentados os resultados da intensidade do pico em fungao do
potencial de deposicdo, comparando-se também com o voltamograma gerado sem

qualquer deposicao.
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Figura 4.14 a) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para otimizagdo do potencial de deposigdo b) Densidade de
corrente em fungéo do potencial de deposi¢ao

Avaliando a deposicdo, o sinal analitico melhorou em cerca de 30% quando
comparado com analise de TMP sem efetuar a deposi¢do. Contudo ndo se verificou
grandes diferengas entre os diferentes potenciais aplicados na deposi¢ao entre 0 € 0,9 V.
Para 1,1 V a deposicao ocorre a um potencial proximo do potencial de detecao do pico
ocorrendo assim uma oxidagdo de TMP indesejada durante a pré-concentra¢do levando
a uma diminuicao significativa do sinal. O potencial de deposicdo 6timo selecionado foi
0,7 V.

Posteriormente realizou-se os ensaios de otimizagao do tempo de deposigao testando-

se os tempos 0, 30, 50, 120 e 180 segundos, estando os resultados indicados Figura 4.15.
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De acordo com os resultados da Figura 4.15 b) foi selecionado o tempo de 60 s como

sendo o valor 6timo.
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Figura 4.15 a) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para otimizagdo do tempo de deposi¢do b) Densidade de
corrente em fungdo do tempo de deposicio

Depois de realizado o processo de otimizagdo das condigdes analiticas do TMP
realizaram-se ensaios de determinacdo do farmaco a diferentes concentracdoes nas
condi¢des 6timas anteriormente referidas. Para este estudo foram adicionadas aliquotas
de solu¢do padrao de TMP analisando-se uma gama de concentragdes entre 0,1 e 80 uM
sendo os resultados referente aos voltamogramas e respetivas curvas de calibragdo apresentados

na Figura 4.16.
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Figura 4.16 Determinagdo do trimetroprim por SWV em tampao nas condi¢des 6timas (pH=7, amplitude = 0,02 V,
frequéncia=50 Hz, degrau de potencial= 0,015 V; tempo de deposigdo = 60 s, potencial de deposicdo= 0,7 V. a)
Voltamogramas obtidos na analise de concentragdes crescentes de trimetoprim. b) Curva de calibragdo na gama de
0,1 uM— 80 uM de TMP.

Através da Figura 4.16 b) ¢ possivel observar que o pico do TMP aumenta até 40
uM, atingindo depois a saturagdo. Para esta gama de resultados podem verificar-se duas
zonas de linearidade distintas, nomeadamente entre 0,1 e 1 uM (Figura 4.17 a)) e entre 2

e 20 uM (Figura 4.17 b)).
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Figura 4.17 Curvas de calibragdo correspondentes as diferentes zonas de linearidade. a)
0,1 -2,0 uM. b) 2,0 — 20 uM.

Através das curvas apresentadas acima pode-se verificar que ¢ possivel
a determinacdo do TMP entre as concentragdes 0,1 pM— 20 uM obtendo-se diferentes
sensibilidades dependendo da zona linear. Para concentragdes entre 0,1 uM e 1,0 uM
a sensibilidade é 1,92x10° A/(uM.cm?), j4 para concentragdes entre 2,0 uM e 20 pM
a sensibilidade ¢ menor e corresponde a 6,96x10° A/(uM.cm?).

A determinagdo do LOD e do limite de quantificacdo (LOQ) para cada zona foi
efetuado com base no desvio padrao da resposta e o declive da reta de calibragao tal como

mostram as seguintes equagdes:

Lop = 2252 (Equagdo 4.1)
LOQ = 1";;5’3 (Equagio 4.2)
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SD = Sy, x _Xx? (Equagio 4.3)

nxy(x;—x) 2
5, = [Pi=90? (Equagao 4.4)
y/x - n-2

Com base na curva de calibragdo com menor gama de concentracdes linear (Figura
4.17 a)) o LOD determinado correspondeu a 0,16 £ 0,03 uM (n=3) e 0 LOQ 2 0,47 = 0,09
uM. Em comparacdo com outros sensores descritos na literatura e apresentados
na Tabela 1.1, em termos de LOD, verifica-se que este sensor CP consegue ser bastante
competitivo em relagio aos baseados em GCE [BHMMIS mesmo estando
consideravelmente modificados com nanomateriais de carbono e metalicos. O mesmo

se verifica quando comparado com os CPE [l7MI8]

sendo que estes envolvem
procedimentos mais morosos na preparacao da pasta de carbono.

Por fim procedeu-se a testagem do sensor CP em agua de rio coletada logo préximo
deuma ETAR de forma a validar o seu uso em amostras ambientais. Como pré-tratamento
para a analise, a dgua foi simplesmente diluida 1:1 e fortificada com diferentes tomas
de solucao stock de TMP estando os resultados apresentados na Figura 4.18 e na Tabela

4.5.
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Figura 4.18 Voltamogramas obtidos por SWV na analise de uma amostra de agua de rio (pH=7, amplitude= 0,02 V,
frequéncia= 50 Hz, degrau de potencial = 0,015 V; tempo de deposi¢do = 180 s; potencial de deposi¢do = 0,7 V). b)
Curva de calibragdo através do método de adigdo padrio.

Resultados preliminares demonstraram que ¢ viavel a aplicacdo do sensor CP em
amostras de agua de rio obtendo-se uma recuperacao de 89% através do método de adigdo
padrao (Figura 4.18). Uma vez que a zona da colheita se situava perto de uma descarga
de efluentes de estagdo de tratamento de aguas residuais, uma simples filtracao prévia da

amostra podera ser importante para melhorar a percentagem de recuperacao.
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Conclusoes

O consumo crescente de fArmacos, bem como o seu descarte para o ambiente tém
levado a alteragdes no meio bidtico e abidtico que podem ser adversas a saide humana.
De entre os farmacos ja detetados no meio ambiente ¢ importante realcar os antibioticos,
grupo onde se insere a trimetoprim, que foi o foco deste trabalho. A crescente
contaminagdo no meio ambiente leva a que as bactérias criem resisténcia a estes fArmacos
colocando em causa a eficécia dos tratamentos ja desenvolvidos para o combate a estes
microrganismos.

O objetivo deste trabalho consistiu no desenvolvimento de um sensor eletroquimico
de CP capaz de detetar o TMP em amostras ambientais. Este tipo de detecdo apresenta
elevadas vantagens quando comparadas com métodos tradicionais como a cromatografia
liquida uma vez que ¢ mais rapida, mais sensivel, mais barata e com consumo menor de
reagentes.

Para a determinag¢do de TMP foram estudados diferentes técnicas e pré-tratamentos
do elétrodo para se avaliar qual a forma mais eficaz e sensivel de determina¢do do teor
de TMP. Inicialmente foram realizados pré-tratamentos no elétrodo, nomeadamente pré-
tratamento com H>SOs e NaOH, nao se tendo registado nenhuma melhoria do sinal.
Posteriormente, foram avaliados os picos recorrendo a diferentes técnicas, CV, DPV e
SWYV, tendo sido a ultima a que apresentou melhores resultados. Apos selecionada a
técnica, foram otimizadas as condigdoes de determinagao de TMP, tendo obtido os
seguintes valores 6timos: pH 7, amplitude 0,02 V, frequéncia 50 Hz e degrau de potencial
0,015 V. O tempo e potencial 6timos de deposi¢do foram iguais a 60 s e 0,7 V,
respetivamente. Apos determinagdo das condigdes Otimas, avaliou-se a linearidade na
gamade 0,1 uM a 80 uM, tendo-se atingido a saturacao apos os 40 uM. O LOD da técnica
foi de 0,16 = 0,03 uM (n=3) e 0 LOQ 0,47 + 0,09 uM. Avaliando o desempenho deste
sensor e comparando-o com outros descritos na literatura, obteve-se valor de LOD e LOQ
semelhantes, sendo que no geral ndo ¢ necessario recorrer a modificacdo do elétrodo,
através da incorporag@o de nanomateriais de carbono ou metalicos.

A posterior validagdo do sensor numa amostra de rio permitiu concluir que o sensor
desenvolvido tem aplicagdo para a determinacao do farmaco em amostras ambientais. O
trabalho experimental continuard de forma a proceder-se a uma melhor validagdo do

sensor e obter-se melhores recuperacdes, proximo de 100%. Este sensor de CP apresenta
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assim um grande potencial na determinac¢do de contaminantes devido a suas propriedades,

simplicidade eficiéncia.
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