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RESUMO

OLIVEIRA, Aline Martins de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2025. Sensor eletroquimico baseado em carbon black para determinacao de
enrofloxacina em amostras ambientais e alimenticias. Orientador: Tiago Almeida
Silva. Coorientador: Garbas Anacleto dos Santos Junior.

A descoberta de substancias de acao antibidtica trouxe um grande avango para a
humanidade e permitiu que a expectativa de vida fosse estendida tanto para
humanos quanto para animais. O uso excessivo de medicamentos antimicrobianos,
no entanto, acarretou o surgimento de novos problemas, como efeitos adversos,
poluicdo de ecossistemas e resisténcia microbiana. A presenca de residuos de
antibiéticos em alimentos e em corpos d’agua é uma preocupacao a nivel global e a
busca por métodos que permitam a deteccao e determinacdo desses contaminantes
emergentes é essencial. Diante da necessidade de métodos simples, baratos e de
facil manipulacdo, os métodos eletroquimicos para sensoriamento por voltametria
surgem como candidatos ideais. Neste trabalho foi desenvolvido um sensor
eletroquimico modificado com carbon black para a deteccdo de enrofloxacina, um
antibiético de uso veterinario da classe das fluoroquinolonas, através da técnica de
Voltametria de varredura linear (LSV). O material empregado foi caracterizado por
microscopia eletrbnica de varredura, espectroscopia Raman, infravermelho com
transformada de Fourier e fisissorcdo de nitrogénio. Caracteristicas do
comportamento eletroquimico do eletrodo modificado e da enrofloxacina foram
obtidas por voltametria ciclica. A construcdo da curva analitica por LSV abrangeu
uma faixa linear no seguimento entre 2,5 a 57,0 umol L' e uma faixa linear entre
57,0 a 920,0 umol L', com limite de detecgdo de 2,05 umol L'. O método proposto
foi testado em amostras de agua de rio, leite e mel, das quais foram obtidos niveis
de recuperacdo de 94-105% de enrofloxacina em amostras fortificadas. Com
excecdo da ciprofloxacina, nenhum composto concomitante interferiu
significativamente entre os que foram testados. Os desvios verificados nas replicatas
de medidas realizadas no mesmo dia e replicatas de fabricagcdo em dias diferentes
mostraram repetibilidade dentro dos limites aceitaveis para o método. Diante do
exposto, 0 método proposto apresentou-se como uma opcao inicial simples e efetiva
para a determinagao de enrofloxacina em amostras ambientais e alimenticias.

Palavras-chave: Alimentos; Aguas naturais; Determinacéo eletroquimica; Eletrodo de
carbono vitreo; Contaminantes emergentes



ABSTRACT

OLIVEIRA, Aline Martins de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2025.
Electrochemical sensor based on carbon black for enrofloxacin determination
in environmental and food samples. Adviser: Tiago Almeida Silva. Co-adviser:
Garbas Anacleto dos Santos Junior.

The discovery of antibiotic-acting substances brought a great advance to humankind
and allowed life expectancy to be extended for both humans and animals. The
excessive use of antimicrobial drugs, however, has led to the emergence of new
problems, such as adverse effects, ecosystem pollution and microbial resistance.
The presence of antibiotic residues in food and water courses is a global concern and
the search for methods that allow the detection and determination of these emerging
contaminants is essential. In face with the need for simple, cheap and easy-to-handle
methods, electrochemical methods for sensing by voltammetry emerge as ideal
candidates. In this work, an electrochemical sensor modified with carbon black was
developed for the detection of enrofloxacin, an antibiotic for veterinary use belonging
to the fluoroquinolone class, using the Linear Sweep Voltammetry (LSV) technique.
The material used was characterized by scanning electron microscopy, Raman
spectroscopy, Fourier transform infrared and nitrogen physisorption. Electrochemical
behavior of the modified electrode and enrofloxacin were obtained by cyclic
voltammetry. The analytical curve construction by LSV covered a linear range
between 2.5 to 57.0 umol L' and a linear range between 57.0 to 920.0 umol L, with
a detection limit of 2.05 pmol L. The proposed method was tested on samples of
river water, milk and honey, from which recovery levels of 94-105% of enrofloxacin
were obtained in fortified samples. Except for ciprofloxacin, no concomitant
compounds significantly interfered among those tested. The deviations verified in the
replicates performed on the same day and on different days showed repeatability
within the acceptable limits for the method. Given the above, the proposed method
presented itself as a simple and effective initial option for determining enrofloxacin in
environmental and food samples.

Keywords: Food; Natural waters; Electrochemical determination; Glassy carbon
electrode; Emerging contaminants
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1 INTRODUCAO

O uso inadequado e em excesso de antibidticos, como os da classe das
fluoroquinolonas, € causa direta de um problema de satde publica mundial: a habilidade das
bactérias de desenvolverem resisténcia. Em 2016, a Organizacdo Mundial da Satide criou um
plano de acdo global sobre a resisténcia antimicrobiana que destaca cinco objetivos relativos a
educagdo, fortalecimento de pesquisas, medidas preventivas para reducdo de infeccdes,
otimizacdo de medicamentos microbianos € aumento do investimento em novos
medicamentos, ferramentas de diagndstico, vacinas e outras intervencdes (World Health
Organization, 2015).

A enrofloxacina (ENR) é uma fluoroquinolona de uso veterindrio amplamente
utilizada para o tratamento de infecgdes causadas por agentes bacterianos (Mitchell, 2006; Wu
et al., 2024). Apesar de sua evidente eficiéncia bactericida, o uso indiscriminado dessa
substancia pode produzir em animais e também em humanos efeitos toxicolégicos. A
contamina¢do de ecossistemas aquaticos e terrestres por ENR, via esgoto doméstico e dgua
residual da agricultura, também pode ocorrer, causando prejuizos a vida existente nesses
locais pela exposi¢do prolongada a esse antibidtico (Bhatt; Chatterjee, 2022). Em uma
pesquisa desenvolvida para a andlise de contaminantes emergentes em diferentes corregos da
bacia hidrografica do Rio Doce em Minas Gerais, Brasil, Gomes et al. (2022) mostrou que as
fluoroquinolonas e as sulfonamidas foram as classes mais representativas em concentracao
nas amostras coletadas. Tanto a ENR quanto a ciprofloxacina foram detectadas em niveis
acima dos previstos para causarem resisténcia. Soma-se ao problema da resisténcia
antimicrobiana o fato de que a presenca de ENR em produtos de origem animal € associada ao
aparecimento de diversos sintomas alérgicos, mudanca da microbiota intestinal e anemia em
individuos mais sensiveis (Badawy et al., 2021). Com isso, os limites mdximos aceitaveis de
ENR e de seu metabdlito, a ciprofloxacina, em produtos diretos e derivados de animais sao
rigorosamente controlados por 6rgdos de regulamentacdo e sauide.

Uma das formas de determinacdo da ENR, assim como de outras fluoroquinolonas,
pode ser através do emprego de técnicas de voltametria. Os sensores voltamétricos podem
apresentar vantagens como simplicidade operacional, baixo custo, potencialidade para
automagdo e miniaturizagdo, além de também oferecer a capacidade de exploracdo da
melhoria de sensibilidade através da modificacdo da superficie eletrédica (Fernandes et al.,
2022). Para a finalidade de modificacdo dos eletrodos de trabalho, materiais condutivos como

nanoparticulas metdlicas e materiais baseados em carbono sdo frequentemente aplicados
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como agentes de melhoramento do sinal analitico em intimeros trabalhos (Bukkitgar; Shetti,
2017; Lu et al., 2021; Meireles et al., 2024; Silva, T. A. et al., 2023; Zhang et al., 2013).

O carbon black (CB) é um nanomaterial carbondceo de baixo custo aplicado com
frequéncia como modificador de eletrodos para a determinacdo de substancias através de
métodos voltamétricos. A incorporagdo de CB em sensores eletroquimicos ja demonstrou ser
capaz de melhorar aspectos relativos a cinética da transferéncia de elétrons e aumento da
sensibilidade analitica (Arteshi et al., 2023; Silva, T. A. et al., 2023; Wong et al., 2020). Com
o objetivo de melhora na estabilidade das dispersdes e funcdo de agente facilitador na
formacdo de filmes em eletrodos modificados, a quitosana, um biopolimero derivado da
carapacga de crustdceos, pode ser apresentado como uma opcdo sustentdvel na elaboragao de
sensores eletroquimicos baseados em CB (Silva, T. A. et al., 2023).

Em vista da necessidade de elaboracao de métodos simples, econdmicos e rapidos de
detec¢do de substincias nocivas a saide humana e ao meio ambiente, o presente trabalho
buscou a elaboracdo de um sensor eletroquimico baseado em CB estabilizado com quitosana
reticulada para a detec¢do de ENR em baixas concentragdes em amostras ambientais de dguas
naturais e amostras alimenticias. O desenvolvimento de um sensor eletroquimico efetivo
especifico para a ENR € uma necessidade importante por ser uma ferramenta capaz de
oferecer deteccdo rdpida e acurada em produtos de origem animal, com capacidade de
emprego no monitoramento de qualidade no setor pecudrio e no controle do uso abusivo de
antibidticos, uma pratica que pode afetar a eficacia dessa classe de medicamentos em animais

e também em humanos (Yu; Yang; Yang, 2024).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo desenvolver um eletrodo modificado com CB para a

deteccao e quantificagdo de ENR em amostras ambientais e alimenticias.

2.2 Objetivos especificos

e (aracterizar a morfologia, composicao e estrutura quimica do CB utilizado;
e Preparar uma dispersdo estdvel de CB com uso de quitosana reticulada;

e Modificar um eletrodo de trabalho de carbono vitreo (Glassy carbon electrode — GCE)
com a dispersd@o de CB e caracterizd-lo com emprego de sonda redox de ferricianeto
de potassio;

e Estudar o comportamento eletroquimico do analito alvo (ENR) sobre o GCE
modificado e ndo-modificado e avaliar a viabilidade eletroanalitica do sensor
proposto;

e Otimizar a resposta analitica da ENR pela comparacdo de técnicas voltamétricas e
variacdo do pH da solugdo de eletrdlito suporte;

e Obter a curva analitica voltamétrica para o analito, com o registro dos parametros de
desempenho, incluindo: faixa linear de resposta, sensibilidade analitica e limites de
deteccao (LOD) e quantificacdo (LOQ);

e Avaliar a exatidao do sensor por ensaios de recuperacdo de ENR em amostras de
dguas naturais e amostras alimenticias;

e Conduzir ensaios de repetibilidade e seletividade frente a possiveis interferentes do
sensor proposto a fim de avaliar sua estabilidade.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Sensores eletroquimicos

Um sensor pode ser definido como um sistema no qual o objetivo fundamental é medir
uma mudanca de propriedade ou alteracdes em um analito. Para que isso ocorra, é necessario
que exista um elemento de reconhecimento capaz de interagir quimica ou fisicamente com o
objeto a ser determinado — o analito de interesse. De forma generalizada, um sensor reage a
uma mudancga causada em um analito por um estimulo primario, que pode ser elétrico,
mecanico, termal, magnético, quimico ou radiante, tornando detectivel, e muitas vezes
quantificdvel, o analito relacionado diretamente aquela mudanca de propriedade. Um sistema
sensor € composto, basicamente, por trés elementos fundamentais: um elemento de
reconhecimento (receptor), um transdutor € uma unidade de processamento e saida
mensuravel do sinal. Para transformar as medidas primérias, o elemento transdutor faz uso de
microprocessadores e conversores de sinal analdgico/digital. Nesse sentido, a mudanca
percebida pelo receptor € convertida pelo transdutor em um parametro relativo para, assim,
tornar possivel a assimilagdo do instrumento e gerar dados de saida analisdveis (Paladiya;
Kiani, 2018).

Nos sensores quimicos, o elemento de reconhecimento € um receptor capaz de
interagir com o analito através de reacOes quimicas, que sdo traduzidas por um transdutor
fisico-quimico. Os receptores possuem uma superficie ativada para reagir diretamente com a
molécula de interesse ou complexar macromoléculas capazes de criar as interacdes especificas
necessdarias. Caso o elemento de reconhecimento do receptor seja uma enzima, anticorpo,
proteina, organela, célula ou qualquer constituinte de origem bioldgica, o dispositivo pode ser
reconhecido como um biossensor. Logo, a fun¢do de um sensor quimico efetivo € fornecer
informacdes acuradas sobre um analito de interesse imerso em uma amostra, que pode ser de
maior ou menor complexidade, e transmitir em tempo real suas andlises (Baranwal et al.,
2022). A Figura 1 exibe uma representacdo dos elementos fundamentais de um sensor
quimico, considerando a entrada do sinal (input) pela superficie de contato entre analito-
receptor e a saida de sinal (output) na interface fornecida pelo software especifico do sistema

operacional do computador.
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Figura 1 — Elementos fundamentais de um sensor quimico.
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Fonte: prépria autora.

A Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (International Union of Pure and
Applied Chemistry — IUPAC) define que um sensor eletroquimico ¢ “um sistema de medida
no qual a resposta a uma reacdo eletroquimica € convertida, via um transdutor adequado, em
um sinal elétrico mensuravel” (Pingarrén et al., 2020, tradu¢do nossa). Em um sensor
eletroquimico, a interacdo entre o analito-alvo presente na amostra e a camada de
reconhecimento do receptor deve produzir um sinal elétrico, que é a informac¢do analitica
(Baranwal et al., 2022). Para isso, € necessario que o analito ou uma substancia ligada direta
ou indiretamente a presenca do analito seja uma espécie que possa ser oxidada ou reduzida em
um eletrodo — portanto, eletroativa — e que o potencial deste eletrodo possa ser ajustado para
que apenas a espécie de interesse responda eletricamente (Fatibello-Filho ez al., 2022; Harris;
Barcia; Afonso, 2012).

Os sensores eletroquimicos podem ser classificados em diferentes categorias,
conforme o método de determinagdo. Entre essas categorias, alguns dos mais empregados sdao
os sensores potenciométricos, impedimétricos (condutométricos), amperométricos e
voltamétricos, em que a passagem de corrente, diferenca de potencial e equilibrio de cargas
entre as espécies que interagem sdo indicadores diretos ou indiretos da concentracdo do
analito. Sucede uma breve descri¢do sobre as categorias citadas.

A potenciometria baseia-se na medida da tensdo entre dois eletrodos — um indicador,
onde ocorre a reagdo de interesse, e um de referéncia, inerte e inalterdvel — imersos em
solugdo de uma célula galvanica. Nos sensores potenciométricos, quando a corrente que flui
pelo sistema tende a zero, a concentracdo do analito pode ser determinada pelo equilibrio
nernstiano estabelecido na superficie do eletrodo indicador. Portanto, a seletividade da

superficie € fundamental para que o potencial do eletrodo indicador corresponda apenas a
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concentracdo da espécie de interesse na solu¢do. Entre os sensores potenciométricos mais
empregados destaca-se a sonda para medida de pH, que combina em um tnico dispositivo o
eletrodo indicar e o eletrodo de referéncia (externo). Nesse sensor, a superficie seletiva é
formada por uma membrana de vidro hidratada, permedvel somente ao ion de interesse, no
caso, H3O" (Fatibello-Filho et al., 2022).

Sensores impedimétricos ou condutométricos sdo aqueles que detectam e quantificam
eventos de reconhecimento do analito através da medida de mudancas na impedancia
superficial (Baranwal et al., 2022). Com esses sensores € possivel estimar a concentracdo de
certos fons pela medida da resisténcia da soluc@o que os contém, realizando previamente uma
calibracdo do equipamento com uma estimativa da constante da célula. Somente pela anélise
do comportamento condutivo ji conhecido de um analito e por comparacdo a valores de
condutancia de uma solucdo-padrio € possivel obter conclusdes sobre o processo em estudo
(Fatibello-Filho et al., 2022). Com a técnica de Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica
€ possivel determinar a magnitude da resisténcia a transferéncia de carga, processos de
corrosdo e formagdo da dupla camada na superficie do eletrodo (Abedeen et al., 2024),
andlises relevantes para a caracterizagdo eletroquimica de um eletrodo.

Os sensores amperométricos aplicam uma diferenca de potencial determinada e fixa
entre um eletrodo de referéncia e um eletrodo de trabalho para iniciar uma reac¢io de oxidacdo
ou reducdo na superficie do eletrodo de trabalho. A corrente resultante gerada no processo
pode ser usada, assim, como um indicador quantitativo da concentragdo do analito (Baranwal
et al, ?2022). Cabe ressaltar a distincio entre sensores amperométricos e
cronoamperométricos. Nos sensores amperométricos, aplica-se um potencial constante
durante toda a medida, que ocorre sob condi¢des hidrodinadmicas. Nos sensores
cronoamperométricos as medidas sdo realizadas com a solucdo em repouso e o potencial
fixado inicialmente pode ser alterado apds o decorrer de certo tempo do experimento,
conforme o método utilizado. Em ambas as técnicas, no entanto, a corrente € monitorada em
funcdo do tempo (Fatibello-Filho et al., 2022). Uma das grandes vantagens do emprego dos
métodos amperométricos € a de que, devido ao potencial ser fixado, a ocorréncia de
interferéncias de outras espécies € minimizada, consequentemente levando a melhora dos
limites de deteccdo. No entanto, para matrizes muito complexas em que possa existir outras
espécies eletroativas no potencial de estudo, o método nao € indicado (Abedeen et al., 2024).

De forma breve, os sensores baseados em técnicas de voltametria, assim como 0S
sensores amperométricos, sao aqueles nos quais a corrente ¢ medida em fungdo da diferenca

de potencial. A distin¢do entre ambos se da pela dindmica do incremento de potencial, que
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nos sensores amperométricos é fixado e nos sensores voltamétricos é varidvel. As técnicas
modernas de voltametria e amperometria estdo entre as mais amplamente empregadas para o
desenvolvimento de sensores devido as vantagens como menor tempo de execugdo, menores
custos de andlise e possibilidade de especiacio quimica (Fatibello-Filho et al., 2022).
Posteriormente, os sensores voltamétricos serdo explicados de forma mais extensa no texto.

A Tabela 1 retine algumas das técnicas mais aplicadas em métodos eletroquimicos de
determinagdo e cita algumas caracteristicas consideradas para a adequacdo de uso de cada

uma.

Tabela 1 — Caracteristicas de algumas técnicas eletroquimicas.

Técnica Caracteristicas Parametros-chave
- Comportamento eletrocatalitico do
eletrocatalisador sobre o analito; . .
C . o cinético da interf Parimetros de entrada: faixa de
- Comportamento cinético da interface . .
cv? P potencial, velocidade de varredura.

eletrodo-eletrolito;
- Termodinamica da reacdo redox;
- Tempo de mensuracdo: alguns minutos.

Parametro de saida: corrente

L. - Baixo sinal de corrente de fundo;
Técnicas de pulso . =
- Baixo limite de deteccdo;

- Maior resolugéo de picos (forma e R .
Parametros de entrada: faixa de

b tamanho). . .

DPV — - potencial, velocidade de varredura.

- Tempo de mensuragdo: alguns minutos; R )

- Parametro de saida: corrente.

SWVe - Tempo de mensuragdo: alguns

segundos;

- Sensibilidade e seletividade maiores.

- Mostra mudancas da corrente em um

potencial fixo;

- Resposta da corrente no formato de

escada;

- Sem interferéncia de sinal de corrente Parametros de entrada: potencial
CA¢ de fundo; constante, tempo.

- Baixo limite de deteccdo; Parametro de saida: corrente.

- Inadequada para a mistura de diferentes

analitos;

- Tempo de mensuragdo: Alguns

minutos.

.. _ Parametro de entrada: faixa de
- Condutividade elétrica dos " N
. requéncia.
EIS® modificadores do eletrodo; qA ,
B . Parametro de saida: espectro de
- Tempo de mensuracdo: alguns minutos. . A
impedancia.

Fonte: Abedeen et al. (2024), adaptado, tradugfio nossa. *Cyclic Voltammetry (voltametria ciclica); "Differential
Pulse Voltammetry (voltametria de pulso diferencial); °Square-wave Voltammetry (voltametria de onda
quadrada); “Cronoamperometria; °Electrochemical Impedance Spectroscopy (espectroscopia de impedancia

eletroquimica).
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Além das diferentes categorias de sensores baseadas na técnica eletroanalitica, a forma
de apresentacdo do dispositivo também € diversificada, indo de instrumentos de bancada a
dispositivos integrados (Rosca; Bounegru; Apetrei, 2023; Silva, L. R. G. et al., 2023) e
vestiveis (Shen et al., 2024; Teymourian et al., 2020).

Para que um sensor eletroquimico seja considerado til nas andlises eletroanaliticas,

alguns critérios precisam ser considerados, segundo Pingarrén et al. (2020):

(a) Em sensores amperométricos e voltamétricos a espécie a ser determinada deve ser

eletroativa na faixa de potencial do sensor;

(b) Os sensores potenciométricos devem ser constituidos de eletrodo de material inerte,

livre de interferéncias;

(c) A concentragdo das espécies eletroativas deve poder ser determinada com exatidao e

precisdo suficientes;
(d) As medidas devem ser suficientemente confidveis e replicaveis;
(e) O tempo de resposta do sensor deve ser suficientemente rapido;

(f) O desvio do sinal analitico ou a diminui¢do da resposta do sensor com o tempo devido
a degradacdo do eletrodo ou a incrustacdes da superficie devem ser suficientemente

baixos;
(g) A calibragao deve ser simples e facil de ser executada, quando necesséria;
(h) O limite de deteccdo deve ser suficientemente baixo para o propodsito de aplicacdo.

Apesar de a repetibilidade e a reprodutibilidade dos sensores eletroquimicos ainda
serem um desafio, a vastiddo de aplicacOes em potencial e as vantagens associadas, tais
como como rapidez de leitura, equipamentos de baixo custo — em comparagdo as outras
técnicas de determinacdo — e baixos limites de deteccdo e quantificagdo, tornam esses
dispositivos opg¢des analiticas atrativas. Além das vantagens préticas, os dispositivos
podem exibir uma variedade de formatos, o que permite a miniaturizagio e o uso de novos
materiais que podem ser testados como eletrodos, dando abertura a um campo amplo de
possibilidades de pesquisa. Todos esses fatores, entre varios outros, fazem com que os
sensores eletroquimicos sejam amplamente estudados e utilizados na eletroanalitica

(Fatibello-Filho et al., 2022; Hu; Zhang, 2020).
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3.1.1 Técnicas voltamétricas

A voltametria abrange um conjunto de métodos de andlise eletroquimica dindmicos
em que hd o controle do potencial para que a corrente produzida por uma reacao de oxidacao
ou reducdo possa ser medida. Uma célula eletroquimica tipica para medidas voltamétricas é
composta por trés eletrodos imersos em uma solucdo formada pelo analito de interesse
misturado a um eletrélito suporte — ndo reativo e de alta concentracdo — que diminua tanto os
efeitos da migracdo das espécies quanto a resisténcia da solucdo a passagem de corrente
elétrica. (Fatibello-Filho et al., 2022; Skoog, 2012). O eletrélito suporte € formado,
geralmente, por um sal adicionado em excesso na solu¢do que contém o analito. Esse sal
contém fons que sdo eletricamente inativos na faixa de potencial de estudo e cuja forca iOnica
¢ maior do que a da espécie eletroativa. Sua fun¢ao na célula, além de reduzir os efeitos da
migracdo da espécie que ocorreria pela influéncia de um campo elétrico, € diminuir a
resisténcia da solugdo, o que contribui para a condutividade elétrica do sistema (Fatibello-
Filho et al., 2022; Pingarr6n et al., 2020; Skoog, 2012).

O conjunto de eletrodos de uma célula eletroquimica caracteristica € formado por um
eletrodo de trabalho (working electrode - WE), um eletrodo de referéncia (reference electrode
- RE) e um contra-eletrodo (counter electrode — CE, também chamado eletrodo auxiliar)
conectados a um potenciostato. A Figura 2 exibe uma estacdo de trabalho com o arranjo de
célula eletroquimica frequentemente usada para aplicacdo de métodos de voltametria em

SE€nsores.
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Figura 2 — Estacdo de trabalho tipica para métodos de voltametria.

POTENCIOSTATO

CELULA
ELETROQUIMICA

Fonte: prépria autora.

O potenciostato € um instrumento de medida que permite o controle da eletrélise
através do ajuste da diferenca de potencial entre WE e RE, enquanto mede a corrente que flui
entre WE e CE (Pingarron et al., 2020). Para o controle de potencial em uma andlise
voltamétrica ideal, é primordial que exista um WE polarizdvel e um RE ndo polarizdvel.
Diante disso, com frequéncia sdo adotados como RE eletrodos saturados de Ag | AgCl ou Hg |
Hg>Clz (calomelano) — este ultimo ja obsoleto — que ndo variam seu potencial a menos que
uma corrente considerdvel os atravesse. Para que seja garantido que ndo exista nenhuma
corrente fluindo entre WE e RE, um outro eletrodo polarizavel, CE, é adicionado a célula para
sustentar a passagem de corrente. Assim, o RE ndo € afetado pelo potencial de queda 6hmica,
sobretensdo ou pela polarizacdo de concentragdo, o que faz com que ele mantenha uma
diferenca de potencial constante. Esses fatores, no entanto, afetam WE e CE e por isso é
fundamental que os dois estejam proximos no arranjo da célula. Logo, o potencial entre RE e
WE ¢ ajustado conforme as propriedades da espécie eletroativa que deve reagir, para que o
sinal de corrente elétrica promovido pelas reacdes redox em WE e CE seja entdo registrado
(Harris; Barcia; Afonso, 2012).

O transporte de um reagente para a superficie de um eletrodo imerso em uma célula
eletroquimica pode ser realizado através de trés mecanismos distintos: migracdo, convecgdo e
difusdo. A migracao das espécies pode acontecer pela influéncia de um campo elétrico e pode
ser minimizada, conforme citado anteriormente, pela saturacdo de um eletrélito forte
adicionado a solugao da célula; o transporte por conveccdo pode ser iniciado por vibragao ou

agitacdo e o deslocamento de matéria por difusdo, em um meio estagnado, pode acontecer
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devido a diferenca de concentracdo entre a camada de difusdo de Nernst e o seio da solucdo
(Skoog, 2012).

Na voltametria, a corrente de interesse analitico € a corrente faradaica, consequente da
oxidag@o ou reducdo do analito na superficie do eletrodo de trabalho. No entanto, hd ainda
uma outra corrente gerada, a corrente capacitiva, que surge pelo transporte de elétrons do
potenciostato para o WE. Como o WE tende a ficar mais negativo, os cations da solugdo se
deslocam para o eletrodo de trabalho e os anions sdo repelidos, formando uma dupla camada
eletricamente carregada que gera um fluxo de corrente capacitiva. Portanto, € necessdrio que
essa corrente, que ndo € proveniente das reagdes redox do analito de interesse, seja
minimizada ao maximo para assegurar o desempenho do sensor (Fatibello-Filho et al., 2022;
Harris; Barcia; Afonso, 2012).

O tipo de pulso que gera um sinal de excitacdo elétrica sobre 0 WE € o que define a
técnica voltamétrica (Skoog, 2012). Ao longo dos anos, desde os estudos iniciais de
amperometria e polarografia com potencial controlado, em fins do século XIX e inicio do
século XX, diversas técnicas voltamétricas foram desenvolvidas e modernizadas. A principio,
as técnicas de voltametria podem ser divididas em duas linhas gerais, de acordo com o estado
de mobilidade da solu¢do: hidrodinamicas e estaciondrias. Entre as técnicas em que a solucao
¢ submetida a movimento constante (hidrodinamicas), podemos destacar a voltametria sob
agitacdo da solucdo, a voltametria com sistemas em fluxo e a voltametria com eletrodo
rotativo. As técnicas voltamétricas nas quais a solucdo é mantida em estado estaciondrio, no
entanto, ainda sdo as mais aplicadas atualmente (Fatibello-Filho er al., 2022). A Figura 3
exibe as principais técnicas de voltametria em solugdo estaciondria, divididas conforme o tipo
de pulso de incremento de potencial, e com destaque para as técnicas mais aplicadas, que

serdo pormenorizadas adiante.
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Figura 3 — Técnicas de voltametria em solu¢do estaciondria.

Voltametria em solugéo estacionaria

J |

Varredura Ilpear de Voltametria de pulso Voltametria de corrente
potencial alternada

[

|
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Voltametria de
varredura linear Voltametria ciclica SV NEY EIS
(LSV) (CV)

Técnicas de redissolugéo

Fonte: Fatibello-Filho et al., (2022), adaptado. SV: Stripping Voltammetry (voltametria de redissolucio); NPV:

Normal Pulse Voltammetry (voltametria de pulso normal).

Observa-se que algumas caracteristicas e parametros das técnicas eletroanaliticas de
voltametria destacadas na Figura 3 ja foram apresentadas anteriormente na Tabela 1. Os dados
obtidos nas andlises por voltametria em soluc@o estaciondria sdo passiveis de interpretacdo
por graficos denominados voltamogramas, que fornecem a relagdo da corrente de difusao (/,
em ampéres — A) em funcdo do potencial aplicado (E, em volts — V). A partir das
caracteristicas observadas nos voltamogramas € possivel interpretar o comportamento redox
da molécula de interesse baseado em dados relativos aos picos aparentes, como distancias
entre picos, altura, intensidade e potenciais de oxidacdo e redugdo. Serdo estes os indicios

fundamentais para a projecdo de aplicabilidade de um sensor voltamétrico.

3.1.2 Voltametria de varredura linear

Na técnica de LSV a diferenca de potencial entre 0 WE e o RE varia linearmente sobre
uma linha de tempo, com os potenciais de inicio e de fim da andlise delimitados em um
sentido de varredura. Essa variagcdo, dE/d¢, € um parametro de entrada denominado velocidade
de varredura de potencial (v) e deve ser estabelecido previamente a leitura. A Figura 4 (a)
exibe o sinal de excitacdo voltamétrico cldssico para varredura linear, no qual o potencial
aplicado ao eletrodo de trabalho varia como uma linha reta com o tempo. Nos instrumentos

digitais mais modernos, no entanto, a rampa linear cldssica é substituida pelo incremento de
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potencial com pequenos saltos, formando degraus de potencial, e por isso € classificada como
staircase. A programacdo do incremento de potencial por staircase oferece algumas
vantagens em relacdo a rampa linear, como diminuicdo acentuada da contribuicdo da corrente
capacitiva e maior magnitude de corrente de pico em relacdo a técnica clédssica (Fatibello-

Filho et al., 2022).

Figura 4 — (a) Sinal de excitac@o na varredura em rampa linear. (b) Voltamograma linear de

uma reagdo hipotética.

(a) (b)
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Fonte: Skoog (2012), adaptado.

A Figura 4 (b) exibe um voltamograma de varredura linear tipico para a oxidacdo de
uma espécie hipotética, R, ao produto O. O fluxo de elétrons a interface entre
eletrodo/solucdo, por conveng¢do da IUPAC, produz uma corrente com sinal positivo para a
oxidacdo no sentido solu¢do — eletrodo e sinal negativo para a corrente no sentido eletrodo
— solucdo (Fatibello-Filho er al., 2022). A corrente limitante (i1) € proporcional a
concentracdo do analito que oxida, com potencial de meia-onda (E12) correspondente a meia
altura do pico da corrente limitante, i12. O E1, apresenta um valor aproximado, apds correcao
do RE, ao potencial padrao da semi-reacdo e, portanto, pode ser usado para identificar os
componentes eletroativos de uma solucdo (Skoog, 2012). A corrente limitante, i, €
simplificada para I, em ampéres, nos voltamogramas experimentais. Quando se considera uma

determinada faixa de potencial varrida em sentido positivo (oxidacdo), como no exemplo da
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Figura 4 (b), nota-se, primeiramente, a auséncia de corrente faradaica nos potenciais menores.
Ao alcancgar valores proximos ao potencial padrao de oxidagdo da espécie, ocorre uma queda
na concentracdo da espécie reduzida (R) e o favorecimento da espécie oxidada (O) no
equilibrio da superficie do eletrodo de trabalho. L.ogo, uma corrente anddica comeca a fluir e
a aumentar conforme se aproxima de E°. A medida que o potencial aplicado se distancia de
E° e a velocidade do transporte de massa até o eletrodo chega ao médximo, consequentemente,
a concentracdo se aproxima de zero na superficie do eletrodo e ocorre a queda da corrente por
deplecdo. O mesmo ocorreria no sentido inverso da reagdo, caso o sistema fosse reversivel,
com a leitura da corrente catédica pela varredura de potencial no sentido negativo (Bard;
Faulkner, 2001). A cinética do processo de transferéncia de elétrons que ocorre no eletrodo é
0 que determina a sua classificagdo como reversivel, irreversivel ou quasi-reversivel. Os
processos reversiveis (ou nernstianos) sdo aqueles nos quais a cinética das reagdes é muito
rapida. Os processos totalmente irreversiveis apresentam cinética muito lenta e somente uma
das semirreacdes do processo redox ocorre. J4 os sistemas guasi-reversiveis sdo aqueles nos
quais a transferéncia de elétrons nos dois sentidos da reacdo redox ndo € extremamente
facilitada, porém também nao é demasiadamente lenta a ponto de ndo ser detectada (Bard;

Faulkner, 2001).

3.1.3 Voltametria ciclica

Apesar de a voltametria ciclica ser uma técnica similar a LSV em relacdo a variacio
linear do potencial em uma janela especificada, na LSV a leitura do sinal analitico é realizada
em apenas uma direcdo de leitura, anddica ou catddica, enquanto na CV hd um ponto de
retorno que permite a leitura nos dois sentidos da varredura de potenciais. Por essa
caracteristica, a CV ¢ utilizada em profusdo no diagnéstico dos processos redox € na
caracterizacdo dos eletrodos de trabalho. Informagdes relativas a reversibilidade do processo
redox, cinética da transferéncia de elétrons e predominancia de influéncia no transporte de
massa sao possiveis de serem calculadas a partir das relagdes entre os picos de corrente que
podem aparecer nos dois sentidos de varredura da CV (Fatibello-Filho et al., 2022). A Figura
5 (a) apresenta o sinal de excitagdo para uma voltametria ciclica em dois ciclos (ciclo 1-linha
continua e ciclo 2-linha tracejada). A Figura 5 (b) exibe um voltamograma para a reacdo
hipotética reversivel de A ao produto reduzido P, no qual E, representa o potencial de troca de

sentido da varredura, em direcdo mais negativa ou mais positiva.
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Figura 5 — (a) Sinal de excitacdo na varredura ciclica. (b) Voltamograma ciclico da reagcao

reversivel hipotética.

(a) (b)

~
”~
Corrente, pA

Fonte: Bard; Faulkner (2001) e Skoog (2012), adaptado.

A Figura 5 (b) exibe também algumas varidveis importantes que sdo consideradas na
andlise do comportamento eletroquimico de um analito. No sentido da reagdo de oxidacdo, o
ponto maximo do pico da corrente positiva, que ocorre no potencial de pico anddico (Epa) é
identificado como Ip.. No quadrante inferior, onde é representada a reagdo de reducdo, Ipc
refere-se a corrente de pico catddica e E,c ao potencial no qual esse pico € alcangado.

Em uma reagdo reversivel, na qual é observada uma simetria de equivaléncias entre as
correntes de pico (Ipa/lpc = 1) de um mesmo analito, espera-se que a diferenga entre os
potenciais de pico, AE,, seja concordante com a razio entre a constante da equagdo de Nernst
a 25 °C (0,0592 V) e a quantidade de elétrons envolvidos na reagdo (Eq. 1). Valores de AE,
que excedem a relagdo determinada na Eq. 1 serdo observados pela irreversibilidade da reacdo
devido a transferéncia lenta de elétrons. No entanto, ainda que o comportamento do eletrodo
obedeca a essa relacdo em determinada velocidade de varredura, um estudo das varidveis em
diferentes v se faz necessario para determinar a cinética do processo devido a tendéncia de

aumento da diferenca entre os picos em velocidades maiores (Skoog, 2012)

0,0592 (Eq. 1)

AE, = |Epg — Epc| = ”
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A corrente do pico, em uma reagdo reversivel, € proporcional a concentragdo da
espécie eletroativa e a raiz quadrada da velocidade de varredura, v/, relacdo evidente nos
termos expressos na equacio de Randles-Sevéik (Eq. 2) aplicada nos resultados deste
trabalho. Logo, enquanto a reacdo permanecer reversivel, quanto maior for a velocidade de
varredura maior serd a corrente de pico. Contudo, caso ndo seja verificada a linearidade entre
corrente de pico e v!/2, mas seja percebida uma correlagio forte entre corrente de pico e v, isso
pode significar ndo ser a difusdo de ions ao eletrodo o fator limitante da corrente, mas sim a

adsorc¢do da espécie eletroativa na superficie do eletrodo (Harris; Barcia; Afonso, 2012)

3.1.4 Voltametrias de pulso: DPV e SWV

Com o objetivo de suprimir os desvios dos picos por conta da corrente capacitiva
durante a andlise, foram criadas técnicas de voltametria baseadas na compensacdo do
carregamento da camada capacitiva, que ocorre a cada pulso de incremento de potencial
(Bard; Faulkner, 2001). O método de pulso de potencial foi primeiramente explorado nos
estudos de polarografia de Barker e Gardner com eletrodo gotejante de merctrio (Dropping
Mercury Electrode — DME), nos quais tinha o objetivo de diminuir a contribui¢io da corrente
capacitiva através da sincroniza¢do dos pulsos de potencial com o tamanho da gota de
mercirio, como forma de simular o salto de potencial observado nos métodos de
cronoamperometria. Entdo, a partir de cada pulso de potencial diminuem tanto a corrente
faradaica quanto a corrente capacitiva, sendo esta dltima, notadamente, extinguida de forma
exponencial e mais rapidamente (Fatibello-Filho et al., 2022). Logo, os métodos de pulso
baseiam-se na ideia de medir a corrente em um dado momento em que hd uma diferenca
ampla entre a corrente faradaica e a corrente capacitiva interferente (Skoog, 2012).

A voltametria de pulso diferencial (Differential Pulse Voltammetry — DPV) e a
voltametria de onda quadrada (Square-wave Voltammetry — SWV) sdo ambas técnicas de
voltametria nas quais ha uma sobreposicao do potencial aplicado ao eletrodo de trabalho por
pulsos de potencial. Na DPV, os pulsos de potencial sdo sobrepostos a uma rampa de
incremento de potencial crescente, em instrumentos analégicos, ou sobrepostos a uma
staircase, nos instrumentos digitais mais modernos. Na SWV, por outro lado, sdo aplicados
sobre a rampa de potencial, simultaneamente, um pulso de potencial direto e um pulso de
potencial reverso, na forma de uma onda quadrada com amplitude simétrica (Bard; Faulkner,
2001; Skoog, 2012). A Figura 6 exibe os sinais de excitacdo para a DPV (Figura 6 (a)) e para
a SWYV (Figura 6 (b)).
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Figura 6 — (a) Sinal de excitacdo na varredura por DPV. (b) Sinal de excitacdo na varredura

por SWV.
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Fonte: Harris; Barcia; Afonso (2012) e Skoog (2012), adaptado.

O sinal de excitacdo da varredura por DPV e por SWV nos instrumentos digitais € a
soma entre os pulsos e a rampa de incremento de potencial em staircase. A Figura 6 (a)
mostra os pontos Si e S, inicio e fim do pulso, respectivamente, com 16,7 ms de diferenca na
DPV. A diferenca de corrente por pulso, entre esses dois pontos, € entdo registrada em fungdo
da tensdo (Skoog, 2012). Na Figura 6 (b) € possivel notar que, na varredura por SWV, hd o
sinal de excitacdo no sentido anddico (ponto 1) e no sentido catddico (ponto 2) e como as
duas correntes tém sinais opostos, sua diferenca ¢ maior do que as correntes em separado
(Harris; Barcia; Afonso, 2012).

Apesar de as voltametrias de pulso se mostrarem muitas vezes efetivas e apresentarem
excelentes limites de deteccdo, podem ser ineficazes ou mesmo causarem ainda mais ruidos
no sinal analitico, caso o experimento demande resolucdo e velocidade de varredura com

valores que tornem a leitura muito rapida (Bard; Faulkner, 2001).
3.1.5 Eletrodos de trabalho modificados
O eletrodo de trabalho € aquele no qual ocorre a reacdo de interesse; ele contém a

interface que serd a via de comunica¢do com a solu¢do que contém o analito, sendo ativo hora

como anodo ora como cdtodo para o sistema redox em estudo. As reagdes eletroquimicas que
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ocorrem na interface eletrodo/eletrélito sdo de natureza heterogénea e sua cinética é
controlada pelas propriedades fisico-quimicas do material e pela concentracdo do analito
disponivel da superficie do WE. Para que essas reacOes ocorram, ¢ imprescindivel que o
material do eletrodo seja um bom condutor elétrico ou que seja, a0 menos, capaz de
transportar cargas elétricas por uma superficie semicondutora ou filme polimérico (Fatibello-
Filho et al., 2022)

Existem diversos tipos de eletrodos de trabalho, com variacdes de forma e material,
que podem ser utilizados na aplicacdo de técnicas voltamétricas. Desde os primeiros DME
utilizados nos estudos de polarografia do inicio do século XX até os eletrodos de trabalho
solidos empregados atualmente, varios materiais condutores foram objeto de pesquisa. Os
materiais condutores podem ser metais nobres, como Au e Pt, ou carbonéceos, como grafite,
fibras de carbono, nanotubos de carbono, grafite pirolitico, diamante ou carbono vitreo. Um
dos modelos de WE mais comuns para aplicacdo em métodos eletroanaliticos por voltametria
sdo os eletrodos de disco planar, aqueles em que hd a incorporacdo de uma peca de material
condutor exposta superficialmente como um disco, que € protegida por material inerte, por
exemplo, Teflon e Kel-F (Fatibello-Filho et al., 2022; Skoog, 2012). Um eletrodo com disco
planar de carbono vitreo foi o WE empregado nos estudos descritos neste trabalho.

Diante da necessidade de adequagdo de um eletrodo de trabalho para uma fungao em
particular que exija propriedades diferentes ou melhoradas, podem ser feitas modifica¢des
quimicas na superficie do material condutor, tornando-o um substrato para a incorporagdo de
outros materiais. Adsorcdo irreversivel, ligacOes covalentes ou revestimento com filme de
polimeros sdo alguns dos métodos de modificacio mais comuns. E indispensdvel, no entanto,
que o substrato seja pré-tratado por polimento ou tratamento eletroquimico antes de cada
modificacdo, a fim de manter a estabilidade do material e a renovacdo da drea superficial
(Bard; Faulkner, 2001). Um pré-tratamento mecénico e/ou eletroquimico da superficie do WE
entre as andlises € necessdrio para que sejam evitados efeitos e interferéncias devido a
adsor¢do do analito ou de outros produtos da reagcdo, que podem levar a diminui¢do da
repetibilidade do sinal analitico (Fatibello-Filho et al., 2022)

Os eletrodos modificados sdao aplicdveis em vdrios processos, como nas reacdes de
degradacdo de poluentes orgdnicos em processos oxidativos avangados (Zhang; Qiu; Deng,
2024), como eletrocatalisadores nas reagdes de oxidacdo do metanol em células a combustivel
(Zhuang et al., 2022), entre outras. Todavia, entre as diversas aplicagdes dos eletrodos

modificados, o desenvolvimento de sensores capazes de apresentar seletividade para
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determinadas espécies ou grupos funcionais destaca-se como uma das mais importantes para

fins eletroanaliticos (Skoog, 2012).

3.2 Carbon black

A partir da metade da década de oitenta, com a descoberta do fulereno Ceo, 0s
nanomateriais alotropos do carbono emergiram como uma fonte de inimeras possibilidades
de estudo e aplicacOes. As propriedades unicas do dtomo de carbono permitem que os
materiais carbondceos sejam formados por d4tomos de carbono com hibridizacdo sp, sp? e/ou
sp® que favorecem a exploracdo de diversos arranjos estruturais (Cherian et al., 2022). A
possibilidade de gerar novos materiais com estruturas e propriedades quimicas e fisicas
diferentes faz com que o carbono, em seus multiplos arranjos, combinagdes e custos de
producdo, seja explorado na escala nanométrica na forma de nanotubos grafeno reduzido
(Cincotto et al., 2017), CB (Wong et al., 2020), carbono grafitico hierarquicamente poroso
(Fu et al., 2020), carbon dots (Khan et al., 2023), entre outros.

O CB, também conhecido como negro de fumo ou negro de carbono, é um
nanomaterial baseado em carbono produzido a partir da pirdlise (decomposicao térmica em
atmosfera inerte) ou pela combustdo incompleta de fontes de carbono, como o coque do refino
de petréleo (petcoke). Duas das principais vantagens do CB em relacdo a outros
nanomateriais carbondceos € seu baixo custo — aproximadamente U$ 3,00/Kg (2024) — e
capacidade de producdo em escala industrial. Ha atualmente diversos tipos de CB, que se
distinguem e sdo classificados com base em seus métodos de producdo e precursores. CB de
gas, CB de lampada, CB de choque, CB de canal, CB de fornalha, CB térmico e CB acetileno
sdo exemplos de tipos de CB definidos pelo processo quimico de formagdo, com producio
majoritaria dos trés ultimos tipos de CB. Mudanc¢as nos métodos de producgdo, sejam de fase
liquida ou gasosa, sdo capazes de alterar as caracteristicas do produto final, como darea
superficial e tamanho da particula, que definirao sua melhor proposta de aplicacdo
(Khodabakhshi; Fulvio; Andreoli, 2020; Vicentini; Silva; Fatibello-Filho, 2024). A Tabela 2
retine os processos quimicos, os diferentes tipos, didmetro das particulas e precursores usados
como matéria-prima na producao de CB.

Na industria, o CB € aplicado na manufatura de plasticos e borrachas como agente de
reforco estrutural e de preenchimento, como corante em toners e tintas € em eletrodos de
baterias. Seu uso mais abundante, no entanto, € na inddstria de pneus, que impulsionou quase

75% do mercado de CB em 2023 (Fortune Business Insights, 2022), este com a previsao de
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demanda anual de mais de 15 milhdes de toneladas nos proximos anos, segundo estimativa de
Jones; Krexner; Bismarck (2022). Assinalado como um dos 50 quimicos mais manufaturados
industrialmente, a projecdo, segundo a Fortune Business Insights (2022), ¢ de que o
faturamento anual do mercado de CB chegue a U$ 18,09 bilhdes até 2029 (Aprianti et al.,
2023).

Tabela 2 — Tipos de carbon black

Processo quimico Tipo de CB D* (nm) Matéria-prima
CB de lampada 50-100 Hidroceirbonetos de alcatrao
de carviao
) CB de canal 10-30 Gas natural
Processo incompleto )
Gas natural
CB de fornalha 10-80 Hidrocarbonetos aromaticos
liquidos
D .
“CCOmPOSIGHO CB térmico 150-500 Giés natural
termica
CB acetileno 35-70 Acetileno

Fonte: Speight; Vitha, (2015), adaptado, tradug@o nossa.

*Diametro da particula.

Com 95-99% m/m de carbono em sua composi¢do, o CB é um dos materiais mais
escuros conhecidos. Apresenta-se na forma de um pé amorfo intensamente preto e fino,
coloidal, insoldvel em 4gua e solventes, com densidade de 1,8-2,1 g/cmS. Apesar de ser
visualmente similar a fuligem, o CB difere-se por apresentar uma propor¢do muito maior de
area superficial por volume de material e por conter menor concentracdo de hidrocarbonetos
aromaticos polinucleares. Estruturalmente, o CB possui um arranjo menos ordenado em
comparacao a outras formas de carbono — como diamante e grafite, por exemplo — no qual os
carbonos, unidos por ligagdes covalentes, se organizam em planos aleatoriamente
sobrepostos, formando particulas esféricas que, agregadas, apresentam-se em escala maior
como aglomerados (Speight; Vitha, 2015). Na Figura 7 sdo representados os aspectos

estruturais da particula de CB.
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Figura 7 — (a) Dominios grafiticos do CB. (b) Unidade bésica estrutural do CB.
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Fonte: Pawlyta; Rouzaud; Duber (2015), adaptado.

A Figura 7 (a) exibe o empilhamento dos planos das camadas poliarométicas de

carater grafitico tipicos da estrutura do CB. A Figura 7 (b) representa uma unidade bésica

(particula) de CB, formada pelo conjunto de varios desses planos. Uma representacdo grafica

da particula primaria, aglomerados e agregados das particulas de CB pode ser verificada na

Figura 8, que também exibe seus respectivos tamanhos. Para visualizar o aspecto estrutural

dos arranjos cristalinos do CB, técnicas como Espectroscopia Raman e Difracdo de Raios-X

(X-ray Difraction - XRD) sdo utilizadas; ja os padrdes de aglomeragdo e morfologia das

particulas podem ser analisados a partir da aplicac@o de técnicas de Microscopia Eletronica de

Varredura (Scanning Electron Microscopy - SEM), Microscopia Eletronica de Transmissao

(Transmission Electron Microscopy - TEM) e, mais recentemente, Microscopia de Forca

Atomica (Atomic Force Microscopy - AFM) (Vicentini; Silva; Fatibello-Filho, 2024).

Figura 8 — Representacido esquemadtica da morfologia do CB em escala nanométrica.
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Fonte: Silva et al., (2017), adaptado.
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Devido as suas caracteristicas fisicas e quimicas, o CB tem gerado interesse na drea de
eletroquimica por, além de apresentar grande drea superficial e ter excelente condutividade
elétrica, evidenciar-se como quimicamente estavel, o que simplifica a formacao de dispersoes
(Yi et al., 2020). Destacam-se as aplicacdes do CB nas dreas de eletrocatédlise (Chang et al.,
2019; Zhuang et al., 2022), na elaboracdo de eletrodos para supercapacitores (Chen; Huang;
Chien, 2021) e na modificacdo de eletrodos para sensores eletroquimicos (Fernandes et al.,
2022; Silva, T. A. et al., 2023; Yi et al., 2020). O tipo de CB mais utilizado para aplicacdes
eletroanaliticas, seja como suporte para nanoparticulas metdlicas ou na construcdo de
compositos, € o Vulcan XC-72 ou Vulcan XC-72R, fornecido para Cabot Corporation. Esse
material, incorporado na modificacdo de eletrodos, exibiu elevada cinética de transferéncia de
elétrons e aumento da sensibilidade analitica (Silva, T. A. et al., 2023).

Todavia, o principal problema da manufatura de grande parte do CB produzido
mundialmente € que, por ser obtido a partir de fontes de combustivel fossil, sua producdo em
larga escala - principalmente pelo método de fornalha - emite grandes quantidades de
monoéxido de carbono (CO), gis hidrogénio (Hz) e diéxido de carbono (CO2), enviados
diretamente para a atmosfera. A inviabilidade de separacdo e consequente direcionamento
desses gases ainda € um desafio que requer a criacdo de novas tecnologias de producdo de CB
(Speight; Vitha, 2015). Pesquisas recentes t€ém explorado a producao de CB a partir de fontes
mais sustentdveis como pneus descartados (Chen; Huang; Chien, 2021; Jiang et al., 2023),
fontes vegetais que produzem menos gases poluentes como o bio-6leo produzido pela pirdlise
de biomassa de palma (Aprianti et al., 2023) e processos industriais que favorecam a

diminui¢do de gases poluentes e o aumento da producao de H» (Shtertser et al., 2022).

3.2.1 Eletrodos modificados com CB

Além das aplicagcdes diretas em processos de transferéncia de elétrons, os eletrodos
modificados sdo utilizados com frequéncia nas caracterizagdes eletroquimicas de novos
compdsitos, visando aplicagdo em potencial para diversas dreas. Nesse sentido, o CB se
sobressai como agente tnico ou de adi¢do combinada, incorporado ao eletrodo de trabalho
como modificador. Ajeel, Aroua; Daud, (2015) prepararam trés eletrodos de disco
modificados com pasta de CB e p6 de diamante, em diferentes propor¢cdes, para verificar sua
efetividade na degradacdo anddica de p-benzoquinona. Os resultados mostraram que o

eletrodo modificado com 20% de CB apresentou melhor eficiéncia de remog¢ao (95,25%) apds
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120 minutos. Huang et al., (2020) conseguiram melhorar a performance de um catalisador de
platina com a adicdo de CB e 6xido de grafeno reduzido para a aplicacdo na oxidacdo
eletrocatalitica de SO». As andlises eletroquimicas do catalisador foram realizadas com um
eletrodo de carbono vitreo modificado com o suporte hibrido sintetizado. Kelly et al., (2013)
desenvolveram um display flexivel que utiliza polianilina como um eletrocromico de fase
sOlida, exibindo cores diferentes em processos de oxidacao e de redugdo. O dispositivo foi
desenvolvido com um composto de polianilina intercalado por dois eletrodos, sendo um deles
constituido de CB depositado por screen printing sobre um substrato de poliéster revestido de
poliuretano e o outro eletrodo uma folha de polietileno tereftalato (PET) revestida de 6xido de
indio. Observou-se uma mudanca de cor do verde para o azul com aplicagdo de um potencial

de aproximadamente 3,0 V por um minuto, com reversao da cor por até 10 ciclos redox.

3.2.2 CB em sensores eletroquimicos

Nos sensores e (bio)sensores voltamétricos € amperométricos a concentragdo do
analito eletroativo pode ser determinada pela corrente elétrica correspondente as reacdes de
oxidacdo e/ou reducdo que acontecem no eletrodo modificado. A simplicidade desses
métodos, junto ao avango das técnicas de instrumentagdo e o desenvolvimento de
microeletronicos, tornaram os sensores eletroquimicos candidatos promissores para a
deteccdo de espécies quimicas (Cherian er al., 2022). Outro avango importante para o
aprimoramento dos sensores baseados em eletrodos modificados foi a incorporacdo de
nanomateriais a superficie reativa, que promovem efeitos como a elevacdo da area superficial
eletroativa e o aumento da atividade eletrocatalitica, resultando na melhora da sensibilidade
analitica e no alcance de baixos limites de detec¢do (Vicentini; Silva; Fatibello-Filho, 2024).
Diante dessas vantagens, nos ultimos anos os sensores eletroquimicos tém sido
intensivamente explorados, principalmente para andlises bioldgicas e diagnosticos clinicos
(Hu; Zhang, 2020).

Os nanomateriais de carbono muitas vezes apresentam propriedades interessantes para
a constru¢do de sensores eletroquimicos, como boa estabilidade quimica, alta condutividade
elétrica, alta condutividade térmica, dindmica rdpida de transferéncia de elétrons e grande
proporcao de superficie em relagdo ao volume de material (Hu; Zhang, 2020). O CB € um
nanomaterial de carbono que, além de possuir tais caracteristicas, ¢ vendido por um prego
extremamente acessivel, tornando-o uma alternativa considerdvel para o desenvolvimento de

sensores e biossensores mais baratos (Silva et al., 2017).
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O CB pode ser empregado na modificagdo de indmeros tipos de sensores
eletroquimicos, desde os que utilizam pasta de carbono e eletrodos de disco, até em
dispositivos com abordagens mais recentes de fabricacdo, como os eletrodos impressos
(Arduini et al., 2020). Os sensores baseados em eletrodos de pasta de carbono (carbon paste
electrode - CPE) sdo versateis e oferecem possibilidade de aplicacdo em vdrias configuragdes.
A Figura 9 (a) apresenta um procedimento padrdao de preparacdo. Em geral, um uso cldssico
do CB em CPE é como substituinte parcial do pé de grafite durante a preparacdo da pasta de
carbono (Ferreira et al., 2022). Arteshi et al., (2023) confeccionaram um sensor voltamétrico
para a deteccdo de ocratoxina A, uma micotoxina produzida no trigo por diferentes espécies
de fungo, que causa envenenamento em humanos e animais. Foram preparados CPEs com
proporcoes variadas de CB e grafite, aglutinados com 6leo mineral. As determinagdes foram
feitas por voltametria de pulso diferencial e alcancaram valores de LOD e LOQ em nivel sub-
micromolar. O GCE € um dos mais usados em eletroquimica, tanto para sensores quanto para
caracterizacoes (Arduini et al., 2020). De modo geral, ¢ um dos eletrodos mais eficientes
quando se trata da fabricag@o de sensores baseados no revestimento de filme de CB (Ferreira
et al., 2022). Deroco; Vicentini; Fatibello-Filho, (2015) desenvolveram um sensor
eletroquimico para determinacdo simultanea de paracetamol e codeina baseado em um GCE
revestido com filme de nanoparticulas de 6xido de niquel e CB pelo processo de drop coating
(Figura 9 (b)). As determinagdes foram feitas com voltametria de onda quadrada e alcangaram
faixas lineares de 0,83 a 38,3 umol L™! para codeina e 3,0 a 47,8 umol L™! para paracetamol
em amostras de urina e soro sanguineo.

Novas abordagens de modificacao de eletrodos para sensores também tém aplicado o
CB como substrato. Os eletrodos impressos (screen-printed electrodes - SPE) sao dispositivos
de tamanho reduzido que necessitam de pouco volume de amostra para as medidas. Nesses
sensores a modificacdo com CB pode ser feita tanto pelo método de drop coating —
gotejamento na superficie representativa do eletrodo de trabalho (Figura 9 (b)) — quanto por
adi¢do de CB na tinta de grafite da impressdo, como apresentado na Figura 9 (c) (Arduini et
al., 2020). Sobre as aplicagdes de nanomateriais de carbono neste tipo de sensor, Silva, R. M.
et al.,, (2023) forneceram uma revisdo do cendrio atual sobre o assunto, considerando
abordagens e materiais variados, entre eles o CB. A impressio em 3D é também uma
tecnologia emergente na drea de desenvolvimento de sensores eletroquimicos, ndo s6
possibilitando a impressdo de diversos formatos de eletrodos, mas também de outras pecas
auxiliares da célula (Arduini et al., 2020). Gullo et al., (2024) investigaram o CB como

nanomodificador em eletrodos de poliuretano impressos em 3D, com deposi¢ao de CB por



drop coating. Foram realizados estudos com sonda redox de [Fe(CN)e¢]* 7

e aplicacdo na
determinacdo de dcido trico e 4cido ascorbico por voltametria ciclica. Apesar dos testes nao
alcancarem resultados 6timos por limitacdes em relacdo a sensibilidade, propor¢do de ruido,
limites de deteccao e precisdo, devido principalmente as varia¢des de formulacdo do material
termoplastico usado nos filamentos, a plataforma pode servir de estudo inicial para
melhoramentos nos procedimentos de tratamento do eletrodo e na elaboracdo de materiais

plasticos mais estdveis para impressao.

Figura 9 — Alguns procedimentos para a fabricacdo de eletrodos modificados com CB.
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(A) Confecgido e introdugdo de pasta de carbono. (B) Processo de gotejamento (drop coating) sobre superficie de

S

carbono vitreo. (C) Impressdo 2D de sensor por screen printing. Fonte: Arduini et al., (2020), adaptado.

Diante do exposto, admite-se que o CB apresenta aplicacdes multiplas no
desenvolvimento de sensores que objetivam melhora do sinal analitico, substituicdo de
nanomateriais mais onerosos e efeito sinérgico, em combina¢do com outros nanomateriais
carbondceos ou nanoparticulas de metais para a melhora da condutividade elétrica em
sensores eletroquimicos (da Silva Araujo et al., 2025; Li et al., 2025; Ragumoorthy et al.,

2025).

3.3 Fluoroquinolonas

De uso abrangente, as fluoroquinolonas sdo um grupo de substancias amplamente

administradas como tratamento para o combate de diversas bactérias patogénicas desde os
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anos 1980, em hospitais, e na medicina veterindria desde a década de 1990. A adi¢do de um
atomo de flior a uma quinolona a torna altamente eletronegativa e capaz de construir liga¢des
F—C mais fortes e polarizadas, o que expande seu espectro de acgdo bactericida. Essa
caracteristica, no entanto, torna as fluoroquinolonas menos biodegradaveis e, logo,
recalcitrantes. A classificagdo atual dos antibidticos baseados em quinolonas € geracional,
considerando o avango na abrangéncia de acdo e na adi¢do de substituintes (Bhatt; Chatterjee,
2022). A Figura 10 exibe a estrutura de uma quinolona com as relagdes estrutura—atividade
(Structure-Activity Relationships, SAR) atribuidas aos respectivos grupos substituintes, com
destaque para o atomo de fldor adicionado a posicio R® que caracteriza as fluoroquinolonas.
Um dtomo de carbono na posi¢cdo X € o que diferencia as quinolonas das naftiridinas (Pham;

Ziora; Blaskovich, 2019).

Figura 10 — SAR das quinolonas. As cores dos grupos sdo correlacionadas as atividades.
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Fonte: Pham; Ziora; Blaskovich, (2019), adaptado.

A primeira geracdo das quinolonas foi inaugurada pelo acido nalidixico (1-etil-7-
metil-4-oxo-1,8-naftiridina-3-dcido carboxilico), sintetizado em 1960. Essa molécula
mostrou-se ativa contra bactérias Gram-negativas, com excecdo das Pseudomonas, mas logo
descobriu-se a diminui¢do de sua efetividade pelo rdpido aumento da resisténcia. Foi a partir

das quinolonas de segunda geracdo que a adi¢do de um 4tomo de fldor na posicio R® exibiu
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enorme aumento da atividade, o que estabeleceu as fluoroquinolonas. A frente, verificou-se
que a adi¢do de um anel piperazina na posi¢io R’ e um grupo ciclopropil na posicdo R!
também aumentavam a atividade da molécula. As quinolonas da terceira geracdo mantiveram
em sua base grupos-chave da estrutura das fluoroquinolonas da segunda geracdo, no entanto
novos substituintes, como o dtomo de cloro, foram usados. Mais recentemente, as quinolonas
da quarta geracdo mantiveram as caracteristicas das fluoroquinolonas da terceira geragao e
adicionaram atividade contra organismos anaerdbios (Bhatt; Chatterjee, 2022; Pham; Ziora;
Blaskovich, 2019). Algumas quinolonas de cada geracdo foram reunidas na Tabela 3 com

seus respectivos espectros de atividade.

Tabela 3 — Algumas quinolonas de cada geragdo e seus espectros de atividade.

Classificacao Nomes Espectro de atividade

1* geracdo Acido nalidixico Bactérias Gram-negativas, exceto Pseudomonas.

2% geracdo Ciprofloxacina Organismos Gram-negativos, incluindo Pseudomonas aeruginosa.
Norfloxacina Bactérias Gram-positivas, incluindo Staphylococcus aureus, exceto

Streptococcus pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae e Chlamlydia
pheumoniae.
Ofloxacina Todas as bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, exceto

Streptococcus pneumoniae.

3% geracdo Levofloxacina Todas as bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, além de

micrébios atipicos como S. pneumoniae.

Clinafloxacina Todas as bactérias Gram-negativas, Gram-positivas e bactérias
anaerobias.
Enrofloxacina Bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, incluindo cepas de

Staphylococcus resistentes a meticilina.

4* geragdo Gatifloxacina
Moxifloxacina Conserva as atividades das fluoroquinolonas de segunda e terceira
Trovafloxacina geragdo com atividade contra bactérias anaerdbias

Fonte: Bhatt; Chatterjee, (2022), adaptado.

3.3.1 Enrofloxacina

A ENR € um composto antibidtico de uso exclusivamente veterindrio pertencente a
subfamilia das fluoroquinolonas. A ENR é uma fluoroquinolona sintética da terceira geracao
(Bhatt; Chatterjee, 2022; Pham; Ziora; Blaskovich, 2019; Wu et al., 2024) e foi a primeira de
seu grupo a ser patenteada em 1984 (Trouchon; Lefebvre, 2016). A Tabela 4 retine alguns
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dados de identificacdo e propriedades fisico-quimicas da ENR e a Figura 11 exibe sua

estrutura quimica.

Tabela 4 — Algumas nomenclaturas e propriedades fisico-quimicas da ENR.

Substancia Enrofloxacina

Nome comercial Baytril®

Nome IUPAC 1-cyclopropyl-7-(4-ethylpiperazin-1-yl)-6-
fluoro-4-oxoquinoline-3-carboxylic acid

Férmula molecular C19H22FN303

Peso molecular 359,4 g/mol

Forma e cor Cristais amarelo-pdlido

Ponto de fusdo 219-221 °C

Solubilidade 53,9 ug/mL (média em pH 7,4)

Levemente soldvel em dgua

Fonte: National Library of Medicine, (2024), adaptado.

Figura 11 — Estrutura quimica da ENR.

OH

Fonte: prépria autora.

A ENR foi sintetizada pela primeira vez em 1983, a partir do 4cido nalidixico, e
comercializada como medicamento de uso veterindrio pelo laboratério Bayer a partir de 1991,
sob o nome de Baytril®, para administracdo oral em aves. Altamente lipofilica, o 4cido

carboxilico e a amina tercidria adicionada em sua estrutura contribuem para um maior carater
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anfotero da molécula (Grabowski et al., 2022; Trouchon; Lefebvre, 2016). A solubilidade
baixa da ENR em dgua, no entanto, é um fator limitante de sua farmacocinética, considerando
que é um dos requisitos mais importantes na absorcao gastrointestinal (Wu et al., 2024) e que
os efeitos bactericidas da ENR sdo dependentes da concentracdo (Badawy et al., 2021;
Grabowski et al., 2022). Conforme o pH, a ENR varia sua propor¢ao na distribuicdo de
espécies, como pode ser verificado na Figura 25 presente na discussdo dos resultados. Em
valores de pH mais baixos ambos os grupos 7-piperazinil e 3-carboxil estdo protonados, o que
ndo ocorre em valores de pH mais altos. As espécies neutras t€ém sua maior fracio em pH
préximo a 7, com alta predominancia do zwitterion (Lizondo et al., 1997). Os valores de pKa
relativos ao grupo carboxil e a amina tercidria sdo, respectivamente, pKa; = 5,88-6,06 e pKa
=7,70-7,74 (Trouchon; Lefebvre, 2016).

O metabdlito ativo da ENR € a ciprofloxacina (CIP), uma molécula da familia das
fluoquilononas da segunda geracdo cujo farmaco derivado € indicado como antibiético para
uso em humanos. A CIP biotransformada a partir da ENR é produzida amplamente na maioria
das espécies de animais, com excecao das aves, e apresenta dois valores de pKa: pKa; = 5,15
e pKax = 8,35 (Trouchon; Lefebvre, 2016). A ENR apresenta atividade bactericida contra
patégenos Gram-positivos e Gram-negativos (Badawy et al., 2021; Mitchell, 2006; Trouchon;
Lefebvre, 2016), porém € ineficaz em bactérias anaerdbicas (Trouchon; Lefebvre, 2016). A
acdo antibidtica da ENR acontece pelo ataque a topoisomerase II (girase) e a topoisomerase
IV, enzimas que controlam a topologia do DNA e que facilitam a replicacdo génica. A ENR
obstrui o processo de formagdao de complexos de clivagem das fitas de DNA ao modificar a
conformagdo dessas enzimas, o que previne a reuniao das fitas de DNA e, consequentemente,
leva a bacteriostase (diminuicao da proliferacdo das bactérias) ou mesmo a morte das células,
quando em doses fatais (Bhatt; Chatterjee, 2022; Grabowski et al., 2022). A Figura 12

apresenta o mecanismo de acdo da ENR.
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Figura 12 — Mecanismo de acdo da ENR. A resposta de reparo do DNA ou a morte celular
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Fonte: Grabowski et al., (2022), adaptado.

O metabolismo da ENR pode variar entre diferentes espécies de animais (Grabowski
et al., 2022; Mitchell, 2006). A farmacocinética da ENR ¢ influenciada por varios fatores,
como a forma de administracio do medicamento, a condi¢do corporal e o estado de
alimentacdo do individuo tratado, além da biodisponibilidade poder ser afetada pela presenga
de cations metélicos (Badawy et al., 2021; Grabowski et al., 2022).

O uso da ENR em animais de criagdo ¢ amplo devido a eficiéncia no combate a um
grande espectro de doengas causadas por bactérias. As doses sdo administradas como pé
incluido nas racdes ou na forma injetivel (Wu et al., 2024). As indicag¢des clinicas mais
comuns sdo para infeccdes do trato respiratério e alimentar em animais de corte como gado
bovino e porcos, mas também pode ser usado para o tratamento dessas mesmas infeccoes, em
adicdao as infec¢des de pele, ouvido e machucados, em caes e gatos (Badawy et al., 2021;
Grabowski et al., 2022). A distribuicdo das fluoroquinolonas no corpo € abrangente, onde sdo
transportadas para os 6rgaos do aparelho urindrio e sexual, ossos, tecidos conjuntivos, rins e
figado, sendo os dois tltimos responsaveis pela excre¢do (Mitchell, 2006). No caso da ENR, a
maior parte da eliminacdo ocorre pela via renal (Trouchon; Lefebvre, 2016). Apesar da

evidente efetividade da ENR como agente bactericida, altas doses e uso frequente do
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medicamento podem levar ao aparecimento de alguns efeitos adversos, como mudangas nos
sistemas nervoso e imune, aparelho reprodutivo e gastrointestinal, além de alteracdes no
esqueleto do animal (Grabowski et al., 2022).

O uso da ENR € controverso. Como sdo apenas parcialmente metabolizadas, cerca de
70% da quantidade ingerida/injetada de fluoroquinolonas € eliminada pela via fecal e urindria,
0 que leva a substancia a atingir ecossistemas aqudticos e terrestres, vertida junto ao esgoto
doméstico ou a dgua residual da agricultura (Bhatt; Chatterjee, 2022). O periodo de meia-vida
da ENR pode variar entre 1155 e 3466 dias, a depender das condi¢cdes ambientais (Grabowski
et al., 2022). Nos solos e sedimentos a degradaciao das fluoroquinolonas depende de diversos
fatores, como fotoestabilidade, natureza persistente e capacidades de ligacdo e adsorcdo nas
particulas. Porém, apesar da degradacdo poder ser feita por processos bioldgicos e
fotocataliticos, as fluoroquinolonas t€ém um extenso periodo de meia-vida, além de outras
caracteristicas que as tornam menos disponiveis para a decomposi¢do por microorganismos e
mais persistentes no solo (Bhatt; Chatterjee, 2022). A remocdo das fluoroquinolonas de
corpos d’agua, ENR inclusa, ¢ complexa e nem sempre efetiva e a exposi¢cdo de animais
aqudticos a esses compostos produz efeitos verificados no crescimento e desenvolvimento dos
individuos, além de riscos de satide para humanos e criacao de gado (Grabowski et al., 2022).
Um método sustentdvel para a remocao de fluoroquinolonas (enrofloxacina, ciprofloxacina e
norfloxacina) foi proposto por Dos Santos Silva et al. (2024), por meio do emprego de
biochar de bagaco de malte como adsorvente. Os resultados mostraram que tanto o biochar
produzido por pirdlise quanto o biochar produzido por carbonizacdo hidrotermal foram
capazes de performar uma remocao efetiva, principalmente da ciprofloxacina.

Em humanos, a presenca de ENR em partes comestiveis de animais estd associada ao
aparecimento de alergias, anemia apldstica e desbalanco da microbiota intestinal em
individuos sensiveis (Badawy et al., 2021). Por tais evidéncias, a ENR e a CIP sado
substancias com niveis maximos controlados pelos 6rgaos de regulamentagdo. A Tabela 5
retine os limites maximos aceitdveis de ENR e CIP segundo a Unido Europeia e os valores de

tolerancia estimados pela agéncia estadunidense Food and Drug Administration.
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Tabela 5 — Limites residuais méximos (Maximum Residual Limit - MRL) segundo a Unido

Europeia e valores de tolerancia admitidos pela Food and Drug Administration (EUA) para a

ENR.
Comissao Europeia (EC 2009, 2010)
Residuo Espécie MRL Partes-alvo Observacoes
marcador animal
Soma da ENR + Bovinos, 100 pg/kg Musculo Para peixes, considera-
CIp caprinos, 100 pg/kg Gordura se o MRL estimado
ovinos 300 pg/kg Figado para musculo.
200 pg/kg Rins
100 ug/kg  Leite
Suinos, 100 pug/kg Musculo
coelhos 100 ug/kg Gordura
200 ug/kg  Figado
300 pg/kg Rins
Aves 100 pg/kg Musculo Nao utilizar em animais
100 pg/kg Pele e gordura que produzem ovos
200 ug/kg  Figado para consumo humano.
300 ug/kg Rins
Outras 100 ug/kg Musculo
espécies 100 ug/kg Gordura
usadas como 200 pg/kg Figado
alimento 200 pg/kg Rins
Abelhas ND* Mel

Food and Drug Administration (FDA 2021)

Residuo Espécie Tolerancia Partes-alvo Observacoes

marcador animal

Desetileno- Gado 0,1 ppm Figado Abate permitido apds

ciprofloxacina (100 pg/kg) 28 dias do dltimo
tratamento.

Enrofloxacina Suinos 0,5 ppm Figado Abate permitido apds 5

(500 pg/kg) dias da injecdo de dose
unica.
Abelhas ND Mel

Fonte: The European Commission, (2010); Food and Drug Administration; Department of Health and Human

Services, (2024a), adaptado, traducdo nossa. *Nao definido.
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3.3.2 Determinacio eletroquimica da ENR

Diante da necessidade de monitoramento através da detec¢do e quantificacdo da ENR
e de outras fluoroquinolonas em matrizes diversificadas, alguns métodos analiticos sdo
propostos para essa tarefa. Podem ser empregados métodos de voltametria, de aptametria, de
quimioluminescéncia, de espectrofluorometria e de espectrofotometria, além de alguns
métodos baseados em cromatografia liquida de alta performance (HPLC) combinados com
espectrometria de massas (Bhatt; Chatterjee, 2022; Trouchon; Lefebvre, 2016). Para estimar a
tendéncia das pesquisas realizadas sobre a determinacdo de ENR, uma anélise bibliométrica
foi realizada com a ferramenta VOSviewer a partir dos metadados coletados da base de dados
Scopus. A busca na Scopus abrangeu os termos “enrofloxacin determination” ou
“enrofloxacin quantification” ou “enrofloxacin detection”, em todos os anos, com exclusao de
reviews e capitulos de livros. Entre as palavras-chave que apareceram com maior frequéncia
nos metadados — a partir de 10 vezes — foram selecionadas aquelas relativas as técnicas de
andlise e alguns tipos de materiais. A Figura 13 explicita a formagdo de trés conjuntos
principais (clusters) de dados em rede, com ligacdes nos entornos dos termos com maior
densidade, sendo tais “aptadmeros” e ‘“nanoparticulas metélicas” (vermelho), “técnicas de
biossensores” e “andlise eletroquimica” (verde) e “fluorescéncia” e “pontos quanticos” (azul).
Esses clusters podem indicar a tendéncia das producdes bibliograficas sobre determinacao de
ENR serem centralizadas nessas trés esferas de correlacdes. A Figura 14 exibe o mesmo
grafico, porém com classificacdo por cores em relacao aos periodos com maior densidade de
publicacdes com as palavras-chave correlacionadas. Fica evidente pela distribui¢do de cores
por periodo que as publicacdes mais recentes (amarelo) t€ém enfoque nas correlacdes entre
“eletroquimioluminescéncia” e “pontos quanticos”, além de ‘“‘sensores eletroquimicos” e

“aptameros”, todas correlacionadas ao termo ‘“nanomaterial”.



48

Figura 13 — Clusters formados pela coocorréncia das palavras-chave nos artigos exportados

da base de dados.
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Figura 14 — Distribuicdo por cores baseada na incidéncia das palavras-chave em periodo

anual.
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Por sua estabilidade quimica e propensdo a se ligar as proteinas, a determinacido de
ENR em amostras derivadas de animais € um desafio. Apesar de técnicas padrdo como as
utilizadas nos métodos cromatograficos em conjunto com espectrometria de massas serem
uma opc¢do que alcanca excelentes limites de deteccdo com confiabilidade, ha algumas
desvantagens agregadas ao emprego desses métodos, como equipamento dispendioso e
processo laborioso, além do tempo maior de preparacdo das amostras e da aparelhagem (Yu;
Yang; Yang, 2024). Logo, além das desvantagens dos métodos cromatograficos, surge o fato
da andlise dessas matrizes ser favorecida por monitoramento em tempo real, in-loco e com
triagem de amostras em grande escala, o que leva a busca de novos métodos que alcancem
essas necessidades. Nesse sentido, por possibilitar o atendimento a essas necessidades, os
métodos eletroquimicos para determinacao da ENR vém sendo explorados.

Khaloo et al. (2015) prepararam um eletrodo de pasta de carbono modificado com
nanotubos de carbono multicamadas (Multi-walled Carbon Nanotubes, MWCNT) e
nanoparticulas de 6xido de ferro (II, III) para determinacdo de ENR em amostras de leite,
ovos, frango e mel purificados por extragdo com solventes. Os resultados mostraram que o
eletrodo modificado que continha ambos os compostos exibiu picos de oxidagdo mais
intensos, além de resposta mais rdpida e maior sensibilidade nas andlises em comparacdo com
o CPE sem modifica¢do. As determinagdes, por DPV, alcangaram o limite de detec¢do de
0,09 uM e as recuperagdes de ENR nas amostras fortificadas foi de 96—104%.

Antilén et al. (2017) produziram um estudo notdvel sobre as propriedades
eletroquimicas da ENR para determinar o antimicrobiano na presenca de matéria organica
natural de solos do Chile. Os estudos foram feitos com emprego de GCE e da técnica de CV,
tanto nas caracterizacOes quanto na quantificagdo do analito. Através da andlise por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (Liquid Chromatography—Mass
Spectrometry, LC—MS) dos produtos da reagdo, do estudo da cinética da transferéncia de
elétrons e do coeficiente de Tafel, os pesquisadores propuseram o mecanismo da oxidagdo da
ENR 2 CIP. Foi obtida uma resposta linear dentro da faixa de 30 — 300 x 10~ mmol L™! com
LOD de 28 x 102 mmol L™'. O mesmo grupo de pesquisadores (Canales; Peralta; Antilen,
2019) produziu um estudo para verificar a interferéncia de CIP e &cidos hdmicos na
determinacdo de ENR em matrizes de solos aquosos. As andlises voltamétricas com GCE,
realizadas pela comparacdo dos resultados obtidos com as técnicas de CV e SWV, mostraram

que as duas técnicas apresentaram figuras de mérito satisfatérias, com LOD de 31 x 107 e
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1,64 x 102 mmol L7! respectivamente. Contudo, apesar da CV apresentar maior
sensibilidade, os resultados com SWV exibiram melhores parametros analiticos nas condi¢des
do estudo. A interferéncia da CIP nas determinagdes foi considerdvel na propor¢do de 1:1
para ENR e justificada pelos pesquisadores por um sinergismo quimico. A interferéncia dos
acidos humicos no sinal analitico foi inferior a 5%, o que mostrou que a matéria organica nao
foi um interferente no método.

A determinacio de ENR por sensores eletroquimicos ou hibridos € descrita em alguns
trabalhos na literatura. O emprego de GCE modificado com compdsitos que buscam a
melhora de suas propriedades condutivas e sensibilidade é frequente. Karuppusamy et al.
(2022) testaram a determinag¢do de ENR por voltametria e amperometria utilizando um GCE
modificado com um nanocompdsito de 6xido de grafeno reduzido e incorporado com
tungstato metdlico de conformacdo do tipo flor 3D. Foi alcangada uma faixa linear de
determinacao entre 0,001-115 pM. Doan et al. (2024b) modificou um GCE com nanotubos de
carbono reduzidos e conseguiu determinar ENR nas faixas entre 0,005-0,05 uM e 0,05-1,5
uM. Yu; Yang; Yang (2024) modificaram a superficie do GCE com um filme de material
baseado em cobalto e conseguiram duas faixas lineares entre 0,5-65 uM. A modificacdo com
redes metalorgénicas (Metal-organic Frameworks, MOFs) no eletrodo de trabalho empregado
em métodos voltamétricos € explorada nos trabalhos de Lu et al. (2021) com nanoparticulas
de ouro e Nguyen et al. (2024) com nanoestruturas de ferro e cobre, com o primeiro tendo
apresentado duas faixas lineares entre 0,05-10 uM e 10-120 pM. Yuting; Jing; Donghui
(2019) também usaram nanoparticulas metdlicas, porém de sulfeto de cddmio, para modificar
um fio de prata com membrana e chegar a a determinar a ENR nas faixas entre 1,0 x 1072 a
1,0 x 1077 mol L™!. Mais recentemente, Do et al. (2024) fabricaram um eletrodo de disco de
grafite expandido eletroquimicamente em dimetil sulféxido para gerar nanofolhas e puderam
determinar a ENR em duas faixas lineares, sendo 0,05-0,15 uM e 0,1-20 uM.

O uso de eletrodos com superficie modificada com polimeros de impressao molecular
(Molecularly Imprinted Polymers, MIP) para a detec¢do de ENR pode ser verificado em
diversos trabalhos. Neste tipo de abordagem, o principio de deteccdo € baseado no
reconhecimento molecular de processos bioldgicos através da formacdo de sitios de ligacdo
em uma base polimérica, os quais mimetizam a afinidade e especificidade de anticorpos
naturais para gerar receptores macromoleculares artificias (Gallegos-Tabanico et al., 2022).
Yan et al. (2017) usaram um eletrodo de lapis de grafite (Pencil Graphite Electrode, PGE)
como base para a eletro-copolimerizacao de pirrol e o-fenilenodiamina na presenca de ENR.

Apdés a remocdo da molécula template (ENR), o eletrodo foi caracterizado por CV e
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empregado para a determinacdo de ENR por SWV, alcangcando determinagdes nas faixas entre
1,0 x 10-1,0 x 10!° mol L', Gallegos-Tabanico et al. (2022) modificaram a superficie de
ouro de um SPE com etilenoglicol dimetacrilato como mondmero cross-linking da molécula
de ENR que pode ser determinada na faixa entre 0,01-0,1 mM. Um sensor eletroquimico de
MIP em suporte de MWCNT sobre GCE foi desenvolvido por Chen et al. (2022) para
determinacdo de ENR por DPV, o qual verificou-se uma faixa linear de determinagdo entre
2,8 pM—-28 uM. Também usando MWCNT, porém carboxilado e em combina¢do com 6xido
de grafeno reduzido, Wu et al. (2023) comparou os resultados da determina¢do de ENR entre
um método com sensor de MIP e um método com oxidacgdo eletrocatalitica direta. Usando
cronoamperometria, o sensor de oxidagdo direta atingiu faixas lineares entre 5,0 x 10”7 mol
L'a95x10°molL'e9,5x%x10°mol L™ a5,5x 10> mol L, usando SWV, o sensor
com MIP atingiu um LOD de 2,5x107'! mol L. Um sensor eletroquimioluminescente
(Electrochemiluminescence, ECL) de MIP combinado com nanoclusters de cobre foi proposto
por Wang et al. (2022) e, mais recentemente, Liu et al. (2024) desenvolveram um sensor dual
sincrono de eletroquimiolumicencencia por pontos quanticos de sulfeto de bismuto e DPV. O
sensor com cobre foi capaz de determinar ENR na faixa linear de 0,1 nM-1 pM e o sensor
sincrono forneceu faixas lineares de determinagdo entre 0,5 nM-25 uM (ECL) e 5,0 nM-25
uM (DPV) para a ENR.

Outra abordagem bastante explorada para o desenvolvimento de sensores para ENR
sdo os biossensores eletroquimicos conhecidos como aptasensores, que alcancam limites de
detec¢do destacadamente baixos. Os aptameros sdo oligonucleotideos de DNA ou RNA de
fita simples selecionados artificialmente, in vitro, por evolugdo sistematica de ligantes por
enriquecimento exponencial (Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment,
SELEX) e que sdo capazes de vincular diferentes analitos com alta especificidade e afinidade
(Wei et al., 2022). Song et al. (2021) determinou a ENR por EIS com um aptasensor baseado
em um MOF de cobre e niquel que atingiu limite de deteccdo a nivel femtomolar dentro de
uma faixa de quantificacio entre 0,001—1 pg mL™'. Hu et al. (2021) também realizou a
determina¢cdo de ENR por método impedimétrico com um aptasensor conjugado de cobalto e
ferro poli ftalocianina que apresentou faixa linear entre 0,1 fg mL™' a 100 pg mL™'. Wei et al.
(2022) e Lv et al. (2022) utilizaram nanoparticulas de ouro combinadas com MOF para
determinagcdo de ENR por aptasensor. Ambos alcancaram faixas lineares de determinacdo a
nivel de pico gramas por mL. Um aptasensor de sinal duplo integrado formado por composto
trimetdlico de nanoparticulas de platina, palddio e cobre foi desenvolvido por Wang et al.

(2024). A ultradeteccdo alcancou limites de 0,112 no modo DPV e 0,0203 pg mL ™! no modo
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SWV. Com abordagem cldssica, um imunossensor com anticorpos anti-quinolona
imobilizados sobre SPE foi proposto por Aymard et al. (2022) e apresentou resposta linear
nos limites entre 0,005 ug mL ' 20,01 uyg mL™" .

A detec¢do simultinea de ENR com outras fluoroquinolonas também foi explorada na
literatura. Zhang et al. (2021) propds a deteccdo simultinea de ENR e CIP por um aptasensor
fotoeletroquimico controlado por potencial de polarizagdo. O aptasensor exibiu uma ampla
faixa linear de deteccdo de ENR (0,01-10000 ng mL™") e CIP (0,01-1000 ng mL™). A
deteccao simultanea de ENR e norfloxacina (NOR) através de um imunossensor de papel
dobrado como origami foi proposta por Chomthong et al. (2024). Anticorpos diferentes foram
imobilizados nas duas zonas de detec¢do e os analitos foram quantificados por SWV. A
detecgdo alcangou limites a nivel nanomolar. Um GCE modificado com filme de polimero de
rutina foi empregado para a deteccdo simultanea de ENR, NOR, CIP e pefloxacina. Foram
alcancadas faixas lineares de detec¢io de 0,01-10 ug mL™! (NOR e ENR).

Um eletrodo com membrana seletiva de cloreto de polivinila foi fabricado por Hassan
et al. (2023) para a estimativa de ENR por método potenciométrico. Para isso, foi feita uma
precipitacao baseada na producdo de fosfotingstico e depois utilizando uma matriz de cloreto
de polivinila (PVC) e dibutilftalato (DBPH) ou dibutil fosfato (DBP) como agente
plastificante. A determinaciio pelo sensor foi possivel na faixa linear entre 2,1 x 107°-1,0 x

10"' (DBPH) and 3,0 x 107°-1,0 x 102 (DBP).
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4. METODOLOGIA

4.1 Reagentes e amostras

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico. CB do tipo
Vulcan XC-72 foi gentilmente fornecido pela Cabot Corporation; quitosana de baixo peso
molecular (CTS, grau de acetilacdo > 80%), epicloridrina (ECH) e padrdao de ENR foram
adquiridos da fornecedora Sigma Aldrich; fosfato de sédio dibasico anidro (Na;HPO4, ACS
cientifica); fosfato de sédio monobésico anidro (NaH,POs, Exodo cientifica); cloreto de
potassio (KCl, ACS cientifica); hexacianoferrato (II/IIl) de potdssio (K4[Fe(CN)s] e
K3[Fe(CN)s], Exodo cientifica); acido acético glacial (C2H4O2 com 99,7 % de teor, Exodo
Cientifica) e hidréxido de sédio (NaOH, Exodo Cientifica). As solu¢des-estoque de CTS,
ECH e ENR foram armazenadas em refrigerador a 4 °C. Todas as solu¢des aquosas foram
preparadas com agua ultrapura (com resistividade ndo menor que 18 MQ cm) purificada em
sistema Millipore Milli-Q®. Todos os reagentes listados foram usados como recebido do
fabricante, portanto, sem qualquer processo de purificacao adicional.

A amostra de dgua de rio foi recolhida de um ponto do Ribeirdo Sdo Bartolomeu,
localizado na sede da Universidade Federal de Vigosa. Esta foi filtrada e armazenada em
recipiente inerte sob refrigeracdo constante. As amostras de leite foram provenientes de marca
comercial, do tipo UHT desnatado, contendo os estabilizantes trifosfato de sédio, citrato de
sodio, monofosfato de sodio e difosfato de sdédio como excipientes. As amostras de mel de

abelha foram provenientes, também, de marca comercial.

4.2 Preparo da dispersao de CB em quitosana reticulada

Uma dispersao de CB em solucdo de quitosana reticulada foi preparada para posterior
uso na modificagdao da superficie do GCE, conforme reportado na literatura (Meireles et al.,
2024; Silva, T. A. et al., 2023; Silva; Wong; Fatibello-Filho, 2020). Esta dispersao foi
produzida de acordo com o esquema da Figura 15, portanto, empregando-se ECH como
agente de reticulacdo da quitosana, matriz polimérica do filme modificador. Uma solugdo-
estoque de CTS 0,2 % m/v foi preparada em solu¢do de 4cido acético 1.0 % m/v e uma
solucdo-estoque de ECH 2,5 % m/v foi preparada em solug¢do de NaOH 0,01 mol L™!. Logo, 1
mg de CB, 400 pL da solugdo-estoque de CTS e 400 uL da solucdo-estoque de ECH foram

adicionados a um microtubo de 2 mL juntamente com 200 pL de 4gua ultrapura. O microtubo
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foi entdo submetido a 60 minutos de agitacdo em banho ultrassom, executada para a
desagregacado das particulas de CB, a fim de se obter uma dispersdo homogénea e estidvel por

mais tempo.

Figura 15 — Esquema do método de preparo da dispersdao que foi usada como modificadora

do eletrodo.

400 pL 0,2 % m/v CTS:
400 pL 0,25 % m/v ECH;

1,0 mg CB 200 pL &gua ultrapura Banho de ultrassom

60 min.

=y = /

Fonte: prépria autora.

4.3 Modificacao do eletrodo de trabalho

Um GCE com diametro de 3,0 mm foi escolhido como eletrodo de trabalho. Antes de
cada modificacdo do GCE, sua superficie foi cuidadosamente limpa e polida. O polimento foi
realizado com pasta de alumina de 1,0 pm (5 min.), 0,3 um (3 min.) ¢ 0,05 pm (2 min.)
seguido de enxdgue abundante com 4gua ultrapura. Em seguida, o procedimento de limpeza
do eletrodo de trabalho foi finalizado pela ultrassonificagdo da superficie em etanol (5 min.) e
em dgua ultrapura (5 min.) para garantir a auséncia completa de residuos aderentes. A
modificacdo do GCE por método drop coating foi executada conforme o esquema da Figura

16.
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Figura 16 — Esquema do método de modificagdo do eletrodo base GCE.
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Fonte: prépria autora.

Previamente a cada modificacdo, a dispersao de CB foi submetida a uma agitacdo em
banho ultrassom por 15 minutos. Em seguida, 6 uL da dispersdo foram cuidadosamente
gotejados sobre a superficie polida e limpa do eletrodo, que foi mantido sob o aquecimento
brando de uma lampada de infravermelho a uma distancia de aproximadamente 45 cm, por 40
minutos para a secagem completa e uso imediato. O eletrodo modificado com filme de CB foi
entdo nomeado como CB/GCE. Os mesmos procedimentos de polimento e limpeza também

foram executados para os experimentos com o GCE sem modificacao.

4.4 Preparaciao das amostras

As amostras fortificadas foram preparadas a partir de uma solugdo-estoque de ENR
0,01 mol L™ em HCI1 0,01 mol L™!, que foi mantida refrigerada durante todo o estudo. A
partir da solucdo-estoque de ENR preparou-se também, por dissolucao, uma solu¢do de ENR
0,001 mol L™! usada nas adicdes de menor concentraciio e mantida nas mesmas condi¢des de
armazenamento.

A amostra de dgua de rio foi preparada como substituinte da dgua ultrapura na
preparacdo da solugdo de eletrdlito suporte de tampio fosfato 0,1 mol L™! e teve seu pH
ajustado para 7,0. As amostras de leite e mel foram diluidas na solugdo de eletrdlito suporte

padrdo. Neste sentido, uma aliquota de 1 mL de leite foi adicionada a um baldao volumétrico
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de 10 mL, completado com solug¢do de tampdo fosfato 0,1 mol L' (pH = 7,0) e agitado
manualmente até a homogeneidade. Devido ao grau de complexidade da amostra de mel e
caracteristicas fisico-quimicas que poderiam ser limitantes para sua andlise eletroquimica
direta, como viscosidade e alta concentracdo de agucares redutores, optou-se pela preparacdo
de uma amostra diluida, empregando-se a propor¢iao de 20 mL de solucdo de tampao fosfato
0,1 mol L! (pH = 7,0) para cada grama de mel. A solucio da amostra foi vigorosamente

agitada em vortex por aproximadamente 5 minutos.

4.5 Ensaios eletroquimicos

Uma sistematizag@o dos processos de caracterizag@o e ensaios eletroquimicos executados
neste trabalho pode ser consultada no Apéndice A.

A caracterizacdo eletroquimica do eletrodo foi efetuada por CV, com o uso de sonda
redox de Fe(CN)s> 7 1,0 x 107> mol L™! em solucdo de eletrélito suporte de KCI 0,1 mol L.
Os estudos de verificagdo do pH 6timo foram executados por CV em solucdes de tampao
fosfato 0,1 mol L' ajustadas para pH variando de 2,0 a 10. As demais medidas voltamétricas,
tanto de caracterizacdo por CV do comportamento dos eletrodos frente a ENR como de
quantificacdo por LSV, foram executadas em solu¢do de eletrélito suporte 6tima de tampao
fosfato 0,1 mol L! (pH = 7,0) e limitadas a uma janela de potencial de 0,0 V a +1,3 V. Em
todos os ensaios de caracterizacdo eletroquimica a concentracao de ENR foi mantida em 4,76
x 10" mol L™!.

Para a construc¢io da curva analitica foram efetuados ensaios de otimizacdo com DPV,
SWV e LSV. Sob condi¢cdes otimizadas de técnica e pH, as curvas analiticas foram
construidas pelas leituras por LSV de solucdes contendo concentragdo varidvel de ENR,
partindo de 2,49 x 10°° mol L' até 9,17 x 10 mol L ™" com intervalos de 1 minuto de
agitacdo mecanica da solucdo entre as leituras. A partir da curva analitica construida, foi
possivel registrar os pardmetros analiticos incluindo a faixa linear de resposta, sensibilidade
analitica, limite de detec¢do (LOD) e quantificacdo (LOQ). Testes de repetibilidade de
medidas intra-dia e repetibilidade de fabricacdo inter-dias foram conduzidos para avaliar a
precisao do sensor em duas concentragdes distintas, sendo 4,76 x 10°mol L' e 5,22 x 107
mol L', Para testar a repetibilidade de fabricagio do eletrodo modificado em um tnico dia, a
resposta voltamétrica de um eletrodo, preparado conforme descrito no item 4.3, foi comparada
pelos desvios relativos de 15 medidas. A repetibilidade de fabricacdao em dias diferentes foi

obtida pela comparacdo dos desvios relativos da resposta voltamétrica de 15 medidas de trés
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eletrodos independentes, sendo 5 medidas de cada eletrodo, preparados em trés dias com
condi¢Oes climdticas diferentes. Por fim, o método foi aplicado na recuperacdo de ENR em

amostras ambientais de dgua de rio e em amostras alimenticias (leite e mel).

4.6 Caracterizacoes

A investigacdo da composicdo quimica e presenca de grupos funcionais no CB foi
realizada por andlise no Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR) modelo Bruker
ALPHA 1II. As informagdes estruturais e o grau de desordem da estrutura do CB foram
avaliadas por Espectroscopia Raman usando um equipamento MicroRaman - InVia Renishaw,
com laser de comprimento de onda de 514 nm e tempo de integracdo de 10 s. Analises com as
técnicas combinadas de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e de raios X por
dispersdo em energia (EDS) foram utilizadas para caracterizar a morfologia e topologia do
material, além de sua composicdo elementar, com emprego de um Microscopio Eletronico de
Varredura JEOL JSM-6010LA. A quantificacdo do teor de carbono, hidrogénio, nitrogénio e
enxofre do CB foi fornecida por um Analisador Elementar de CHNS da marca LECO, modelo
TruSpec.

Os ensaios eletroquimicos de CV e LSV foram realizados com o uso de uma célula
eletroquimica de compartimento Unico conectada a um potenciostato/galvanostato PGSTAT
101 da marca Metrohm controlado pelo software NOVA 2.1.6. A célula eletroquimica
montada foi constituida de trés eletrodos, sendo o eletrodo de trabalho de carbono vitreo
(GCE) modificado, contra eletrodo de platina e eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (KCI 3,0
mol L™1). Os ajustes de pH foram realizados com uso de pHmetro modelo PH-5000 da marca
Instrutherm. O equipamento usado para investigar a drea superficial e o volume dos poros do

material foi um analisador Nova 600 BET da Anton Paar.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacao do material
5.1.1 Analise morfoldogica por MEV

Para verificar a homogeneidade da distribui¢do e morfologia das particulas de CB foi
realizada uma andlise por MEV da dispersio com CB e quitosana reticulada que foi
empregada para a formacdo do filme no eletrodo de trabalho. Nas imagens (Figura 17) é
possivel verificar a presenca de estruturas moderadamente esféricas e rugosas de CB de
tamanho proximo a 10 um distribuidos regularmente no filme que foi formado na superficie

metélica do porta-amostra circular (stub).

Figura 17 — Imagens de MEV obtidas para o filme de CB.

X1,000 {0 o w—

Fonte: prépria autora.

5.1.2 Analise elementar por CHNS

A verificacdo do teor dos elementos carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre no CB

foi efetuada por anélise elementar, com os resultados reunidos na Tabela 6.

Tabela 6 — Teor de carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre obtidos por andlise elementar

do CB

C% (m/m) H% (m/m) N% (m/m) S% (m/m) 0% (m/m)

85,8920 —0,0653 0,0315 1,2334 12,78*
Fonte: prépria autora. *Valor previsto (100 — %9CHNS).
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Os resultados revelaram que a amostra apresentou teores de nitrogénio e enxofre
dentro dos valores reportados em publica¢des anteriores (0,0-0,3% em N e 0,2-1,7% em S),
teor de hidrogénio abaixo dos relatados (0,1-0,7%) e teor de C notadamente abaixo dos
valores encontrados na literatura, os quais foram predominantemente >95% (Hong et al.,
2021; Long; Nascarella; Valberg, 2013). Uma justificativa possivel para o teor de carbono
obtido pode ser a provavel presenca de grupos oxigenados no CB na origem. Com isso, a
reducdo do conteido de carbono poderia estar relacionada ao aumento do conteudo de
oxigénio na estrutura aromdtica oxidada. Considerando que o oxigénio pode ser
quimissorvido superficialmente no CB durante o processo de producao ou mesmo introduzido
por meio de diferentes tratamentos, € suposto que essa caracteristica possa ser especifica da

amostra que foi utilizada na anélise (Ibafiez-Redin et al., 2018).
5.1.3 Analise estrutural por RAMAN e FT-IR

O grau de desordem estrutural do CB utilizado foi examinado por Espectroscopia
Raman, que produz dados relevantes para verificar a distor¢do estrutural de materiais

carbondceos. A Figura 18 apresenta o espectro Raman do CB utilizado neste trabalho.

Figura 18 — Espectro Raman obtido para o CB.
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Fonte: prépria autora.
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O espectro do CB mostra a elevagcdo de duas bandas bem definidas em 1340 e 1585
cm ! atribuidas as bandas D e G, respectivamente. A banda G relaciona-se as vibracdes dos
dtomos de carbono sp? (grafitico) conectados em um mesmo plano e a banda D refere-se as
vibragdes fora do plano, associadas aos defeitos na estrutura planar de carbonos
(Karuppusamy et al., 2022). Portanto, a proporcionalidade entre as bandas D e G oferece uma
perspectiva das caracteristicas estruturais que podem definir o material como mais cristalino
ou mais amorfo. Diante disso, o grau de desordem do material foi estimado pela razdo entre as
intensidades dos picos, In/lg, que resultou em 0,94, valor préximo ao reportado na literatura
(Krasnova et al., 2023). As unidades estruturais bdsicas grafiticas do CB sdo dominios
formados por 3 a 4 camadas de carbono poliaromdticos empilhadas com caréter turbostratico,
ou seja, com o surgimento de superficies ndo-planares ao longo de superficies planares, o que
proporciona as particulas de CB partes mais grafitizadas e partes mais amorfas (Pawlyta;
Rouzaud; Duber, 2015). Essa propor¢ao confirmou, portanto, o cariter mais cristalino da
amostra de CB, ainda que a razdo seja proxima a unidade.

Para investigar a estrutura do CB a partir do ponto de vista das ligagdes quimicas e
grupos funcionais presentes no material, foi conduzida uma caracteriza¢do por espectroscopia

FT-IR. O espectro da amostra de CB ¢ exibido na Figura 19.

Figura 19 — Espectro FT-IR obtido para o CB.
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Fonte: prépria autora.
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O espectro de absor¢do no infravermelho apresentou bandas caracteristicas dos grupos
frequentemente presentes no CB. Observou-se uma banda ampla entre 3250 e 3600 cm !
relacionada ao estiramento de grupos hidroxila, uma banda fraca em 3024 cm ™! associada ao

estiramento das ligacdes =C-H de grupos vinil, ainda, uma banda forte em 1657 cm!

associada ao estiramento de C=0O da carbonila, uma banda fortemente aguda em 1523 cm™!
relacionada ao estiramento vibracional dos grupos C=C—C ressonantes em anéis aromdticos e
uma banda fraca que corresponde as ligacdes C—O nas proximidades de 1100 cm™' (Liu,

2024; Oreilly; Mosher, 1983; Zappielo et al., 2016).

5.1.4 Analise de area superficial por fisissorcao de nitrogénio

Informacdes sobre a porosidade e a drea superficial do CB foram obtidas pelo método
de adsorcdo-dessorcao de nitrogénio em fungdo da pressdo relativa (Figura 20). De acordo
com o modelo de Brunauer-Emmett-Teller (BET), mais apropriado para esse tipo de material
(GOmez-Serrano; Gonzélez-Garcia; Gonzdlez-Martin, 2001), a fisissor¢do de N2 no CB
apresentou o tipo IV de isoterma, comum para s6lidos com micro e mesoporos e drea
superficial de 65,1445 m?/g, abaixo de valores reportados (Pérez-Rodriguez; Pastor; Léazaro,
2018; Yamazaki et al., 2008) para esse mesmo material e que apresentaram areas acima de
200 m?/g. Os resultados de Pérez-Rodriguez; Pastor; Lazaro, (2018) que compararam CB com
diferentes graus de funcionaliza¢do corroboraram com a suposicdo de diminui¢do da area
superficial com o aumento de grupos oxigenados. Nesse tipo de isoterma nota-se um ciclo de
histerese, percebido pela dessor¢dao com padrao diferente da adsorcdo, que € justificado pela
interacdo dos mesoporos do adsorvente com as moléculas do gds que leva a condensagdo
capilar. O tipo de histerese pode ser associado ao formato dos poros, logo o ciclo de histerese
percebido para o CB foi do tipo H1, correspondente a materiais mesoporosos com distribui¢ao
uniforme de poros esféricos e cilindricos estreitos (Bardestani; Patience; Kaliaguine, 2019;
Gomez-Serrano; Gonzélez-Garcia; Gonzdlez-Martin, 2001). O modelo de Barrett-Joyner-
Halenda (BJH), baseado nas isotermas do equilibrio de fisiossor¢do, calcula a mudanca na
espessura do filme adsorvido pela diminuicdo da pressdo relativa durante o processo de
dessorcao, que pode ser correlacionado ao volume e ao raio dos poros. Para a amostra de CB
analisada, o volume médio de poros foi de 0,22 cm3/g e didmetro médio de poro de 3,07 nm,

abaixo dos reportados por Pérez-Rodriguez; Pastor; Lazaro (2018) para este tipo de CB.
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Figura 20 — Isotermas de adsor¢ao—dessor¢do de N> a STP.
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Fonte: prépria autora.
5.2 Caracterizacio eletroquimica do sensor

Com o objetivo de investigar as caracteristicas eletroquimicas do eletrodo modificado
com filme de CB e obter dados capazes de fornecer indicios de possiveis mudancas em
relacdo ao comportamento eletroquimico deste em relacdo ao eletrodo GCE sem modificacao,
foram conduzidos estudos de CV com a sonda redox de Fe(CN)¢* ", uma espécie com
comportamento redox reversivel relativo ao centro metdlico ji conhecido. A Figura 21
apresenta os voltamogramas ciclicos registrados para os eletrodos GCE e CB/GCE em

solucéo de KC1 0,1 mol L™" contendo 9,90 x 107* mol L™ de K3Fe(CN)s.
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Figura 21 — Voltamogramas ciclicos obtidos com os eletrodos GCE sem modificacdo (—) e

CB/GCE (—) em KC1 0,1 mol L™! contendo K3Fe(CN)s 9,90 x 10 *mol L™, v=50 mV s,

|—— GCE
—— CB/GCE
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O i —>
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Fonte: prépria autora.

Os perfis dos voltamogramas da Figura 21 evidenciam, para ambos os eletrodos, a
presenca de picos anddico e catédico bem definidos. Nota-se, porém, que o eletrodo
modificado com filme a base de CB apresentou picos mais intensos, com um aumento de
125% na corrente de pico anddica (Ipa) € 137% na corrente de pico catddica (Ipc) em relacio
ao GCE ndo-modificado. Uma diminui¢do da diferenca de potencial de pico (AEp) de 143 mV
e Ep mais energeticamente favoraveis também foram verificados para CB/GCE, evidenciando
a melhor reversibilidade do processo redox pelo efeito eletrocatalitico no eletrodo modificado
com CB. Comparativamente, correntes de pico mais intensas € menores valores de AEp,
geralmente, podem ser associados com a melhora da cinética de transferéncia de elétrons e
maior drea superficial eletroativa (Silva; Wong; Fatibello-Filho, 2020), parametros estes que
foram calculados neste trabalho e corroboraram essa afirmagdo. A Tabela 7 retne os
parametros relativos a intensidade de correntes de pico (Ipa € Ipc), potenciais de pico (Epa € Epc)

e diferenca de potencial pico a pico (AE)).
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Tabela 7 — Parametros eletroquimicos dos eletrodos GCE sem modificacdo e CB/GCE

obtidos por CV para K3Fe(CN)s 9,90 x 10™* mol L' em KC10,1 mol L.

Ipa* Ipc* Ipa/Ipc* Epa* Epc* AEP* k0
Eletrodo

(nA) (nA) razao* V) V) (mV) (ems™)

GCE 6,32 -6,72 0,94 0,34 0,09 245 (7,71 £0,3) x

+0,2 +0,2 +0,01 + 0,003 +0,002 +538 10

14,24 —15,96 0,89 0,28 0,18 102 (6,86 +0,3) x
CB/GCE

+1,2 +0,5 +0,04 +0,002 +0,002 +0,0 1073

*Dados registrados com v=50 mV s (n=2)

Fonte: prépria autora.

Foram executados ensaios de velocidade de varredura por voltametria ciclica em uma

amplitude de faixa de velocidade de 10 mV s a 200 mV s ! (Figure 2). Através desses

estudos, foi possivel confirmar que tanto no GCE quanto no CB/GCE o processo redox da

sonda estudada foi controlado pelo transporte de massa difusional, fato verificado pelo

incremento regular de corrente junto ao aumento da velocidade de varredura (Figura 22(a) e

22 (b)) e pela relagdo linear exibida entre corrente de pico (/) e raiz quadrada da velocidade

de varredura (v/?) para ambas as correntes, anédica e catddica, de acordo com os graficos

apresentados nas Figuras 22 (c) e 22 (d) (Bard; Faulkner, 2001).
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Figura 22 — Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes velocidades de varredura (10 mV
s =200 mV s™!) usando (a) GCE sem modificacdo (—) e (b) CB/GCE (—) em KCI 0,1 mol
L! contendo K3Fe(CN)s 9,90 x 10 mol L', Griéficos de I, e Iy vs. v/? obtidos para (c)
GCE sem modificacao e (d) CB/GCE.
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Fonte: prépria autora.

Por meio do ajuste linear de I, vs. v’ foi possivel também verificar maiores valores de
coeficiente angular das retas de Ipa € Ipc empregando-se o CB/GCE, que sugere uma elevacdo
da 4rea eletroativa. O cardter difusional do transporte de massa pela relacdo I, vs. v'? é

explicitado pela equagdo de Randles-Sevéik para processos reversiveis (Eq. 2):
I, = + (2,69 x 10°)n*?AD'2Cv'"? (Eq. 2)
Acima, representam-se a corrente de pico anddico ou catédico (Ip, em ampéres), o

nimero de elétrons transferidos na reaciio redox (n), a drea superficial eletroativa (A, em cm?),

o coeficiente de difusdo (D, em cm? s7!), a concentracdo da espécie eletroativa (C, em mol
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cm ) e a raiz quadrada da velocidade de varredura (v'’2, em V2 s712). Com essa equacio foi
possivel fazer uma previsao aproximada das dreas ativas dos eletrodos, considerando a média
das dreas calculadas a partir das curvas de correntes de pico anddica e catddica. Considerou-
se, portanto, n = 1 (nimero de elétrons transferidos entre o par Fe(CN)s®> "Fe(CN)s* ), D = 7,6
x 107% cm? s~ (Bard; Faulkner, 2001) e C = 9,90 x 107 mol cm . As 4reas superficiais ativas
previstas foram de 0,0268 cm? e 0,0649 cm? para os eletrodos GCE e CB/GCE,
respectivamente, tomando por objeto a corrente de oxidacdo da espécie tetravalente. Esse
resultado confirma um aumento da édrea eletroativa em cerca de trés vezes com a adicao do
filme de CB.

Inversamente proporcional a AE),, a constante cinética de transferéncia heterogénea de
elétrons (k°) fornece indicios da cinética do processo redox na superficie do eletrodo. A Eq. 3
representa 0 método proposto por Nicholson (1965) para o célculo de k° em sistemas

reversiveis controlados por difusao.

nFV _1/2 (Eq' 3)
v =it (0 )

Nessa equacgdo, além dos termos ja definidos anteriormente, F representa a constante
de Faraday (96.485 C mol™!), R representa a constante universal dos gases perfeitos (8,313 J
K™! mol™") e T representa a temperatura do sistema, em Kelvin. Ainda, ¥ representa um
parametro cinético que pode ser encontrado para cada velocidade de varredura, segundo o
método de Lavagnini et al. (Lavagnini; Antiochia; Magno, 2004), conforme AE, X n maior ou
menor que 200 mV. A partir dos valores encontrados para ¥, foi possivel construir uma curva
de ¥ vs. 32,8 v 2, sendo 32,8 relativo aos termos constantes da equacgdo de Nicholson-Shain,
(DnF/RT)"'"2. Dessa forma, pela andlise de ajuste linear (Figura 23), k° foi encontrado como
coeficiente angular da reta (Lavagnini; Antiochia; Magno, 2004; Silva, R. M. et al., 2023b).
Os valores estimados de k° foram 7,71 x 10* cm s para o GCE e 6,86 x 103cms! para o
CB/GCE (Tabela 7), mostraram que a cinética do processo redox foi mais favorecida na

superficie do eletrodo CB/GCE.
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Figura 23 — Grifico de ¥ vs. 32,79 v 2 para o sistema redox de K3Fe(CN)s 9,90 x 10 mol
L' em KC10,1 mol L ™! nos eletrodos GCE e CB/GCE.
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Fonte: prépria autora.

m CB/GCE
e GCE

Os resultados de melhora do sinal analitico para sonda redox nos eletrodos
modificados com a adi¢do do filme de CB e CTS reticulada, em comparagdo com o GCE sem
modificag¢do, também foram verificados nos trabalhos reportados por Meireles et al. (2024) e

por Taresh et al. (2024).

5.3 Resposta eletroquimica da enrofloxacina

O comportamento eletroquimico da ENR foi explorado por voltametria ciclica em
solugdo de tampao fosfato 0,1 mol L™! contendo 4,76 x 10* mol L™! de ENR. Em pH = 7,0
(Figura 23), foram comparados os voltamogramas dos eletrodos sem e com modificacdo pelo
filme de CB. Os voltamogramas ciclicos mostrados nas Figuras 24 (a) e 24 (b) sem a presenga
de ENR explicitam que ndo houve evidéncia de nenhum processo faradaico usando-se apenas
a solug¢do de tampao fosfato, de acordo com o comportamento puramente capacitivo entre
eletrodo e eletrdlitos suporte aguardado (Silva; Wong; Fatibello-Filho, 2020). Em
contrapartida, no primeiro ciclo da voltametria na presenga de ENR ocorreu o aparecimento

de picos correspondentes a oxidacdo da espécie e auséncia de picos de reducdo, indicando a
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ocorréncia de processo redox irreversivel da ENR na superficie dos eletrodos GCE e CB/GCE

(Do et al., 2024; Doan et al., 2024a, 2024b).

Figura 24 — Voltamogramas ciclicos obtidos com os eletrodos (a) GCE sem modificacio (—
), (b) CB/GCE (—) e (¢) comparacdo entre ambos, em solugdo tampdo fosfato 0,1 mol L'
(pH = 7,0) contendo 4,76 x 10 mol L' de ENR. v=50 mV s ..

1(c)
60 -
5 — GCE
N 404 ——CBIGCE
-5 r T T T T <
0,0 0,3 06 0,9 1,2 =
(E vs AglAGCIIKCI 3,0 mol L) /v 20 -
(b)
01 ... Branco —
<£407 ——ENR O— ;:—__7 —
=201 caisce -
ol Ll 00 03 06 09 1,2
00 03 06 09 12 (E vs Ag|AgCIIKCI 3,0 mol L71) IV

(E vs Ag|AgCIIKCI 3,0 mol L) / V

Fonte: prépria autora.

E possivel notar no perfil do voltamograma do eletrodo CB/GCE o surgimento de dois
picos anddicos, sendo o primeiro, proximo ao potencial de +0,9 V e o segundo, menos
acentuado, proximo ao potencial de +1,1 V. No pH = 7,0 e nesta concentragdo de ENR, a
presenca de em pico acentuado e de uma banda ampla a direita na oxidacdo da ENR poderia
ser explicada pela possivel existéncia de duas espécies principais no meio, o zwitterion da
ENR (ENRH%) ¢ a ENR protonada (ENRH>"), sendo, o pico existente préximo ao potencial de
+0,9 V relativo a ENRH* e o pico préximo ao potencial de +1,1 V correspondente 8 ENRH,*,
admitindo que a espécie protonada necessita de mais energia para ser oxidada (Antilén et al.,
2017).

Pela observacdo da I,» de GCE e CB/GCE préximos ao potencial de +0,9 V fica
evidente, pela comparacdo dos perfis dos voltamogramas (Figura 24(c)), um aumento
considerdvel da corrente de pico no CB/GCE, o que mostra o efeito eletrocatalitico pela
adi¢do do CB a superficie do eletrodo. Desse modo, I,a para o GCE foi de 17,05(x0,1) uA

para 47,30(£0,2) pA no caso do CB/GCE, portanto, um sinal analitico quase trés vezes maior,
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revelando a sensibilidade superior do eletrodo CB/GCE em relacdo ao eletrodo GCE sem o
filme de CB para a detec¢ao de ENR. Assim, nos estudos seguintes, o eletrodo CB/GCE foi o

eletrodo de trabalho aplicado.

5.3.1 Influéncia do pH na oxidacao da enrofloxacina

Haja vista a influéncia do pH da solugdo de eletrdlitos suporte na presenca de
diferentes espécies neutras e carregadas de ENR, uma investigacdo para a otimizacdo do pH
foi realizada. Para isso, foram preparadas solugdes de tampdo fosfato 0,1 mol L™! ajustadas
em seis diferentes valores de pH: 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e 10,0. A Figura 25 exibe o diagrama de

distribuicao de espécies para a ENR em relacdo ao pH do meio.

Figura 25 — Diagrama de distribuicao de espécies (DDE) para a ENR em relacdo ao pH do

meio.
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Fonte: prépria autora

Os voltamogramas exibidos na Figura 26 sugerem a ocorréncia de um deslocamento
do pico na dire¢do positiva do E, com o aumento da acidez da solucdo de eletrdlitos suporte.
Nota-se também, nas solu¢des mais dcidas, a presenca mais evidente do pico de E, mais

positivo, o que corrobora a sugestdo de tratar-se da espécie protonada ENRH>*, considerando
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que a unica variagdo que ocorre no meio reacional é o pH e a concentracio de ENR

permanece constante.

Figura 26 — Voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo CB/GCE em solucido tampao
fosfato 0,1 mol L ™! com valores de pH distintos contendo 4,76 x 10~* mol L™! de ENR. (a) pH
=2,0; (b) pH =4.,0; (¢) pH = 6,0; (d) pH =7,0; (e) pH = 8,0; (f) pH = 10,0 e (g) comparacdo

entre os voltamogramas obtidos na presenca de ENR. v =50 mV s .
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Fonte: prépria autora.

Com a finalidade de avaliar a influéncia do pH da solugdo de eletrélito suporte sobre a
intensidade da corrente de pico e o potencial do pico de oxidacdo da ENR, foram relacionados
na Figura 27 os parametros I, vs. pH e Ep, vs. pH. Na Figura 27 (a) é possivel notar uma
tendéncia decrescente de I, em relacio ao aumento da acidez da solucdo, uma possivel
estabilidade em pH préximos ao meio neutro e uma queda considerdvel de corrente de pico
em solugdo mais bésica (pH = 10,0), que pode ser justificada pela quase auséncia de ENRH*
neste pH. O aumento da fragdo molar de ENRH* até o maximo em pH préximo de 6,0-7,0
(Figura 25) pode ser o motivo que explica o aumento de /, em fun¢do do aumento de pH, até
o comego da presenga da espécie ENR™ na solucdo. A presenca dos grupos COO™ e (NH)*,
por suposto, poderia criar uma atragdo eletrostdtica entre as moléculas de ENRH* que seria
responsével pelo movimento de mais moléculas ENRH™ & superficie do eletrodo, aumentando
o sinal analitico. Diante disso, essa melhora da I, ndo seria verificada em valores de pH onde
as espécies ENRH>" e ENR™ sdo predominantes por, justamente, ndo proporcionarem esse tipo

de atragdo entre as moléculas do analito (Do et al., 2024).
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Figura 27 — Gréficos de (a) Ipa vs. pH e (b) Epa vs. pH obtidos dos voltamogramas ciclicos
registrados com CB/GCE em solu¢do de tampdo fosfato 0,1 mol L' como pH varidvel

contendo 4,76 x 10 * mol L' de ENR. v =50 mV s .
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Fonte: prépria autora.

A associacdo do pH aos E, (Figura 27 (b)) revelou, presumidamente, uma tendéncia de
favorecimento da oxidacdo da ENR com o aumento do pH, devido a diminuicdo dos
potenciais de pico e sugeriu, ainda, o inicio de uma possivel estabilizacdo de E, a partir de pH
8,0. Adicionalmente, a equacdo dada pelo ajuste linear, E, = (—0,0484+0,005)pH +
(1,26+0,03), forneceu um coeficiente angular de — 0,048 V/pH, cujo valor ¢ préximo ao valor
tedrico estabelecido pela equacdo de Nernst para processos envolvendo nimeros iguais de
elétrons e protons (—0,059 V/pH), exibido na Eq. 4 (Doan et al., 2024b; Karuppusamy et al.,
2022).

(Eq. 4)

0,0592m
= =)

pH+b

Onde, m representa o nimero de prétons, n representa o ndmero de elétrons
envolvidos na oxidacdo da ENR e b € o coeficiente linear. Estudos anteriores sugerem que a
oxidacdo da ENR ocorre com o envolvimento de 4 elétrons e 4 prétons (Antilén et al., 2017;
Canales; Peralta; Antilen, 2019; Doan et al., 2024b; Karuppusamy et al., 2022). O mecanismo
das reacoes € estruturado no esquema da Figura 28. Nessa representacdo, o dtomo de carbono
alfa do grupo etil ligado a piperazina perde 2 elétrons e libera, imediatamente, um acetaldeido.

O produto formado nesse passo, a ciprofloxacina (metabdlito ativo da ENR) participa da
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segunda oxidagdo, que envolve a perda de mais 2 elétrons e a consequente formacao de uma
espécie trihidroxilada (Antilén et al., 2017; Canales; Peralta; Antilen, 2019; Doan et al.,
2024b; Karuppusamy et al., 2022).

Figura 28 — Possivel mecanismo da oxidag¢do da ENR.
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OH -H*,-2e H,0 | OH
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(0] (@]
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)
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Enrofloxacina Ciprofloxacina

Fonte: de Faria et al., (2021), adaptado.

Logo, foram considerados os perfis do pico de oxidacdo da ENR apresentados pelos
voltamogramas de CV, menores valores de E, e maiores intensidades de I, para a escolha do
pH da solucdo de eletrélito suporte mais adequado a aplicagdo do método, pelo qual optou-se

pelo pH =7,0.

5.3.2 Estudos de velocidade de varredura para a oxidacao da ENR

Para entender melhor a dindmica e a cinética do processo de transferéncia de elétrons
na oxida¢do da ENR sobre a superficie do CB/GCE foram realizados estudos de variacdo da

velocidade de varredura entre 10200 mV s

, por técnica de CV, com concentracdo fixa de
4,76 x 10~* mol L ™! de ENR em tampdo fosfato 0,1 mol L' com pH 7,0 (Figura 29). A partir
desses dados foi possivel construir correlagdes lineares entre os parametros corrente de pico e

velocidade de varredura que serviram para interpretar o comportamento da ENR.
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Figura 29 — (a) Voltamogramas ciclicos obtidos com o CB/GCE em solucdo de tampao
fosfato 0,1 mol L' (pH = 7,0) contendo 4,76 x 10* mol L' de ENR em diferentes
velocidades de varredura (10 mV s' — 200 mV s™!). Griéficos de (b) Ipa vs. v'2, (¢) Ipa vs. v e

(d) log Ipa vs. log v.
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Fonte: prépria autora.

A Figura 29 (a) exibe os voltamogramas ciclicos obtidos para cada uma das oito
velocidades de varredura aplicadas. Notadamente, o pico da corrente anddica aumentou
gradualmente com o acréscimo da velocidade de varredura, um comportamento esperado,
considerando que em maiores velocidades de varredura a oxidacdo do analito ocorre em
regides mais proximas a superficie do eletrodo (Antilén et al., 2017). E possivel verificar na
Figura 29 (b) que houve uma correlagio linear (r = 0,999) entre I, e v'’?, 0 que corresponde ao
controle da corrente de pico pelo processo de transporte de massa da ENR até a superficie do
eletrodo por difusdo (Bard; Faulkner, 2001). No grafico de I, vs. v (Figura 29 (c)) ndo foi
possivel determinar uma correlacio linear satisfatéria entre todas as medidas, o que significa

que nao houve influéncia considerdvel de moléculas do analito adsorvidas na superficie do



74

eletrodo (Bond et al., 2010). A Figura 29 (d) exibe a correlagdo linear entre o logaritmo
decimal da velocidade de varredura, log v, e o logaritmo decimal da corrente de pico anddica,
log I,. A equacgdo linear correspondente apresentou coeficiente de correlagdo préximo a
unidade e coeficiente angular experimental de 0,54, proximo ao valor tedrico de 0,5 esperado
para processos redox controlados por difusdo, o que reafirmou o controle majoritariamente
difusional do processo redox da ENR, sem a ocorréncia de reacdes superficiais considerdveis
nos limites de velocidade de varredura analisados (Antilén et al., 2017).

Portanto, para a previsdo de k° no sistema de oxidacdo da ENR na superficie do
eletrodo, a equacdo de Nicholson-Shain (Nicholson; Shain, 1964) para reagdes anddicas

irreversiveis controladas por difusao foi aplicada (Eq. 5):

anF or (Eq. 5)
I, = 0,227nFAck®exp [(ﬁ) (Ep —E )]

Nesta, I, corresponde a corrente do pico anddico, n ao nimero de elétrons que
participam da reagdo de oxidagdo (n = 2), F é a constante de Faraday (96485 C mol '), A
representa a drea superficial do eletrodo (7,07 x 1072 cm?), ¢ é a concentracdo de ENR (4,76 x
1077 mol em™3), a é o coeficiente de transferéncia, R é a constante universal dos gases (8313
K -mol™!), T é a temperatura (298,15 K), E, (em V) representa o potencial de pico
encontrado experimentalmente para cada velocidade de varredura e E°° ¢ o potencial formal.

A forma linearizada da equacio € obtida aplicando-se o logaritmo natural, conforme a Eq. 6.

F o .
In1, = In(0,227nFAck®) + [(%) (E, —E )] (Eq.0)

Logo, foi possivel construir graficamente a relacdo linear entre I, vs (E, — E°’) a partir
dos dados experimentais das CV de cada velocidade de varredura para encontrar o valor do
coeficiente linear (In(0,0227)nFAck®) da curva. Para isso, foi considerada a condicdo de I =
0,82 I, para a obtencdo dos valores de E°” em cada velocidade e, entdo, utilizou-se a média
entre esses valores na subtracdo que representa o eixo x. A Figura 30 exibe o gréfico de I, vs

(Ep, — E°’) e arespectiva equacao linear.
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Figura 30 — Griéfico de Ip vs (E, — E°’) para a oxidagdo de 4,76 x 10™* mol L' de ENR no
eletrodo CB/GCE em solugio de tampdo fosfato 0,1 mol L™! (pH = 7,0).
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r=0,988
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£
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Fonte: prépria autora.

Com a defini¢do do coeficiente linear da relagdo, foi possivel rearranjar o termo inicial
da Eq. 6 para calcular k°, que correspondeu a 1,33 x 1072 cm s !. Ressalta-se que, pela
concentracdo de ENR empregada nos estudos de velocidade e pelos valores de E, obtidos, a

constante encontrada € referente a segunda oxidacao da ENR, portanto, a oxidacdo da CIP.
5.4 Selecao da técnica voltamétrica

Conforme elucidado em secdes anteriores, as técnicas de voltametria t€m
caracteristicas inerentes ao seu tipo de leitura. No entanto, o exame experimental do
comportamento redox do analito frente a técnicas diferentes e a variacdes de pardmetros de
entrada é fundamental para otimizar a andlise. Nesse sentido, o trabalho proposto avaliou a
resposta analitica do sensor CB/GCE sob a aplicagdao de trés técnicas voltamétricas: DPV,
SWV e LSV. E possivel notar, na Figura 31, um perfil bem distinto entre os voltamogramas
de cada técnica para ENR em concentracio de 4,39 x 10 mol L™}, com correcdo da linha de

base.
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Figura 31 — Comparagdo dos voltamogramas obtidos com o eletrodo CB/GCE em solugdo de
tampdo fosfato 0,1 mol L™! (pH = 7) contendo ENR 4,39 x 10™* mol L™! pelas técnicas (—)
LSV (¥=100mVs™'), (—)DPV (v=25mV s }; amplitude de modulagdo = 100 mV; tempo
de modulacio = 0,02 s) e (—) SWV (frequéncia = 10 Hz; amplitude de modula¢do = 90 mV;

incremento de potencial = 5 mV).

30 _ —— LSV

— DPV
— SWV

20 -

I/ uA

10 +

O T T T
0,6 0,8 1,0 1,2
(Evs. Ag|AgCI|KCI 3,0 mol L)/ V

Fonte: prépria autora.

Os ensaios para verificar a correspondéncia entre concentracdo de ENR na solugdo e
corrente de oxidagdo com o emprego de cada técnica foram executados com adi¢des
consecutivas de uma solugdo-estoque de ENR a célula eletroquimica, que variaram a
concentracdo da solucdo na célula na faixa entre 4,98 x 10 a 9,17 x 10* mol L', O
APENDICE B e o APENDICE C exibem os voltamogramas e os pontos das adicdes de ENR
para DPV e SWYV, respectivamente. Ainda que tenham exibido correntes de pico mais
intensas em comparacao com a LSV, tanto os ensaios com DPV quanto os ensaios com SWV
mostraram resultados insatisfatérios quanto a correspondéncia da variacdo da corrente em
relacdo ao aumento da concentracdo de ENR, correspondéncia essa que foi notada fortemente
nos ensaios realizados com LSV. Com as duas técnicas de pulso nao foi possivel desenvolver
uma curva analitica aceitdvel para o CB/GCE, considerando os padrdes de ajuste linear
adequados para um método analitico. Uma possivel explicagdo para esse fendOmeno é
fornecida pela discussdo aprofundada de Canales; Peralta; Antilen (2019), que compararam a
resposta de um GCE para a determinacao de ENR com o emprego de CV e SWV. Os ensaios

comparativos abarcaram uma faixa de concentracdo entre 30,0 e 300,0 umol L™! de ENR em
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solucdo de eletrélito suporte de tampao fosfato-salino com pH = 7,0. Em concordancia com os
ensaios descritos nesta dissertacdo, os pesquisadores relataram que a andlise de concentragdes
varidveis de ENR por SWV ndo demonstraram uma resposta linear em concentracdes acima
de 30,0 pmol L', Canales; Peralta; Antilen (2019) justificaram a ocorréncia desse
comportamento pela provavel saturacao do eletrodo de trabalho que causou a diminuicao da
disponibilidade de sitios ativos na superficie do eletrodo, efeito que se tornou mais evidente
com as condi¢des de leitura da técnica SWV. Logo, foi suposto que o transporte difusional
nao foi suficiente para retornar o analito oxidado ao seio da solugdo, o que limitou o0 aumento
da corrente faradaica com o aumento da concentragdo de ENR. Os pesquisadores relataram
ainda que observaram uma corrente limitante a partir de 100 umol L™!, o que pode corroborar
o declinio considerdvel da I, no voltamograma relativo a concentracdo de 3,54 x 10™*mol L™
observado nas andlises por SWV desta dissertagdo. Os ensaios com CV, no entanto,
mostraram uma resposta diretamente proporcional das varidveis.

Em relacdo aos dois picos de oxidacdo, foi notado um padrdo interessante nos
voltamogramas de DPV e SWV (Figura 31). Nas duas técnicas, em concentracdes abaixo de
2,68 x 10*mol L™! o primeiro pico, com E, préximo a +0,85 V, apresentou corrente de pico
mais elevada que o segundo pico, com E, proximo a +0,95 V. Com o aumento da
concentracdo de ENR, a partir desse ponto, foi observado entdo um nivelamento entre as
correntes de pico de ambos os picos, nas concentragdes entre 3,54 x 10%a 4,39 x 10 mol
L' na DPV e entre 3,54 x 10%a 522 x 10* mol L' na SWV. Nas concentragcdes acima
dessas, o segundo pico passou a exibir maiores /I, para ambas as técnicas.

Essa alternincia de aumento de I, entre os picos também pode ser explicada por um
apontamento de Canales; Peralta; Altilen (2019). Os pesquisadores recordaram que a eletro-
oxidacdo da ENR € um processo de dois passos, no qual primeiramente a ENR € oxidada a
CIP, que € entdo oxidada ao produto final trihidroxilado. Portanto, o aparecimento desses dois
picos poderia ser atribuido a oxidacdo da ENR e a oxidacdo da CIP, respectivamente.
Propuseram, a partir dessa observacdo, que as duas espécies competem para ser oxidadas na
superficie do eletrodo, sendo a ENR mais suscetivel a oxidacdo. Logo, em concentracdes
menores, ocorreria somente a oxidacdo da ENR, sendo notado o aparecimento de dois picos
na faixa entre 100,0 a 250,0 umol L. Os pesquisadores propuseram que pode haver duas
explicacdes para o aparecimento de somente um pico nas leituras de concentra¢cdes menores: a
de que a passagem de ENR« CIP ocorre com uma velocidade de reacdo maior ou que o sinal
de oxidacdo da CIP ao produto trihidroxilado é bem menor e ndo reconhecivel devido a

capacitancia do sistema ou a evoluc¢ao do oxigénio da solugao.
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Tendo em conta as explicacdes de Canales; Peralta; Antilen (2019) e a observacdo do
comportamento da corrente de oxidacdo da ENR com as técnicas de DPV e SWV, ha
evidéncias para a suposi¢do de que, neste estudo, o pico unico visivel nas concentracdes
menores seria relacionado a oxidacdo da ENR a CIP e que o segundo pico, que se torna cada
vez mais visivel com o aumento da concentracdo de ENR, seja relacionado a oxidacdo da CIP
ao produto trihidroxilado. Logo, considerando essas suposicdes, optou-se pela continuidade
dos estudos seguintes com a técnica de LSV, que mostrou melhores parametros de

correspondéncia das varidveis e ajuste linear mais adequado.

5.5 Determinacido de ENR por LSV

Com a constatacdo da técnica voltamétrica mais adequada para a analise da oxidacdo
da ENR com o eletrodo CB/GCE, seguiram-se estudos referentes a variacdo da concentracao
do analito na célula para a construcao da curva analitica. Aliquotas de solu¢do-padrao de ENR
foram pipetadas na solucdo em intervalos regulares, intercalados com 1 minuto de agitagcdo
mecanica entre cada leitura. As concentracdes de ENR na célula variaram na faixa de 2,5 x
10°a 9,2 x 10* mol L', conforme expresso na Figura 32. Observou-se, portanto, uma
correspondéncia linear entre a corrente de pico anddica e a concentracdo de ENR na célula em
duas faixas distintas, o que pode ser verificado na insercdo da Figura 32. A percep¢do de duas
faixas lineares de resposta para a ENR jd era conjecturada pela avaliacdo de estudos de
determinagdo eletroquimica desse analito e de outras fluoroquinolonas na literatura (Doan e?
al., 2024a; Lu et al., 2021; Meireles et al., 2024; Yu; Yang; Yang, 2024). As faixas lineares
correspondentes foram de 2,5 umol L™ a 57 umol L™! (m) € 57 umol L™ 2 920 umol L' (e),
condicionadas pelas equacOes das regressOes lineares subsequentes (Eq. 7 e Eq. 8,

respectivamente).

Figura 32 — Voltamogramas de varredura linear obtidos com o CB/GCE em solugdo de
tampdo fosfato 0,1 mol L' (pH = 7,0) contendo diferentes concentracdes de ENR: (1) 0,0
(branco), (2) 2,5 umol L™, (3) 9,9 umol L™, (4) 19,6 umol L', (5) 38,5 umol L, (6) 56,6
umol L1, (7) 90,9 umol L7, (8) 180,2 umol L%, (9) 267,9 umol L™, (10) 438,6 umol L},
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(11) 603,4 umol L1, (12) 762,7 umol L' e (13) 916,7 umol L. v = 100 mV s™'. Insercdo:

curva analitica correspondente.
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Fonte: prépria autora.
I, / uA = (0,4540,04)c(ENR) / umol L ™! + (6,08+1,4), r = 0,990 (Eq.7)
I,/ pA = (0,05620,001)c(ENR) / pmol L ™! + (28,9£1,2), r = 0,998 (Eq. 8)

Os coeficientes angulares apresentados em Eq. 7 (0,45 uA L umol™!) e Eq. 8 (0,056
uA L umol ) mostram sensibilidade maior do sensor na primeira faixa de concentracio da
curva. Os valores de r = 0,990 e r = 0,998 evidenciaram uma correlagdo forte entre
concentracdo de ENR e corrente de pico anddica no sensor proposto. Os coeficientes de
determinagdo, encontrados no ajuste linear das curvas, indicam que o modelo explica a
variagdo da concentragdo pela variacdo da corrente em aproximadamente 97,4% na primeira
faixa e 99,6% na segunda faixa de concentracdo. Com os dados da primeira faixa da curva
analitica, que abrange menores concentracdes de ENR na amostra, foi possivel calcular uma
estimativa de LOD e LOQ para método proposto, seguindo as férmulas apresentadas em Eq. 9

e Eq. 10.

3 xXSD
LOD =

(Eq.9)
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10 xSD
Loq = (Eq. 10)

Acima, SD representa o desvio-padrao de 10 medidas consecutivas sem a adi¢do do
analito de interesse e s representa o coeficiente angular da primeira faixa da curva (0,45 uA L
umol ). A partir desses célculos o LOD obtido foi de 2,05 umol L™ e o LOQ foi de 6,84
umol L', Este resultado sinaliza que o método proposto para determinagio eletroquimica da
ENR foi capaz de determinar a ENR com sensibilidade em duas faixas lineares, ainda que o
limite de detec¢do ndo sejam tdo baixo quanto os de outros métodos na literatura, que
empregam nanoparticulas metédlicas e materiais carbondceos reconhecidamente mais
condutivos (Tabela 8). No entanto, € notavel a diminuicio do LOD em comparacdo aos
trabalhos que utilizaram somente o GCE, sem filmes modificadores (Antilén et al., 2017,
Canales; Peralta; Antilen, 2019). Isso contribui para poder afirmar que o sensor proposto ja
exibe uma melhora considerdvel na determinacdo de ENR, mesmo com uma modificacdo
relativamente simples. Somam-se como vantagens a fabricagdo simples e rapida do filme, a
ado¢do de material condutivo de baixissimo custo e em fracdo infima na composi¢do da
dispersdo modificadora, a utilizacdo de reagentes mais amigdveis ao meio ambiente na
confeccdo do filme (quitosana), além de ndo gerar mais gastos energéticos adicionais na
sintese do material modificador, visto que o CB ja é um material fabricado em escala

industrial e facilmente disponivel para compra.
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Tabela 8 — Métodos voltamétricos de determinacao da ENR reportados na literatura.

Faixa linear

Eletrodo Técnica Amostras Referéncia
(umol L)
CoCH-6 h/GCE? Cronoamp. 0,5-65 Carne suina Yu et al. (2024)
Fe;04.NPs/MWCNTSs/
CPE’ DPV 0,1-10 Ovos, leite, frango e mel Khaloo et al. (2015)
GCE (Y 30-300 Solo Antilén et al. (2017)
CV;
GCE 3,0-10 Solo Canales et al. (2019)
SWvV
) ) Karuppusamy et al
CW/RGO/GCE* Cv 0,001-115 Leite, dgua de rio
(2022)
2,5-57; j
CB/GCE LSV Agua de rio, leite e mel Este trabalho
57-920

2 Carbonato de cobalto 6h de aquecimento/Eletrodo de carbono vitreo; ® Nanoparticulas de 6xido de ferro (I1,III)/
Nanotubos de carbono multicamadas/Eletrodo de pasta de carbono; ¢ Tungstato de cdlcio/Oxido de grafeno

reduzido/Eletrodo de carbono vitreo.

5.6 Determinacao de ENR em amostras de agua de rio, leite e mel

Para atestar a confiabilidade do sensor eletroquimico desenvolvido para a
determinacdo de ENR, foram eleitas amostras de dgua natural e produtos alimenticios
minimamente processados. Selecionou-se uma amostra de dgua de rio filtrada, uma amostra
de leite UHT comercial e uma amostra de mel de abelhas também vendida comercialmente.
Ensaios de recuperacdo da ENR nas amostras consideradas evidenciaram que a curva analitica
previamente proposta se mostrou adequada para a determina¢do de ENR adicionada a dgua de
rio. Por outro lado, a complexidade das amostras de leite e mel exigiram que fosse
desenvolvida uma curva analitica matrizada especifica para cada uma, visto que os ensaios
prévios de recuperacdo da ENR nessas matrizes ndo foram satisfatorios.

O desenvolvimento da curva analitica das amostras contendo leite foi seguido

conforme explicitado anteriormente nos ensaios da curva analitica de ENR em soluc@o aquosa
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de tampao fosfato. Aliquotas com quantidade de matéria crescente foram adicionadas na
amostra, com leitura instrumental apds cada adicao e agitagdo mecanica antes de cada leitura.

A Figura 33 exibe o perfil dos voltamogramas de varredura linear e a curva analitica
resultante, seguida pelas equacdes de regressao linear das duas faixas de concentra¢do, menor

(Eq. 11) e maior (Eq. 12).

Figura 33 — Voltamogramas de varredura linear obtidos com o CB/GCE em amostra de leite
diluida em solucdo de tampao fosfato 0,1 mol L' (pH = 7,0), em 1:9 (v/v), contendo
diferentes concentracdes de ENR: (1) 0,0 (branco), (2) 19,6 umol L', (3) 38,5 umol L', (4)
56,6 umol L', (5) 90,9 umol L', (6) 180,2 umol L', (7) 438,6 umol L, (8) 603,4 pumol
L, (9) 762,7 umol L' e (10) 916,7 umol L. v = 100 mV s™!. Inser¢do: curva analitica

correspondente.
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Fonte: prépria autora.
I, / uA = (0,11£0,008)c(ENR) / umol L™! + (13,8+0,6), r = 0,991 (Eq. 11)
I, / uA = (0,040£0,001)c(ENR) / umol L™! + (25,8+0,8), r = 0,998 (Eq. 12)

Seguindo a tendéncia da curva analitica da Figura 30, duas faixas de resposta linear
foram obtidas: 19,6 pmol L' a 180,2 umol L ™! (m) e 180,2 umol L™'a 916,7 umol L™! (e). Os
coeficientes angulares de Eq. 11 e Eq. 12 mostraram maior sensibilidade do método na faixa

de menor concentragdo da curva, assim como verificado apenas em tampao. Ainda que a
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sensibilidade do sensor tenha decaido nas amostras de leite, conforme o esperado
considerando as caracteristicas dessa matriz, foi possivel verificar um ajuste satisfatério do
modelo em ambas as faixas de concentracdo, sendo, 97,7% na primeira faixa e 99,5% na
segunda faixa. A correlacdo entre as varidveis foi forte nos dois seguimentos da curva (r =
0,991 e r = 0,998, respectivamente), afirmando a correspondéncia entre concentracdo de ENR
e corrente de pico. Os limites de deteccdo e quantificagdo foram calculados conforme Eq. 9 e
Eq. 10 e apresentaram valores de 5,20 umol L' e 17,3 umol L.

Conforme exibido na Tabela 5, a regulamentacdo n°37/2010 da Unido Européia (The
European Commission, 2010) estabelece que o limite residual mdximo da soma de ENR e
CIP em amostras de leite de vacas é de 100 pg/kg, enquanto a FDA ndo regulamenta um
limite especifico de ENR para esse alimento (Food and Drug Administration; Department of
Health and Human Services, 2024a). No Brasil, a Instrucao Normativa n°17, de 31 de maio de
2013, apresentada pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento para a regulacio
das quantidades de contaminantes e residuos em matrizes de origem animal (Brasil, 2013)
estabelece o limite de 100 ug/L de ENR e CIP somados. Considerando o valor estimado de
densidade relativa do leite desnatado como 1,035 g/mL (Agéncia Embrapa de Informagao
Tecnolégica - Ageitec, 2021) os limites podem ser convertidos para 2,06 x 10”7 mol L
(Unido Européia) e 2,78 x 1077 mol L™! (Brasil), ambos valores abaixo do LOD calculado
para a curva analitica da amostra de leite. Logo, € possivel concluir que somente
concentracdes de ENR que sejam a partir de uma década maior que os limites méaximos
permitidos pelos 6rgdos regulamentadores poderiam ser adequadamente determinadas pelo
método proposto, até o limite da segunda faixa da curva analitica.

A curva analitica do mel de abelhas (Figura 34) foi construida seguindo a mesma
metodologia de adi¢cdes consecutivas de ENR relatada nas curvas anteriormente exibidas.
Essa curva também apresentou dois segmentos lineares, sendo um na faixa entre 2,5-56,6
umol L™! (m) e o outro na faixa entre 90,9-916,7 umol L™! (®). As equagdes do ajuste linear

de ambas as faixas sdo exibidas na Eq. 13 e Eq. 14, respectivamente.

Figura 34 — Voltamogramas de varredura linear obtidos com o eletrodo CB/GCE em amostra
de mel completada com solu¢do de tampao fosfato 0,1 mol L! (pH = 7,0), em 1:20 (m/v),
contendo diferentes concentracdes de ENR: (1) 0,0 (branco), (2) 2,5 umol L™}, (3) 9,9 umol
L', (4) 19,6 umol L, (5) 38,5 umol L™}, (6) 56,6 umol L', (7) 90,9 umol L', (8) 180,2
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umol L1, (9) 267,9 umol L, (10) 438,6 umol L ™!, (11) 603,4 umol L', (12) 762,7 umol L™!

e (13)916,7 umol L™!. v = 100 mV s, Insercdo: curva analitica correspondente.

100 8o;
4 <(1 60
80 { ~=4o-
201 f
<€ 60 - 0 300 600 900
\3- ] ¢(ENR) / umol L

06 08 10 12
(Evs. Ag|AgCIIKCI 3,0 mol L) / V

Fonte: prépria autora.
I, / uA = (0,26£0,02)c(ENR) / umol L ™! + (13,9+0,3), r = 0,992 (Eq. 13)
I, / uA = (0,067£0,002)c(ENR) / umol L™ + (28,1%0,9), r = 0,998 (Eq. 14)

A partir da observagdo dos coeficientes angulares de Eq. 13 e Eq. 14 notou-se uma
maior sensibilidade do método na faixa de menor concentracdo da curva, seguindo a
tendéncia percebida nas curvas das amostras de 4gua de rio e de leite. A sensibilidade também
decaiu nas amostras de mel em comparacgdo a sensibilidade da curva analitica representada em
Eq. 7 e Eq. 8, no entanto o sensor mostrou-se mais sensivel na determinacdo de ENR em
amostra contendo mel do que em amostra contendo leite. Foi possivel verificar um ajuste
satisfatério do modelo em ambas as faixas de concentragdo, sendo, 98,0% na primeira faixa e
99,6% na segunda faixa. A correlacdo entre as varidveis foi forte nos dois seguimentos da
curva (r = 0,992 e r = 0,998, respectivamente), afirmando a correspondéncia entre
concentracdo de ENR e corrente de pico. Os limites de deteccdo e quantificacdo foram
calculados conforme Eq. 9 e Eq. 10 e apresentaram valores de 1,92 umol L' e 6,41 pmol L.

Nao h4 ainda registro de regulamentacdes na Unido Européia ou na U. S. Food and

Drug Administration sobre o limite residual médximo de ENR, ou da soma de ENR e CIP,
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permitido em amostras de mel. A agéncia americana, no entanto, deixa claro que ndo aprova o
uso de cloranfenicol, nitrofuranos ou fluoroquinolonas como medicamentos para o tratamento
de abelhas, o que pode ser verificado em um alerta de importagdo publicado recentemente
(Food and Drug Administration; Department of Health and Human Services, 2024b). No
Brasil, a Instrucdo Normativa n°® 51 de 19 de dezembro de 2019 preconiza limites méximos de
residuos (LMR) em amostras de mel para somente dois medicamentos veterindrios: Amitraz
(200 pg/kg) e Coumatos (100 pg/kg) (Ministério da Saude; Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, 2019).

Apesar da escassa legislacdo sobre o controle de antibiéticos no mel, existem alguns
antimicrobianos aprovados para a administracio nos casos de infestacdo bacteriana em
colOnias de abelhas. Contudo, alguns apicultores insistem na aplicagdo de medicamentos
veterindrios proibidos, caso das fluoroquinolonas (de Souza et al., 2022). Uma publicagdo do
Centre for Science and Environment da India reportou a andlise por HPLC-DAD-FLD de 12
amostras de mel (10 indianas e 2 importadas) das quais 10 exibiram niveis detectdveis de
ENR, variando entre 10,9 a 144,8 ng/kg (Johnson et al., 2010).

Apds o desenvolvimento da curva analitica para cada tipo de amostra, foram
executados ensaios de recuperacdo da ENR em cada matriz. Para isso, as amostras foram
fortificadas com o analito em dois niveis de concentrac¢do. Os resultados das concentracdes de
ENR calculadas pela equacdo das respectivas curvas analiticas, a porcentagem de recuperagao
e o desvio-padrdo relativo (RSD) entre os valores adicionados e recuperados podem ser
conferidos na Tabela 9. As porcentagens das recuperagdes foram satisfatorias, com valores

entre 94,4 a 105,02 % e desvio-padrao relativo méximo de 10,42%.

Tabela 9 — Resultados obtidos por LSV com o eletrodo CB/GCE para a determinacdo de

ENR em diferentes amostras fortificadas.

1
¢(ENR) / pmol L Recuperacio RSD

(%) (%)

Amostra

Adicionada Encontrada

Agua de rio 47,6 45,0 94,45 2,89
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522,0 524,0 100,43 9,09

47,6 50,0 105,02 1,99
Leite

522,0 542,0 103,93 0,23

47,6 48,6 102,01 10,42
Mel

522,0 53,0 102,30 4,77

Fonte: prépria autora.

5.7 Estudos de interferentes

A despeito de as andlises anteriores terem sido realizadas considerando-se a
complexidade das matrizes de determinacdo da ENR, um estudo dos possiveis interferentes
em concentragdes considerdveis mostrou-se necessdrio para a legitimacao da seletividade do
Sensor.

Para os ensaios de LSV, foram selecionadas 11 substincias concomitantes
normalmente encontradas em amostras de dgua de rio, leite e mel, que foram adicionadas a
célula nas proporcdes de 1:1 e 1:10 (ENR:interferente), respectivamente. Observou-se, entao,
as porcentagens do erro gerado na comparacdo entre corrente de pico da solugdo contendo
apenas ENR e corrente de pico da solucdo composta por ENR junto aos possiveis
interferentes (Tabela 10). Como esperado, a ciprofloxacina foi o interferente que exibiu maior
erro positivo em concentracdo mais elevada (+106,63%), o que pode justificar a adogao da
soma de CIP e ENR nas regulamentacdes de limites maximos de residuos anteriormente
discutidas. Em nivel 1:1 de concentragdo, com excecdo do 4cido ascorbico e da
ciprofloxacina, os erros ndo ultrapassaram 10%, na dire¢do positiva ou negativa. Com
concentracdo 10 vezes maior, os interferentes, com exce¢ao da ciprofloxacina, exibiram erros
entre —16,54 (glicose) e +10,25 (acido ascorbico).

A interferéncia excessiva da CIP, que causa o aumento do sinal analitico da ENR,
pode ser explicada pelo deslocamento do equilibrio ENR «» CIP, ji presente na solugdo,
devido ao fato da CIP ser um subproduto da primeira oxidacdo da ENR. No sistema em
equilibrio formado na solugdo, a adi¢cdo de CIP, principalmente em grandes concentragdes,
acarreta o deslocamento das reagdes na dire¢do reversa e, consequentemente, aumenta o sinal

analitico da ENR (Canales; Peralta; Antilen, 2019).
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Tabela 10 — Erros percentuais obtidos para ENR 4,76 x 107> mol L™! em solucdo de tamp3o
fosfato 0,1 mol L! (pH = 7,0) na presenca de substincias concomitantes tipicamente

encontradas em amostras de d4guas naturais, leite e mel.

Proporc¢ao
Substincia concomitante E*(%)
analito:concomitante

1:1 +3,18
Catecol

1:10 —11,60

1:1 —1,00
fons Ca?* e Mg?*

1:10 -12,64

1:1 —2,68
fon CO3?

1:10 —8,80

1:1 —1,68
fon Fe3* e Cd?*

1:10 —8,81

1:1 =7,17
fon K+

1:10 —14,42

1:1 —4,90
Na*

1:10 —12,55

1:1 +12,31
Ciprofloxacina

1:10 +106,63

1:1 —8,09
Glicose

1:10 —16,64

1:1 +10,01
Acido ascérbico

1:10 +10,25

Fonte: prépria autora.

5.8 Estudos de repetibilidade

A estabilidade da dispersao modificadora e a precisdo de resposta do sensor a ENR
foram verificadas através de ensaios realizados em intervalos de horas e de dias, conforme

relatado na Secdo 4.5. Para isso, foram escolhidas duas concentra¢cdes de ENR, cada uma
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dentro de uma faixa de linearidade da curva de analitica padrdao. A Tabela 11 exibe os
desvios-padriao relativos das correntes de pico verificadas nesses estudos. Os RSD com
valores entre 8,11 a 12,96 % sao justificaveis e, em certo ponto, satisfatorios, visto que €
exigida a preparacdo de um novo eletrodo a cada ensaio, sob condigdes varidveis de
temperatura do ambiente e umidade do ar, além de outros condicionantes capazes de interferir

na secagem do filme de CB.

Tabela 11 — Resultados obtidos nos ensaios de repetibilidade intra-dia e inter-dias para o

sensor CB/GCE.

RSD (%)
Intra-dia Inter-dias
¢(ENR) / umol L!
(n=15) n=3)
47,6 12,96 11,51
5220 4,70 8,11

Fonte: prépria autora.
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6 CONCLUSOES

O trabalho proposto apresentou o desenvolvimento de um sensor eletroquimico para a
determina¢do do antibidtico veterinario ENR em amostras de dguas naturais e alimenticias.
Com esse intuito, um eletrodo de carbono vitreo foi modificado com um filme polimérico de
nanoparticulas de CB, que foram morfologicamente e estruturalmente caracterizadas. O
sensor modificado foi entdo submetido a caracterizagdes eletroquimicas por voltametria
ciclica, que mostraram melhora considerdvel do sinal analitico e cinética favorecida no
eletrodo com CB em comparagdo ao eletrodo sem modificacdo. Em seguida, estudou-se a
resposta eletroquimica da ENR e parametros de andlise como pH e técnica voltamétrica foram
otimizados. A partir dessas otimizagdes definiu-se o pH = 7,0 e a leitura por LSV como as
condi¢des mais favordveis para a utilizacdo do sensor.

Com os parametros de leitura definidos, seguiu-se a construcdo das curvas analiticas
padrao e especificas para cada matriz de andlise e posterior estudo da recuperacdo de ENR em
cada uma delas. A curva analitica para dgua de rio apresentou LOD de 2,05 pmol L' e
recuperagdo de ENR de 94—100%. A curva analitica do leite apontou um LOD de 5,20 pmol
L', com 104-105% de recuperacio de ENR nessa matriz. O LOD estimado pela curva
analitica do mel foi de 1,92 umol L™!, com porcentagens de recuperaciio de aproximadamente
102%. Destaca-se que esses resultados foram obtidos com as amostras de dgua de rio, leite e
mel in natura, sem submissdo a processos prolongados de extragdo com solventes organicos.

Os estudos de possiveis interferentes em dois niveis de concentracdo mostraram uma
mudanca de corrente significativa com a adi¢ao de ciprofloxacina, um produto da reacdo de
oxidacdo da ENR. Os desvios relativos verificados nos estudos de repetibilidade intra-dia e
repetibilidade de fabricagdo (inter-dias) foram aceitdveis, considerando as limitacdes causadas
por varidveis que podem interferir na fabricacio desse tipo de eletrodo modificado.

Apesar de o sensor desenvolvido ndo alcangar o minimo valor do limite residual
méaximo de ENR preconizado pelos 6rgdos regulamentadores, as faixas de determinacdo de
ENR foram amplas, o que pode adequar o sensor para o uso em anélises de pré-triagem. Cabe
ressaltar que o sensor proposto apresentou resultados promissores e vantagens relativas a
economia de recursos e processos, além de rapidez e simplicidade das andlises. Com vista as
perspectivas de pesquisa e proximos passos para a melhoria do sensor, estudos de pré-
concentracdo da ENR nas amostras, incorpora¢do de nanoparticulas de metais ou de outros
materiais carbondceos em combinacdo com CB na dispersio modificadora ou mesmo uma

mudanca do tipo de eletrodo, como os SPE que favorecem a andlise point of care, podem ser
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considerados para o desenvolvimento de novos sensores para a ENR. Também mostra-se
necessdria a busca de estratégias para diminuir a interferéncia da CIP para possivel

determinac¢do simultanea da ENR com outras fluoroquinolonas.
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APENDICE B - Voltamogramas DPV

Apéndice A — Voltamogramas de pulso diferencial obtidos com o eletrodo CB/GCE em
solucdo de tampdo fosfato 0,1 mol L™! (pH = 7,0) contendo concentracdes crescentes de ENR.

v = 100 mV; amplitude de modulacdo = 100 mV; tempo de modulacdo = 0,02 s.
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Fonte: prépria autora.
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APENDICE C - Voltamogramas SWV

Apéndice B — Voltamogramas de onda quadrada obtidos com o eletrodo CB/GCE em solucio
de tampdo fosfato 0,1 mol L—1 (pH = 7,0) contendo concentracdes crescentes de ENR.

Frequéncia = 10 Hz; amplitude de modulacdo = 90 mV; incremento de potencial = 100 mV.
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APENDICE D - Correlacdes com o termo “sensores eletroquimicos”

Apéndice C — Distribuicdo por cores baseada na incidéncia das palavras-chave em periodo

anual, com destaque nas coocorréncias ligadas ao termo “sensores eletroquimicos”.
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