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RESUMO

A urbanizag@o e a industrializagdo levaram ao aumento da produgo de inimeros compostos que sdo consumidos
e descartados diariamente por milhdes de pessoas em todo o mundo, o que gerou uma contaminagao continua de
diversos ambientes. Como resultado, a presenga de contaminantes emergentes como o acetaminofeno (AP) e o
17p-estradiol (E2) em diferentes matrizes ambientais se tornou motivo de preocupagdo publica e ambiental. O AP
¢ principio ativo de medicamentos da classe dos anti-inflamatérios ndo esteroides, enquanto o E2 é considerado
um hormoénio feminino pertencente a classe dos esteroides naturais. Estes compostos estdo presentes em
medicamentos comuns ¢ sdo descartados indevidamente pela populagao. No entanto, AP ¢ E2 representam riscos
tanto para a saude como para o ambiente, com potencial para agirem como desreguladores endocrinos. Portanto,
torna-se crucial desenvolver métodos analiticos sensiveis e de baixo custo para o monitoramento in loco destes
compostos. Nesse sentido, a tecnologia de impressdo 3D vem se consolidando como um método simples e
acessivel para o desenvolvimento de novos sensores eletroquimicos devido as suas inimeras possibilidades de
aplicagdo, facilidade de customizagdo e fabricagdo sob demanda. Filamentos condutores baseados em acido
polilatico (PLA) combinados com as propriedades condutoras de aditivos de carbono, como negro de fumo (CB —
do inglés, carbon black) tém sido empregados na fabricagdo de sensores. Esses materiais sdo economicamente
viaveis e considerados biodegradaveis, possuindo caracteristicas sustentaveis. Porém, esses filamentos sdo
predominantemente compostos por PLA, necessitando de condicionamento de superficie para aplicagcdes
eletroanaliticas. A ativag@o eletroquimica por NaOH tem sido amplamente empregada, pois remove seletivamente
o PLA da superficie através da reacdo de saponificacdo, garantindo a integridade do material condutor e 6timo
desempenho analitico. Neste trabalho foi utilizada uma impressora 3D para o desenvolvimento de sensores
eletroquimicos. Esses sensores foram projetados para conter eletrodos de trabalho, pseudo-referéncia e contra
eletrodo usando um filamento condutor de negro de fumo-acido polilatico (CB/PLA) em um substrato ndo
condutor de acrilonitrila butadieno estireno (ABS) usando a impressdo por modelagem de deposicao fundida. Sob
condigdes otimizadas, os sensores foram ativados eletroquimicamente (solugdo de NaOH 1,0 mol L™}, +1,2 V vs.
carbon black, 900 s), degradando o PLA na superficie do eletrodo e expondo o material condutor. A superficie do
sensor foi caracterizada por técnicas eletroquimicas, microscopicas e espectroscopicas, apresentando uma maior
exposicdo do CB, aumento na area superficial e aprimoramento da condutividade. Em estudos de voltametria
ciclica, observou-se que AP apresentou comportamento eletroquimico quase-reversivel, enquanto o E2 apresentou
comportamento irreversivel, com ambos os processos controlados por difusdo. O método analitico foi otimizado
visando maior sensibilidade a ambos os analitos na superficie do sensor 3D PLA/CB. As seguintes condi¢des
foram selecionadas: solugdo tampdo Britton-Robinson 0,10 mol L™ (pH 3,0), voltametria de onda quadrada
(frequéncia 3,0 Hz, incremento de varredura 5,0 mV e amplitude 50 mV). A curva de calibragido para AP e E2 foi
construida na faixa de concentragdo de 0,50 a 25 umol L' ¢ 0,75 a 50 pmol L', respectivamente. O limite de
detecgdo obtido para AP foi de 0,15 umol L™!, enquanto para E2 foi de 0,23 pmol L™!. O sensor 3D PLA/CB foi
aplicado na determinacdo simultanea in loco de AP e E2 em amostras de agua da regido costeira de Florianopolis,
Brasil, conhecida pelo turismo e pela produgao de ostras e mariscos. Os resultados demonstraram que o sensor 3D
proposto em conjunto com um potenciostato portatil acoplado a um smartphone serve como uma ferramenta 1til
para o monitoramento e determinagao simultanea in loco de contaminantes emergentes em ecossistemas aquaticos,
fornecendo dados com precisdo e exatiddo satisfatorios.

Palavras-chave: sensor 3D, acetaminofeno, 17p-estradiol, desreguladores endocrinos, ecossistema aquatico.



ABSTRACT

Urbanization and industrialization have led to the increased production of numerous compounds, which are
consumed and discarded daily by millions of people worldwide this has generated a continuous contamination of
various environments. As a result, the presence of emerging contaminants such as acetaminophen (AP) and 17§-
estradiol (E2) in different environmental matrices has become a matter of public and environmental concern. AP
is an active principle of medications from the nonsteroidal anti-inflammatory class, while E2 is considered a female
hormone belonging to the natural steroids class. These compounds are present in common medicines, being
improperly discarded by the population, in addition to being excreted by the human body. However, AP and E2
pose risks to both health and the environment, with the potential to act as endocrine disruptors. Therefore, it
becomes crucial to develop sensitive and cost-effective analytical methods for the in loco monitoring of these
compounds. In that regard, the 3D-printing technology has been consolidating itself as a simple and accessible
method for the development of new electrochemical sensors due to its numerous application possibilities, ease of
customization, and on-demand manufacturing. Conductive filaments based on polylactic acid (PLA) combined
with the conductive properties of carbon additives such as carbon black (CB) have been employed for sensor
manufacturing. These materials are economically viable and considered biodegradable, possessing sustainable
characteristics. However, these filaments are predominantly composed of PLA, requiring surface conditioning for
electroanalytical applications. Electrochemical activation by NaOH has been widely employed as it selectively
removes PLA from the surface through the saponification reaction, ensuring the integrity of the conductive
material and optimal analytical performance. In this work, a 3D printer was used for the development of
electrochemical sensors. These sensors were designed to contain a working, pseudo-reference, and auxiliary
electrodes using a conductive filament of carbon black-polylactic acid (CB/PLA) on a non-conductive acrylonitrile
butadiene styrene (ABS) substrate using fused deposition modeling. Under optimized conditions, the sensors were
electrochemically activated (1.0 mol L™' NaOH, +1.2 V vs. carbon black, 900 s), degrading the PLA on the
electrode surface and exposing the conductive material. The sensor surface was characterized by electrochemical,
microscopic, and spectroscopic techniques exhibiting increased exposure of the CB, enhanced surface area and
improved conductivity. In cyclic voltammetry studies, it was observed that AP exhibited a quasi-reversible
electrochemical behavior, while E2 displayed an irreversible behavior, with both processes controlled by diffusion.
The analytical method was optimized aiming for greater sensitivity to both analytes on the surface of the 3D
PLA/CB sensor. The following conditions were selected: 0.10 mol L™! Britton-Robinson buffer (pH 3.0), square
wave voltammetry (frequency 3.0 Hz, scan increment 5.0 mV and amplitude 50 mV). The calibration curve for
AP and E2 was built in the concentration range of 0.50 to 25 umol L ™! and 0.75 to 50 umol L', respectively. The
obtained detection limit for AP was 0.15 umol L™, while for E2, it was 0.23 umol L™!. The 3D PLA/CB sensor
was applied to the in loco simultaneous determination of AP and E2 in water samples from the coastal regions of
Florianopolis, Brazil, known for tourism and oyster and shellfish production. The results demonstrated that the
proposed 3D sensor, together with the portable potentiostat coupled to a smartphone, serves as a useful tool for
on-site monitoring and simultaneous determination of emerging contaminants in aquatic ecosystems, providing
satisfactory data with accuracy and precision.

Keywords: 3D sensor, acetaminophen, 17p-estradiol, endocrine disruptors, aquatic ecosystem.
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E — potencial;

E2 — 17B-estradiol;

ECSA (do inglés, electrochemically active surface area) — area superficial eletroquimicamente
ativa;

EDS (do inglés, Energy-Dispersive X-ray Spectroscopy) — Espectroscopia de Energia
Dispersiva de Raios-X;

EIS (do inglés, electrochemical impedance spectroscopy) — espectroscopia de impedancia
eletroquimica;



EPA — (do inglés, Environmental Protection Agency) Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos;

Epo — potencial de pico de oxidacao;
ETEs — estacOes de tratamento de efluentes;
FDM (do inglés, fused deposition modeling) — modelagem de deposicao fundida;

FEG — SEM (do inglés, Field Emission Gun — Scanning Electron Microscopy) — Microscopia
Eletronica de Varredura com Fonte de Emissao de Campo;

GC-MS (do inglés, Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry) — cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa

HPLC-DAD (do inglés, High Performance Liquid Chromatography-Diode Array Detector) —
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplado com detector de arranjo de diodos;

I — corrente;

IBGE — Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica;

Ipa — corrente de pico anddica;

Iy — corrente de pico catddica;

Isw — corrente resultante na voltametria de onda quadrada;

K%bs — (do inglés heterogeneous electron transfer rate constant) — constante de velocidade
heterogénea;

KPFM (do inglés, Kelvin Probe Force Microscopy) — Microscopia de For¢a de Sonda Kelvin;

LC-HRMS (do inglés, liquid chromatography coupled to high-resolution mass spectrometry)
— cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa de alta resolugao;

LOD (do inglés, limit of detection) — limite de detec¢ao;
LOQ (do inglés, limit of quantification) — limite de quantificacao;

MWCNT (do inglés, multi-walled carbon nanotubes) — nanotubos de carbono de paredes
multiplas;



P4 — progesterona;

PFASs — substancias per e polifluoroalquil;

PLA (do inglés, polylactic acid) — acido polilatico;

PNS — Pesquisa Nacional de Saude;

p-RE (do inglés, pseudo-reference electrode) — eletrodo de pseudo-referéncia;

Ret (do inglés, resistance to charge transfer) — resisténcia a transferéncia de carga;

RE (do inglés, reference electrode) — eletrodo de referéncia;

Rs — (do ingl€s, solution resistance) — resisténcia da solugao;

RSD — (do inglés relative standard deviation) — desvio padrao relativo;

SD (do inglés, standard deviation) — desvio padrao;

SLA (do inglés, stereolithography) — estereoligrafia;

SLM (do inglés, selective laser melting) — fusao seletiva a laser;

SPE (do inglés, solid-phase extraction) — extracao em fase solida;

SPCE (do inglés, screen-printed carbon electrodes) — eletrodos impressos de carbono;
STL (do inglés, Standard Triangle Language) — linguagem de tridngulo padrao;

SUS - Sistema Unico de Satde;

SWYV (do inglés, square wave voltammetry) — voltametria de onda quadrada;

TEM (do inglés, transmission electron microscopy) — microscopia eletronica de transmissao;

XPS (do inglés X-ray Photoelectron Spectroscopy) — espectroscopia de fotoelétrons excitados
por raios X

WE (do inglés, working electrode) — eletrodo de trabalho.
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1INTRODUCAO

Atualmente, sdo relatadas a ocorréncia da contaminag¢ao continua dos mais diversos
ecossistemas em decorréncia de fatores como a urbanizagao e a industrializagdo. Especialmente
no Brasil, substancias como o acetaminofeno (AP) e o 17-estradiol (E2) sdo frequentemente
encontradas em diferentes ambientes aquaticos. Essas espécies podem causar efeitos adversos
tanto ao meio ambiente quanto a saude humana, possuindo potencial para agirem como
desreguladores endocrinos. Embora uma variedade de técnicas vem sendo reportadas para o
monitoramento dessas substancias, poucas metodologias tém sido desenvolvidas para analises
in loco desses contaminantes. Assim, justifica-se a necessidade do desenvolvimento de
ferramentas analiticas portateis e sensiveis para quantificar simultaneamente compostos
emergentes em tempo real. Neste sentido, os métodos eletroanaliticos oferecem diversas
vantagens como a sua simplicidade, sensibilidade, rapidez operacional e principalmente
portabilidade e miniaturizagdo de seus equipamentos.

A tecnologia de impressao 3D vem se consolidando como uma técnica simples, de facil
customizacdo e baixo custo para o desenvolvimento de novos sensores eletroquimicos. A
versatilidade desta tecnologia permite a rapida preparacdo sob demanda de dispositivos
portateis como microfluidicos, suportes vestiveis/flexiveis, sensores e biossensores a partir de
matrizes de carbono. A impressdo 3D a partir de filamentos termoplasticos, combinado com as
propriedades condutoras dos materiais a base de carbono, apresenta-se como uma rota
promissora para a fabricagdo rapida e de baixo custo de eletrodos 3D.

O filamento comercial de acido polilatico e negro de fumo (PLA/CB) acompanhado de
pré-tratamentos eletroquimicos para construcao de sensores 3D tem se destacado na literatura,
o que pode ser justificado pelas suas caracteristicas vantajosas como baixo custo e
condutividade satisfatoria. Assim, o uso deste tipo de material permite o desenvolvimento de
novas ferramentas analiticas sensiveis, versateis, reprodutiveis, rapidas, com 6tima precisao e

portateis para o monitoramento in loco de substancias de interesse ambiental.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CONTAMINANTES EMERGENTES

O aumento significativo da populacdo tem estimulado o crescimento socioecondmico
global como também a geracdo de residuos. Consequentemente, a presenca de produtos
farmaceéuticos, agroquimicos, ftalatos e desreguladores enddcrinos vem sendo reportada em
diversas matrizes ambientais [1,2]. Esses compostos quimicos sdao atualmente referidos como
contaminantes de preocupacdo emergente (CEs) pelas comunidades cientifica e legislativa [3].
Os CEs sao definidos pela Agéncia de Protegcdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA) como
uma nova substancia quimica ou material para o qual ndo existem normas de saude publicadas
€ se apresenta como uma ameaga percebida, potencial ou real para a saide humana e meio
ambiente [4].

Os CEs podem alcancar os diversos compartimentos ambientais por meio de diferentes
rotas, sendo as estagdes de tratamento de esgoto as principais fontes de dispersdo. Isso ocorre
devido ao tratamento e gestao ineficaz de efluentes combinado com a falta de rigor na
fiscalizagdo regulatdria, contribuindo diretamente para a inser¢do de contaminantes emergentes
em ambientes aquaticos [5—7]. Assim, pesquisas estdo sendo desenvolvidas para monitorar
essas espécies. Os trabalhos reportados na América do Sul revelam niveis mais elevados de
concentracdo de CEs em ambientes aquaticos em comparacao com outros continentes [8,9]. Em
especial no Brasil, o qual detém uma significativa parcela de 18% em relagdo ao total de 31%
dos recursos de dgua doce na América Latina [8,10]. Os dados coletados neste pais indicaram
a presenga de atenolol, ibuprofeno, cefalexina, bisfenol A e principalmente altas concentragdes
de acetaminofeno (do inglés, acetaminophen — AP), 170-etinilestradiol e 17p-estradiol (E2)
na ordem de pug L' em 4guas superficiais, costeiras e rios [3,8].

Portanto, a presenga desses compostos e seus impactos tanto na saiide humana quanto
na de animais tem se tornado um tema de preocupacdo publica e ambiental. Em seres humanos,
problemas como canceres de utero, tireoide, prostata e mama, além de complicacdes na
fertilidade das mulheres, podem ser causados por estes contaminantes. J4 em biomas aquaticos,
a feminizagao das espécies, mudangas comportamentais, disturbios neurologicos, reprodutivos
e imunolédgicos sdo os principais problemas [11,12]. Destaca-se assim, a urgéncia de agdes
efetivas para controlar os impactos adversos desses contaminantes emergentes em ambientes

aquaticos.
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2.1.1 Acetaminofeno (AP)

Acetaminofeno (paracetamol ou N-acetil-p-aminofenol) (AP) (Figura 1) ¢ considerado
o medicamento anti-inflamatorio nao esteroidal mais utilizado no mundo. Quando
metabolizado, pode ser convertido em p-aminofenol e N-acetil-p-benzoquinonaimina gerando
propriedades analgésicas e antipiréticas. E indicado para tratar problemas tais como febre,

resfriado, dores de cabeca ¢ musculares [13—15].

Figura 1. Estrutura quimica do acetaminofeno.

O
HO

O consumo de AP vem alavancando gradualmente nos ultimos tempos, com uma
producao em cerca de 200 mil toneladas por ano [16,17]. Além disso, a recente pandemia global
da Covid-19 (SARS-CoV-2) contribuiu diretamente para o aumento da ingestdo deste
medicamento [18]. O AP tornou-se particularmente importante durante a pandemia, ja que
medicamentos como o ibuprofeno foram inicialmente contraindicados para os pacientes [19].
No entanto, o consumo exacerbado deste medicamento tornou-se tema de preocupacao entre 0s
orgaos de fiscalizacao. Considerando que o AP pode ser vendido sem receita médica em paises
como o Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) observou o uso
indiscriminado deste medicamento para alivio de reagdes apos a vacinagdo contra a Covid-19
[20—22]. Assim, devido ao aumento gradual nos ultimos anos tanto no consumo quanto nas
vendas, o AP vem sendo encontrado no meio ambiente.

O AP pode chegar ao meio ambiente por diversas vias. ApoOs a ingestdo, o AP pode ser
excretado tanto em sua forma nativa quanto metabolizada [13,23,24]. Majoritariamente, o0 AP
¢ liberado em efluentes de empresas farmacé€uticas e também através do descarte inadequado
de excedentes e medicamentos vencidos em pias ou vasos sanitarios [25]. No Brasil, o AP
pertence a lista de contaminantes emergentes que se apresentam como as maiores ameagas para

o ambiente aquatico, sendo principalmente detectado em regides do Rio Grande do Sul e de
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Sao Paulo. Esse composto possui uma frequéncia de detec¢@o em torno de 32% em relagdo aos
principais contaminantes emergentes, sendo o terceiro mais detectado em regides brasileiras
[26]. O AP ¢ persistente em ambiente natural, tem potencial para atuar como desregulador
endocrino e inflige impactos negativos em diferentes ambientes [24]. Em ecossistemas
aquaticos, ¢ um dos principais causadores do aumento da mortalidade e alteragao nos hormdnios
sexuais dos animais, impactando diretamente no desenvolvimento e procriagdo das espécies
[27,28]. Além disso, o consumo por meio da agua e dos alimentos infectados pode causar efeitos
significativos a saude dos seres humanos. A exposicao a longo prazo pode resultar em cancer,
perturbagdo enddcrina, resisténcia a antibidticos e varias doengas cronicas [24].

Okuyama e co-autores [29] realizaram um estudo com o objetivo de identificar e analisar
casos de overdose associados a exposicao de AP no Brasil. Os dados apresentados mostraram
que entre os anos de 2017 a 2020 ocorreram cerca de 5.666 internagdes em hospitais do Sistema
Unico de Satde (SUS) em decorréncia das intoxicagdes por AP. Nas regides estudadas, a maior
incidéncia dos casos foi nas regides Sul e Sudeste. No estado do Parand, a incidéncia foi 3,3
vezes maior (67,2 casos por milhao de habitantes), enquanto em Santa Catarina foi 3,0 vezes
maior (61,6 casos por milhdo de habitantes), em relacdo a média nacional. Assim, torna-se de
extrema importadncia o desenvolvimento de técnicas de baixo custo e sensiveis para o
monitoramento dessa substancia.

Entre as diferentes técnicas analiticas reportadas na literatura para a determinagdo de
AP, destacam-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia, cromatografia gasosa, eletroforese
capilar e eletroquimica [30-32]. Em relagdo a analise por técnica eletroquimica, o AP exibe
excelentes propriedade redox, pois possui em sua estrutura a presenga de um grupo fenol, o
qual € suscetivel a processos reversiveis durante as analises. Este processo ocorre por meio da
reacdo de dois elétrons e dois protons, resultando em sua oxidagdo para N-acetil-p-benzo-
quinonaimina [31,33].

Lisboa et al. (2023) [34] desenvolveram o primeiro dispositivo eletroquimico a partir da
tecnologia de impressao 3D utilizando o filamento condutivo fabricado em laboratorio baseado
na matriz polimérica de acido polilatico (do inglés, polylactic acid — PLA) e grafite para a
determinagdo simultanea de AP e amoxicilina (AMX) em amostras de urina, saliva e plasma.
O sensor 3D foi comparado ao eletrodo de carbono vitreo e apresentou um desempenho
superior, com uma transferéncia de carga cerca de 4 vezes maior. O aumento de corrente foi
associado a rugosidade do sensor composta por folhas de grafite nao uniformes, gerando um
numero maior de sitios ativos livres (3 vezes maior) em comparagao ao valor do eletrodo de

carbono vitreo. A curva de calibragdo foi obtida através das condi¢cdes otimizadas por
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voltametria de pulso diferencial (do inglés, differential pulse voltammetry — DPV) na faixa
linear de trabalho de 4,0 a 12 pmol L™! para ambos os analitos com limites de detecgdo (LOD,
do inglés limit of detection) de 0,80 € 0,51 umol L™ para AMX e AP, respectivamente.

Em outro estudo, Crapnell e co-autores (2024) [35] combinaram as matrizes condutoras
de nanotubos de carbono de paredes multiplas (do inglés, multi-walled carbon nanotubes —
MWCNT) e negro de fumo (do inglés, carbon black — CB) com PLA para produzir um
filamento condutor de alto desempenho. Este filamento foi utilizado no desenvolvimento de
novos eletrodos de trabalho a partir da tecnologia de impressao 3D para determinacao de AP e
fenilefrina. Em comparacdo ao filamento vendido comercialmente, o eletrodo proposto
forneceu uma maior sensibilidade e melhora na taxa de transferéncia de carga entre a superficie
e a solucao, proporcionado pela combinagdo das matrizes carbonaceas condutoras. A curva de
calibracao foi construida por DPV simultaneamente nas faixas lineares de 5,0 a 60 ¢ 5,0 a 200
umol L™! com LOD de 0,04 umol L ™! ¢ 0,38 umol L™! para o AP e fenilefrina, respectivamente.
O sensor proposto foi aplicado em amostras de produtos farmacéuticos.

Outro trabalho recente foi desenvolvido por Dong co-autores [36], onde foi otimizado
um método analitico para a determinagdo simultanea de AP e diclofenaco em aguas residuais
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplado com detector de arranjo de diodos (do
inglés, High Performance Liquid Chromatography-Diode Array Detector — HPLC-DAD). A
separacdo foi realizada usando uma coluna HSR C18 (250 mm x 4,6 mm; 5 pm) com uma fase
movel composta por acetonitrila: ortofosfato de sédio di-hidrogenado na propor¢ao de 60:40
v/v. A taxa de fluxo foi ajustada para 1 mL min !, e a detecgdo foi realizada em 243 nm para o
AP e 276 nm para o diclofenaco. Os tempos de retengao para o AP e o diclofenaco foram de
2,39 e 4,39 minutos, respectivamente. A curva de calibrag¢do foi construida dentro da faixa de
0,01 a 1,0 pg mL~! para o AP e 0,02 a 1,0 pg mL™! para o diclofenaco. Os LODs parao AP e o
diclofenaco foram de 0,003 pg mL ™! e 0,006 ug mL™'. Vale ressaltar que este trabalho utilizou
de uma grande quantidade de solvente para andlise, indo contra os principios da Quimica Verde

e necessitando da infraestrutura de laboratorio, ndo sendo possivel a aplicacdo in loco.
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2.1.2 17B-estradiol (E2)

O estra-1,3,5(10)-trieno-3 conhecido como 17p-estradiol (E2) (Figura 2) ¢ um hormdnio
sexual feminino que desempenha um papel importante no ciclo reprodutivo e menstrual [37,38].
Este hormdnio é encontrado no dia a dia principalmente em medicamentos, sendo essencial
para a manuten¢ao das caracteristicas sexuais femininas, especialmente para casos de reposi¢ao

hormonal ocasionados pela menopausa [39].

Figura 2. Estrutura quimica do 17p-estradiol.

HO

A deficiéncia de hormoénios sexuais vem sendo um dos motivos para o aumento do risco
de depressao entre mulheres pos-menopausa. Conforme as mulheres envelhecem e
experimentam uma diminui¢cdo gradual na fungdo fisica e hormonal, os efeitos do processo de
depressdo tendem a se agravar ao longo do tempo. Portanto, a reposi¢do hormonal emergiu
como uma medida de extrema importancia para atenuar os sintomas depressivos associados a
esse periodo da vida, aumentando o consumo de E2 nos ultimos tempos [39,40]. Além de ser
utilizado em terapia de reposi¢do hormonal, o E2 também ¢ encontrado em medicamentos
contraceptivos [41]. Segundo estudos desenvolvidos no Brasil pela Pesquisa Nacional de Satde
(PNS) e pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em 2019 cerca de 40,6%
das mulheres entre 15 a 49 anos utilizaram a pilula anticoncepcional como método
contraceptivo [42]. Portanto, esses medicamentos vém sendo cada vez mais consumidos na
tentativa de aprimorar a qualidade de vida entre as mulheres.

O aumento dos niveis desta substancia, tanto na forma sintética quanto natural, ¢
detectado em corpos d'agua ao redor do mundo por ser considerada uma espécie bioacumulativa
[43,44]. O E2 ¢ excretado naturalmente pelos mamiferos, podendo chegar em biomas aquaticos
principalmente pelo langamento em esgoto bruto, descarte de medicamentos, produtos

quimicos ou também por aguas residuais de industrias farmacéuticas [10,45]. Apenas uma
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pequena fragdo dos hormdnios ¢ removida em estacdes de tratamento de esgoto convencionais,
de modo que os corpos d'agua sdo continuamente contaminados [45].

Reichert et al. (2019) [8] realizaram um trabalho de revisao com o objetivo de reunir e
resumir informagdes sobre contaminantes emergentes, genes de resisténcia e antibidticos em
matrizes ambientais na América Latina. Assim, um dos compostos frequentemente detectado
em ambientes aquaticos foi o E2, destacando a importancia de seu monitoramento em fontes de
agua, nascentes ou reservatorios. No Brasil, especialmente na regido Sul de Santa Catarina, foi
encontrado o E2 (39,77 ng g ') em cinco dos oito pontos de amostras do sedimento de um
manguezal dentro da area urbana em regido costeira. Em outro estudo realizado no Sul do
Brasil, foram encontrados cinco CEs nas amostras de dgua de rio, sendo que a concentragao
mais alta entre as substancias foi de E2 (0,76 mg L™"). J4 no Nordeste analisaram a remogo de
quatro estrogénios no efluente de cinco diferentes estagdes de tratamento, sendo que a presenca
de E2 foi detectada com a frequéncia de 12% nas amostras [45]. Portanto, a presenca deste
composto em aguas brasileiras ¢ tema de preocupagdo, principalmente por ser um pais com
infraestrutura precaria em relacao a cobertura de coleta e tratamento de esgoto.

O E2 ¢ considerado um desregulador endocrino potente que em quantidades minimas
pode afetar a reproducao de organismos aquaticos, induzindo a feminizagdo de machos através
da inibicdo do desenvolvimento de 6rgdos sexuais [46,47]. Em seres humanos, o consumo
desses animais contaminados pode acarretar em problemas no sistema reprodutivo,
desequilibrios na imunidade celular e nos sistemas humoral, cardiovascular, imunologico e
nervoso [37,38,48].

Uma diversidade de técnicas analiticas pode ser empregada para detectar e quantificar
E2, como por exemplo, a cromatografia liquida de alta eficiéncia, espectroscopia Raman e de
fluorescéncia e técnicas eletroquimicas. No que diz respeito as propriedades redox do E2, é
observada a oxidagao da molécula com a transferéncia de um préton e um elétron. Isso se deve
a oxidacdo irreversivel do grupo hidroxila presente no anel aromatico do E2 para originar o
correspondente derivado cetona [38,48,49].

Com base nessas propriedades redox, Wong et al. (2019) [49] quantificaram E2 em
amostras de urina sintética e agua de rio utilizando um eletrodo impresso de carbono serigratado
sobre uma folha de poliéster modificado com filme de ftalocianina de cobre, CB e Nafion. O
sensor eletroquimico apresentou 6timas intensidades de correntes de oxidagdo do analito, cerca
de 12 vezes superior ao eletrodo impresso nao modificado. Este ganho de corrente foi associado

ao aumento da area superficial e da atividade catalitica na superficie do eletrodo modificado.
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Assim, através da DPV, a curva de calibragdo para o E2 foi obtida na faixa de 80 nmol L'a
7,3 umol L™! com LOD de 5,0 nmol L.

Duarte et al. (2022) [37] quantificaram sequencialmente progesterona (P4) e E2 em
urina sintética, a partir de uma célula eletroquimica miniaturizada contendo eletrodos
fabricados por impressdo 3D combinando dois diferentes filamentos. Na regido dos eletrodos
foi utilizado o filamento condutor de acido polilatico e negro de fumo (PLA/CB) e na regiao
isolante foi utilizado acrilonitrila butadieno estireno (ABS). O eletrodo de trabalho foi
submetido sequencialmente a tratamentos quimicos (solu¢do de DMF) e eletroquimicos
(solugdo de NaOH 0,5 mol L") aplicando potenciais anddicos e catodicos para conduzir a
saponificagdo do PLA em acido latico, removendo a matriz polimérica inerte e expondo os
sitios eletroativos do CB. As curvas de calibracdo foram feitas por DPV em solugdo tampao
Britton-Robinson (pH 10), na faixa de 2,5 a 50 umol L™! para E2 e 12,5 a 75,0 umol L™! para
P4 com LODs de 0,31 € 4,2 umol L™! para E2 e P4, respectivamente.

Musa e co-autores (2023) [50] utilizaram um eletrodo impresso comercial modificado
com oxido de grafeno reduzido e nanotubos de carbono decorados com nanoparticulas de ouro
(rGO-AuNPs/CNT/SPE) para a determinacdo de E2 em amostras de agua potavel. As
nanoparticulas de ouro foram produzidas por meio de um método ecoldgico que utiliza extrato
de planta, eliminando a necessidade de produtos quimicos. O rGO-AuNPs/CNT/SPE
apresentou uma melhora significativa em comparagdo com o SPE ndo modificado e o GO-
CNT/SPE, devido ao aumento da area superficial e condutividade do sensor. A curva de
calibracio foi realizada na faixa de 0,05 a 1,0 pmol L™ por DPV em solucéo tampdo Britton-
Robinson (pH 5,0), e o LOD obtido para E2 foi de 3,0 nmol L.

Vale ressaltar que sensores eletroquimicos estdo sendo desenvolvidos para
determinagdo de contaminantes emergentes (CEs). No entanto, esses estudos ndo possuem o
proposito de desenvolver um método de baixo custo para ser aplicada ao monitoramento in loco
dos CEs, abrindo mdo da inovacdo de utilizar novas tecnologias portateis acopladas a

equipamentos cotidianos, como smartphones e tablets, para analises em tempo real.
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2.1.3 Determinac¢ao simultinea de CEs

Atualmente a determinagao simultanea de CEs ¢ encontrada em sua maioria utilizando
técnicas analiticas como cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (do inglés,
gas chromatography coupled to mass spectrometry — GC-MS) [10], cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massa de alta resolucdo (do inglés, liqguid chromatography
coupled to high-resolution mass spectrometry — LC-HRMS) [51] e eletroanalitica.

Corréa et al. (2021) [10] realizaram a determinacao simultanea de 12 CEs (bisfenol A,
diclofenaco, E2, estriol, estrona, 17a-etinilestradiol, gemfibrozil, ibuprofeno, naproxeno, 4-
nonilfenol, 4-octilfenol e AP) por GC-MS em aguas superficiais da Bacia do Rio Paraopeba em
Minas Gerais. O procedimento analitico foi validado e aplicado a 60 amostras de agua
superficial coletadas em quatro campanhas de amostragem ao longo da bacia hidrografica. Para
a constru¢ao das curvas de calibragdo, foram utilizados de 6 a 7 niveis de concentracio,
variando de 2,5 a 150 ug L™'. O LOD variou de 1,1 a 4,3 ng L™ e as recuperagdes da extragio
variaram de 46,1 a 107,1% para o nivel de concentragio mais baixo adicionado (10 ng L™Y).
Para a extragdo dos compostos das amostras foi utilizada a filtracao e extragao em fase solida
(SPE). Os resultados mostraram um perfil de distribui¢cdo espacial dos compostos, bem como a
influéncia da precipitagdo. Ibuprofeno (1683,9 ng L), bisfenol A (1587,7 ng L™!) e naproxeno
(938,4 ng L™!) ocorreram em maiores concentragdes durante a estagdo chuvosa, enquanto
durante a esta¢do seca, destacaram-se as concentra¢des de bisfenol A (1057,7 ng L), estriol
(991,0 ng L") e estrona (978,4 ng L™1).

Em outro estudo, Rodrigues et al. (2024) [52] avaliaram a ocorréncia de cinco
antibioticos, trés hormonios, cafeina e substancias perfluoroalquil e polifluoroalquil (PFASs)
de cadeias longas e curtas em amostras de agua superficial e de ra¢dao obtidas de gaiolas de
aquicultura no reservatério de Trés Marias em Minas Gerais. O método utilizado de extragao
das amostras foi SPE seguido das andlises por LC-HRMS. Ciprofloxacino e cafeina foram
detectados em todas as amostras de agua superficial. Quatro PFASs foram detectados (9,40 —
15,2 pg L™!) em niveis mais altos do que os relatados em estudos realizados na literatura. Os
medicamentos farmacéuticos variaram de 0,7 ng L' (trimetoprima) a 389,2 ng L™! (E2). A
estrona (10,24 ng g ') e E2 (66,20 ng g ') também foram encontrados na racio analisada.

Filho e colaboradores (2024) [53] desenvolveram um método por SPE/GC/MS para a
determinagdo simultanea de filtros UV (oxibenzona e octocrileno) e hormonios (estrona, E2 e
estriol) em matrizes aquosas, bem como sua determinagdo em efluentes e canais de drenagem

de chuva na cidade de Pelotas no Rio Grande do Sul. O método analitico desenvolvido
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apresentou LODs para os cinco compostos na faixa de 0,015 a 0,022 ug L™'. Aplicando o
método otimizado, os filtros oxibenzona e octocrileno foram determinados em todas as
amostras, enquanto os hormonios foram identificados em mais de 50% delas.

Em relacdo as técnicas eletroanaliticas, estas apresentam um grande potencial para
determinag¢do simultdnea de poluentes, visto que possuem uma alta sensibilidade e seletividade
[54-56]. Raymundo-Pereira et al. (2019) [57] produziram por serigrafia eletrodos de carbono
descartaveis impressos em tela (do inglés, screen printed carbon electrodes — SPCE) para
determinagdo simultanea de hidroquinona (HQ), AP e estradiol em amostras de agua tratada de
torneira. Os sensores foram submetidos a pré-tratamento em meio acido (solugdo de H>SO4 0,5
mol L™!) para remover residuos ndo condutores presentes na tinta de impressio, resultando no
aumento de condutividade e desempenho eletroquimico. As curvas de calibragdo foram
realizadas por DPV em solugdo tampao fosfato (pH 7,0) para HQ, AP ¢ E2 com LODs de 185,
218 e 888 nmol L', respectivamente, dentro de uma faixa linear de 0,5 a 10 pmol L™! para os
CEs.

A fabricacdo em laboratério de SPCE ainda é considerado um desafio entre os
pesquisadores. Isso ocorre devido ao consumo de solventes para fabricacao de tintas condutoras
estaveis, acompanhado da dificuldade de aplicagdo em superficies curvas (materiais 3D), alto

custo, trabalho manual, limita¢do de design e baixa resisténcia mecanica dos materiais [58].

2.2 IMPRESSAO 3D DE SENSORES

A tecnologia de impressdo 3D parte de um software ou scanner para projetar o design
digital auxiliado por um computador utilizando a impressdo camada por camada para produzir
novos dispositivos [59,60]. Este processo cria objetos tridimensionais através da deposigao
controlada de camadas de material guiada digitalmente. Inicialmente, ¢ realizada a criagdo de
um modelo virtual usando software de desenho assistido por computador (do inglés, computer-
aided design — CAD), que ¢ convertido em um arquivo denominado como linguagem de
triangulo padrdo (do inglés, Standard Triangle Language — STL). Este arquivo subdivide o
modelo em secdes triangulares com coordenadas especificas. Apds ser carregado na impressora
3D, o arquivo .STL ¢ transformado em um G-code por meio de um processo de fatiamento,
convertendo o modelo 3D em multiplas se¢des transversais 2D que sdo geradas em sequéncia

pela impressora para formar o objeto final [61].
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Os avancos relacionados a tecnologia de impressdo 3D proporcionaram sua aplicacio
em diferentes areas do cotidiano. Nas industrias, alguns processos tradicionais como mistura de
concreto, blocos de construcao e mao de obra podem ser substituidos pela impressao 3D. Como
vantagem, esta tecnologia proporciona o desenvolvimento econOmico, baixa geracao de
residuos, seguranga ambiental, redu¢cdo de tempo e personalizacdo de designs arquitetonicos
complexos [62]. Outro ramo que a tecnologia de impressdo 3D vem sendo aplicada ¢ na
medicina clinica. A medicina regenerativa utiliza esta tecnologia para o desenvolvimento de
diferentes partes do corpo humano, como o tecido cerebral, orelha, tecido 6sseo, entre outros.
J&4 no campo farmacéutico, ¢ aplicada na produgdo de formas de dosagem de medicamentos.
Além disso, esta tecnologia desenvolveu um papel muito importante durante a pandemia da
Covid-19, sendo aplicada no fabricacao de suporte das mascaras antivirais N-95 [63].

A impressao 3D também foi recentemente implementada em aplicagdes nas diferentes
areas da Quimica. Neste sentido, Agrawaal e Thompson (2021) [64] realizaram um trabalho de
revisdo que destacou as aplicacdes da impressdo 3D em diferentes campos da Quimica
Analitica. Na cromatografia, esta tecnologia foi aplicada para o desenvolvimento de colunas de
diferentes empacotamentos. As camas impressas homogéneas foram propostas como uma
alternativa para melhorar a eficiéncia cromatografica, garantindo um empacotamento
reproduzivel, reduzindo a altura dos pratos tedricos. Outro trabalho reportado nesta revisao
utilizou da impressao 3D para criar canais e tubos inovadores para colunas cromatograficas,
que poderdo ser preenchidos com maiores volumes de fases convencionais. Ja para
metodologias de extragao, colunas de SPE impressas em 3D foram feitas a partir de filamentos
de PLA e ABS para extracdo quantitativa de ions metalicos, incluindo Zn, Cd, Mn, Co, Ni, Pb
e Cu em amostras de dgua natural, obtendo eficiéncia de extracdo superior a 99,2%. Devido a
variedade de design proporcionada pela tecnologia de impressao 3D, também foram
desenvolvidos um compoésito poroso de poliuretano (revestimento interno) e ABS
(revestimento externo) para construir uma coluna SPE. A impressao direta da coluna interna
com material poroso e a eliminagdo de filtros porosos na extremidade da coluna reduziram a
pressao de contra fluxo, permitindo assim uma maior taxa de carregamento de amostra na
coluna.

No ramo da eletroquimica a impressao 3D trouxe avangos significativos, possibilitando
o desenvolvimento de células, dispositivos, sistemas de andlises e principalmente novos
sensores eletroquimicos [65-67]. Um sensor eletroquimico 3D pode ser construido a partir de
diferentes técnicas e composi¢oes. As técnicas de fabricagdo mais utilizadas incluem

modelagem de deposicdo fundida (do inglés, fused deposition modeling — FDM),
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estereolitografia (do inglés, stereolithography — SLA) e fusdo seletiva a laser (do inglés,
selective laser melting — SLM) [61]. Dentre essas técnicas, destaca-se a FDM, a qual ¢ a mais
empregada na pesquisa de desenvolvimento de novos dispositivos eletroquimicos
completamente montados [61,68].

A FDM ¢ utilizada na fabricacdo de objetos tridimensionais, através de um bico
aquecido com deposicdo sucessiva de filamentos termoplésticos camada por camada [61,69].
A capacidade de design proporcionada por essa tecnologia cria inimeras oportunidades para o
desenvolvimento de novos materiais. Assim, podem ser fabricados em grande escala
apresentando geometria personalizada, gerando uma quantidade minima de residuos e com
baixo custo a partir de diferentes tipos de filamentos [59,70]. A chegada de filamentos
condutores abriu caminho para aplicagdo da impressdo 3D na fabricagdo de dispositivos
eletroquimicos [71]. Os materiais poliméricos comumente utilizados no desenvolvimento de
filamentos condutores sdo PLA e ABS, podendo ser combinados com diferentes materiais
carbonaceos para melhorar as propriedade elétricas do material [72—74].

O PLA pode ser produzido em grande escala, sendo um material acessivel e
ambientalmente amigavel, com temperatura de fusdo de 195-230°C. J4 o ABS ¢ produzido em
todo o mundo, tendo uma temperatura de extrusdo entre 200-300°C e apresenta boas
propriedades mecanicas com facilidade de processamento [64]. Diferentes tipos de materiais
carbondceos sdo reportados na literatura na composicao de filamentos condutores. Um exemplo
de material amplamente utilizado para compor esses filamentos sdo os nanotubos de carbono,
eles possuem como caracteristica alta condutividade, grande area de superficie, alta capacidade
de adsor¢do e paredes laterais ajustaveis. Ja os materiais a base de grafeno, sdo compostos que
possuem alta drea de superficie e elevada condutividade elétrica, podendo formar com sua
estrutura derivados como 6xido de grafeno, 6xido de grafeno reduzido e pontos quanticos de
grafeno [75]. Por fim, a maioria dos trabalhos reportados na literatura utilizam o CB como
material condutor, sendo considerado um composto estavel, com dimensdes nanométricas, alta
area superficial, boa condutividade elétrica e baixo custo [76,77].

Cardoso e colaboradores (2020) [60] publicaram um artigo de revisdo com €nfase nas
contribuicdes da tecnologia de impressio 3D para o desenvolvimento de sensores
eletroquimicos e dispositivos de deteccdo eletroquimica completos. Inicialmente, foi relatado o
uso de um filamento de ABS/CB para fabricagdo de um eletrodo de trabalho para estudar
diferentes padrdes e orientacdes de impressao em relacdo ao desempenho eletroquimico do
eletrodo. A aplicagdo dos filamentos a base de PLA foi relatada também para o uso em

biossensores. A partir de um eletrodo de trabalho de PLA/grafeno seguido por
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eletropolimerizag@o para produzir nanocompositos de 6xido de grafeno reduzido na superficie
do sensor, foi possivel realizar a detec¢do eletroquimica de 1-naftol pela imobilizagdo de
fosfatase alcalina sobre a superficie tratada impressa em 3D. Por fim, outra aplicagdo abordada
no trabalho de revisao foi a fabricacdo de um dispositivo completo denominado como
“dispositivo de célula em chip”. Nesta célula, utilizou-se o filamento ndo condutor (PLA) para
construir a estrutura e o polimero condutor (ABS/CB) foi aplicado para o desenvolvimento do
arranjo de trés eletrodos, eletrodo de trabalho (do inglés, working electrode — WE), contra
eletrodo (do inglés, counter electrode — CE) e um eletrodo de referéncia (do inglés, reference
electrode — RE).

Os sensores eletroquimicos 3D fabricados a partir de filamentos comerciais apresentam
baixa condutividade. Isso se deve a alta resisténcia a transferéncia de carga do polimero
presente no filamento e a baixa porcentagem de material condutor e aditivos metalicos, que
podem variar de 15 a 30% no material. Portanto, op¢des para melhorar a cinética de
transferéncia de carga em sensores impressos, como o condicionamento de superficie tém sido

exploradas [78—80].

23 ATIVACAO ELETROQUIMICA (PLA/CB)

O uso de filamentos condutores comerciais tem se apresentado como uma rota atraente
e promissora para o desenvolvimento de novos eletrodos, devido sua alta versatilidade e baixo
custo. No entanto, como mencionado anteriormente, esses filamentos condutores possuem uma
baixa porcentagem de material condutor em sua composi¢do, que ¢ constituida
majoritariamente por polimeros isolantes necessitando assim de etapas de pré-tratamento de
superficie para o uso em sensores.

Filamentos termoplasticos condutores a base de PLA tém se destacado no
desenvolvimento de sensores. Esses materiais sdo economicamente viaveis e considerados
biodegradaveis, possuindo assim caracteristicas sustentaveis. Diversos tipos de
condicionamento de superficie sdo reportados na literatura para contornar a resisténcia a
transferéncia de carga proporcionada por este material [81,82]. Nesse contexto, ¢ possivel
realizar a remocdo do PLA por meio de polimento mecanico ou através de um processo
eletroquimico, utilizando solventes [60,76]. Entre essas alternativas, a ativagdo eletroquimica
por NaOH tem sido amplamente utilizada por remover seletivamente o PLA da superficie,
garantindo a integridade do material condutor [83]. Este procedimento ocorre via reagdo de

saponificagdo (Figura 3), onde envolve degradacdo intramolecular e a reacdo na extremidade
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do polimero [60]. Em meio bésico, o ataque nucleofilico do grupo hidroxila na extremidade
sobre o grupo carbonila (b) resulta na formagdo de um anel de seis membros como
intermediario, gerando a formacao do lactideo. Por fim, a molécula de lactideo hidrolisa em
dois acidos lacticos livres. Entretanto, a cadeia intramolecular (a) sofre hidrélise de forma
aleatéria a medida que um ion hidroxila ataca os grupos carbonila dos ésteres, resultando na
hidrolise e na formacao de duas novas moléculas. Como consequéncia, a degradagdao do PLA

resulta na exposi¢do do material carbonaceo presente no filamento [82].

Figura 3. Reagfo de saponificacdo do PLA.
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Fonte: Adaptado de Koterwa et. al [82], Copyright, Elsevier, 2024.

Desta forma, o desempenho analitico do sensor eletroquimicamente ativado ¢
comprovado através principalmente da melhora da sua atividade eletrocatalitica e sensibilidade
de andlise. Assim, os filamentos condutores acompanhados do tratamento eletroquimico se
apresentam como uma rota promissora para o desenvolvimento de novos sensores

eletroquimicos para o monitoramento in loco simultaneo de AP e E2.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver novos sensores eletroquimicos miniaturizados com um arranjo de trés
eletrodos a partir da tecnologia de impressdao 3D para serem aplicados na determinagdo
simultanea in loco de acetaminofeno e 17B-estradiol em amostras de dgua das regides costeiras

da cidade de Florianopolis — SC.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir eletrodos a partir de filamentos comerciais de PLA/CB sobre uma base de ABS
utilizando a tecnologia de impressao 3D;

e Realizar a ativagio eletroquimica dos eletrodos em solugdo de NaOH 1,0 mol L!;
e (Caracterizar os eletrodos 3D por técnicas espectroscopicas, morfoldgicas e estruturais;

e Caracterizar eletroquimicamente a superficie do sensor 3D através da voltametria
ciclica e espectroscopia de impedancia eletroquimica;

e Avaliar o comportamento eletroquimico do acetaminofeno e 17f-estradiol
simultaneamente sobre o eletrodo 3D;

e Otimizar os parametros experimentais (pH, eletroélito de suporte, técnica voltamétrica);

e Construir a curva de calibragdo para ambos contaminantes emergentes nas condig¢des
otimizadas;

e Determinar faixa linear, limites de deteccdo e quantificacdo através da curva de
calibragao;

e Avaliar precisdo do método eletroanalitico através de testes de repetibilidade;

e Realizar a quantificagdo in loco de acetaminofeno e 17B-estradiol em amostras de dgua
de regides costeiras em Florianopolis usando o sensor proposto;

e Avaliar a exatidao através do método comparativo e testes de adigdo e recuperagao.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1  REAGENTES E SOLUCOES

Os reagentes utilizados foram de grau analitico. Os padrdes de acetaminofeno, 173-
estradiol e cloreto de hexaminruténio (III) foram obtidos da Sigma-Aldrich/Merck (EUA). As
solucdes foram preparadas com agua purificada com resistividade de 18,2 MQ cm obtida por
um sistema Milli-Q (Millipore, EUA). A solugdo estoque de AP e E2 foi preparada diariamente
em etanol. Trés solu¢des tampao foram testadas como eletrolito de suporte: Britton-Robinson
(B-R) (H3BO3/CH3COOH/H3PO4), Mcllvaine (4cido citrico/NaxPO4) e Clark Lubs (HCI/KCI).
Os filamentos comerciais foram o ABS (Sethi3D, Brasil) e PLA/CB (ProtoPasta, EUA).

42  CONSTRUCAO E ATIVACAO DO SENSOR

O sistema eletroquimico foi impresso verticalmente através da impressora 3D S3X
(Sethi3D, Brasil) utilizando a FDM. A orientacao vertical de impressao proposta influencia no
aumento da corrente, tendo em vista que as camadas de impressdo foram orientadas na dire¢ao
que segue os caminhos condutores [84]. O design 3D proposto foi projetado através do software
Tinkercad (Autodesk, EUA). A estrutura do eletrodo contém um eletrodo de trabalho (WE)
(4rea = 0,07 cm?), um contra eletrodo (CE) e um eletrodo de pseudo-referéncia (do inglés,
pseudo-reference electrode — p-RE) usando o filamento condutor (PLA/CB) sobre uma

plataforma nao condutora (ABS) de 10 mm X 26 mm X 0,3 mm (Figura 4).
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Figura 4. Representacdo grafica das especificagdes do eletrodo 3D PLA/CB usando o software Tinkercad
(Autodesk, EUA).

Fonte: O autor.

O processo de geracao do arquivo .STL e G.Code da pecga para orientacao de impressao
foi realizado com o software Prusaslicer (Prusa Research, Republica Tcheca). A impressao foi
conduzida inicialmente para a base nao condutora utilizando filamento de ABS empregando
uma temperatura de extrusdo de 235 °C e 100 °C para a mesa. Para o arranjo de trés eletrodos
com filamento condutor PLA/CB, a temperatura da mesa foi mantida em 100 °C e a temperatura
de extrusdo foi ajustada para 200 °C. As etapas para fabricagdo do eletrodo 3D estdo

representadas na Figura 5.

Figura 5. Processo de fabricacdo do 3D PLA/CB desde o projeto em sofiware seguido da conversdo em .STL,
G.Code e impressao.

Fatiador Impressao
STL G.Code 3D CB/PLA

Fonte: O autor.
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A ativacdo de superficie dos eletrodos 3D foi conduzida em meio alcalino através da
reacdo de saponificacdo, resultando em um aumento tanto na exposi¢ao do eletrodo quanto nos
sitios condutores [61,85]. Os eletrodos foram submetidos a diferentes tempos de aplicacao de
potencial (300, 900 e 1800 s) e a diferentes potenciais (+1,0, +1,2, +1,4 ¢ +1,6 V) em uma
solugdo de NaOH 1,0 mol L' através da técnica de cronoamperometria, buscando otimizar as

condigoes ideais para eletroandlise [85].

43 CARACTERIZACAO DOS ELETRODOS IMPRESSOS EM 3D

As analises de espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (do inglés X-ray
Photoelectron Spectroscopy — XPS) foram realizadas em espectrometro de raios X modelo
ESCA+ (Scienta Omicron, Suécia), equipado com monocromador, fonte de raios X Al Ka (hv
= 1486,6 eV) e analisador hemisférico de alto desempenho (EAC-2000). A linha base de cada
espectro foi representada por funcdes de Shirley, as quais foram subtraidas dos espectros de
XPS antes do ajuste das curvas. A deconvolugdo dos espectros de C 1s e O 1s das amostras foi
obtido usando curvas Gaussianas-Lorentzianas assimétricas.

As medigdes de Microscopia de Forca Atomica (do inglés, Atomic Force Microscopy —
AFM) e Microscopia de Forca de Sonda Kelvin (do inglés, Kelvin Probe Force Microscopy —
KPFM) foram realizadas no equipamento Park Systems NX-10 (Suwon, Coreia), utilizando o
modo de contato intermitente. A sonda utilizada foi da NanoWorld, modelo FMR em material
de silicio, com uma forga nominal constante de 2,8 N m™' e uma frequéncia de ressonancia
nominal de 75 kHz.

As imagens foram geradas em 512 x 512 pixels, 0,3 Hz utilizando o software Gwyddion.
As andlises foram realizadas por Microscopia Eletronica de Varredura com Fonte de Emissdo
de Campo (do inglés, Field Emission Gun — Scanning Electron Microscopy — FEG — SEM)
acoplado com Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios-X (do inglés, Energy-Dispersive
X-ray Spectroscopy — EDS) e tanto o espectro das regides analisadas quanto os mapeamentos
para cada elemento encontrado foram obtidos. As caracterizagdes foram realizadas em um
microscopio eletronico de varredura Thermo Fisher Quanta 650 FEG (Thermo Fisher
Scientific, EUA). Tanto as medi¢des de AFM, KPFM e FEG/SEM-EDS foram realizadas no
LNNano — Laboratorio Nacional de Nanotecnologia localizado em Campinas, S3o Paulo,
Brasil.

A técnica de espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier com

reflectancia total atenuada (do inglé€s, Attenuated Total Reflectance Fourier Transform Infrared
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— ATR FT-IR) foi realizada usando um espectrometro Spectrum-100 (Perkin-Elmer, EUA) no
intervalo de 500 a 4000 cm™".

44  MEDIDAS ELETROQUIMICAS

As andlises eletroquimicas em laboratério foram conduzidas em um potenciostato
PalmSens 4 (Palm Instruments BV, Paises Baixos) e as medidas in loco foram realizadas em
um potenciostato portatil Sensit Smart (Palm Instruments BV, Paises Baixos). Os experimentos
eletroquimicos foram realizados com o sensor 3D composto por trés eletrodos: um eletrodo de
trabalho, um contra eletrodo e um eletrodo de pseudo-referéncia (Figura 4), todos fabricados a
partir do mesmo material PLA/CB. Os estudos voltamétricos foram realizados simultaneamente
para o AP e E2. O eletrdlito de suporte otimizado foi a solugdo tampao Britton-Robinson (0,1
mol L', pH 3,0). Para os ensaios, simulou-se uma célula eletroquimica contendo o eletrdlito
de suporte e aliquotas de AP e E2 em um baldo volumétrico. Entdo, a solucgdo foi gotejada (100
uL) na superficie do sistema eletroquimico.

A voltametria de onda quadrada (do inglés, square wave voltammetry — SWV) foi
utilizada para a determinacao simultdnea de AP e E2. A varredura foi realizada no sentido
anddico de +0,4 a +1,0 V com os parametros de frequéncia de 3,0 Hz, incremento de potencial
de 5,0 mV e amplitude de 50 mV. A plataforma eletroquimica foi caracterizada por
espectroscopia de impedancia eletroquimica (do inglés, electrochemical impedance
spectroscopy — EIS). Os espectros de EIS foram registrados no potencial de circuito aberto
utilizando a sonda redox [Ru(NH3)s]Cl3 5,0 mmol L' em KCI1 0,1 mol L. Um valor de

amplitude de 5,0 mV e uma faixa de frequéncia de 0,1 a 50,000 Hz foram aplicados.

4.5 MEDIDAS DE HPLC-DAD

A quantificagdo simultdnea de AP e E2 em amostras de d4gua por HPLC-DAD foram
realizadas em um sistema HPLC da Série 1200 (Agilent Technologies, EUA), com
desgaseificador online e bomba quaternaria. A separacdo foi realizada em uma coluna Luna
C18 (tamanho de particula de 5 um, 150 mm, 4,6 mm, Phenomenex, EUA). A fase mdvel foi
empregada em um gradiente de 4gua e acetonitrila (ACN), de 0 a 3,2 minutos, uma propor¢ao
de 13% de ACN e 87% de H2O; entre 3,2 e 8,5 minutos, aumentou-se a propor¢do de ACN até
20%, mantendo até 15 minutos; de 15 a 20 minutos retorna-se para condi¢ao inicial. O fluxo da

fase movel foi de 1,0 mL min! e pressio méaxima de 400 bar. A temperatura da coluna foi
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mantida em 25 °C. O volume de inje¢ao das amostras foi de 10 pL, utilizando um amostrador
automatico. Os analitos foram monitorados em comprimento de onda de 240 nm para AP e 280
nm para E2. Para aquisi¢ao e tratamento de dados foi utilizado o software Chemstation (Agilent

Technologies, EUA), versao Rev. B.04.03 fornecido pelo fabricante do equipamento.

4.6 PREPARO DAS AMOSTRAS

A coleta e analise das amostras de agua foram realizadas em quatro regides costeiras

distintas de Florian6polis, Brasil (Figura 6): Ribeirdo da Ilha (27°42'43.2"S 48°33'40.0"W),
Lagoa do Peri (27°43'31.0"S 48°30'31.7"W), Costeira do Pirajubaé¢ (27°38'31.6"S
48°31'33.5"W) e Lagoa da Conceigdo (27°36'25.2"S 48°27'40.5"W). A escolha dessas areas foi

baseada na identificagdo de locais de pesca tradicional ou cultivo de marisco e ostra, sendo

suscetiveis aos impactos decorrentes da presenga de CEs.

Figura 6. Regides analise in loco e coleta de amostras em Floriandpolis, Brasil. Os pontos marcados em vermelho
indicam as areas especificas: Lagoa da Conceicdo, Costeira do Pirajubaé, Ribeirdo da Ilha e Lagoa do Peri.
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Para analise in loco, as amostras foram filtradas (25 pum) e uma aliquota de 1,0 mL da
amostra de agua foi avolumada em baldo volumétrico (10 mL) com eletrdlito de suporte
(solugdo tampdo B—R 0,1 mol L', pH 3,0). Em seguida, 100 uL desta solugdo foi gotejada na
superficie do 3D PLA/CB usando o potenciostato Sensit Smart acoplado a um smartphone.
Similarmente, foram preparadas solugdes estoque e armazenadas em frascos dmbar sob
refrigeracdo (4 °C) para posterior andlises eletroquimicas em laboratério usando o potenciostato
PalmSens 4.

Para avaliacdo da exatiddo do método analitico através do ensaio de adigcdo e
recuperacdo em laboratdrio, as amostras de agua foram fortificadas com concentragdes
conhecidas de AP (3,0 e 6,0 umol L™!) e E2 (9,0 e 18,0 umol L ') e submetidas a0 mesmo
preparo. Os dados foram obtidos usando as condi¢des otimizadas de SWV com adi¢des
sucessivas de solugdes padrao de AP e E2. Além disso, os resultados também foram
comparados com os obtidos por HPLC, em que os mesmos procedimentos para o preparo de

amostras foram adotados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  ATIVACAO E CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DO 3D PLA/CB

A otimizag¢do da ativagdo da superficie do eletrodo 3D PLA/CB foi realizada através da
técnica de cronoamperometria em solu¢io de NaOH 1,0 mol L', ajustando os valores de
potencial entre +1,0 a +1,6 V e o tempo de aplicagdo do potencial de 300 a 1800 s. Apenas
potenciais positivos foram estudados, tendo em vista que este tratamento eletroquimico possui
maior eficiéncia ao aplicar sobretensdo em potenciais positivos na superficie do eletrodo [82].

A fim de avaliar a eficiéncia da ativagdo, foram realizadas analises com diferentes
parametros de tempo e potencial utilizando técnicas de voltametria ciclica (do inglés, cyclic
voltammetry - CV) e EIS com a sonda redox [Ru(NH3)s]** 5,0 mmol L™! (Figura 7). A sonda
redox [Ru(NH;)s]** foi escolhida por ser considerado um sistema de esfera externa, onde o
processo de transferéncia de elétrons ¢ favorecido pelo mecanismo de tunelamento, que

contribui com a reversibilidade do sistema [86,87].

Figura 7. Voltamogramas ciclicos para [Ru(NH3)e]*" 5,0 mmol L ™! em KC1 0,1 mol L™! (v =25 mV s !) utilizando
os sensores 3D PLA/CB ativados em solugdo de NaOH 1,0 mol L™! sob (A) diferentes potenciais de ativagdo: +1,0
V;+1,2V;+1,4 V; +1,6 V; e +1,8 V, mantendo fixo 300 s de aplicagdo; e sob (B) diferentes tempos de aplicagdo
de potencial: 300, 900 e 1800 s, mantendo fixo o potencial em +1,2 V.
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Os resultados obtidos por CV (Figura 7A) exibiram uma melhora expressiva em relagao
a cinética de transferéncia de carga na superficie do sensor eletroquimico aplicando o potencial
de ativagdo de +1,2 V. Esta melhora esta relacionada diretamente a degradacao do PLA através
da reacdo de saponificagdo, resultando na exposicao dos sitios condutores de CB na superficie

do eletrodo. No entanto, ¢ observado que para potenciais de ativagdo mais positivos ocorre a
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oxidacdo excessiva da superficie de CB, provocando a diminui¢do nos valores de corrente de
pico anoddica (Ipa) e corrente de pico catddica (Ipc) do sensor 3D. Este comportamento esta
associado a formagao de grupos funcionais de oxigénio como carbonila, hidroxila e carboxila
[82,88]. Assim, a condi¢ao de +1,2 V para estudos posteriores foi escolhida.

O estudo da varia¢do do tempo de aplicagdo do potencial de ativacdo de 300 a 1800 s
(Figura 7B) foi realizado. Embora o tempo de 1800 s tenha apresentado uma melhor atividade
catalitica, ndo se obteve um ganho de corrente significativo em relacdo ao tempo de 900 s
(Tabela 1). Pode-se observar também a relagdo de separacao de potencial de pico de oxidacao
(Epo) e de pico de reducdo (Er) (AEp), obtendo valores semelhantes de 108 e 102 mV para 900
e 1800 s, respectivamente. Embora ndo sejam valores tao proximos do referencial tedrico para
uma reagao reversivel de um elétron (59,2 mV), esses dados sdo aceitaveis para superficies
resistivas como as dos eletrodos impressos em 3D [74].

A partir dos valores de AE, obtidos, pode-se estimar o valor da constante de velocidade
heterogénea (k%ps) através do método de Nicholson (Equacio 1) [89,90]. Os valores de ks
para a transferéncia de elétrons entre a sonda [Ru(NH3)s]** € os eletrodos 3D PLA/CB sio

apresentadas na Tabela 1.

ko — {218 (ozDzVF)l/2 [_ (azzF
obs = | RT exp RT

Onde:

)| AE, Eq. (1)

e D éo coeficiente de difusdo (9,10 x 10¢ cm? s~ para [Ru(NH3)6]*") [89,90];
e o ¢ um coeficiente de transferéncia de elétrons (0,5);

e v velocidade de varredura aplicada;

e z ¢ o numero de elétrons transferidos na reacao;

e [F'¢ aconstante de Faraday;

e R ¢ aconstante dos gases ideais;

e T ¢ atemperatura da solucao;

e AFE, ¢ a separacgdo de potencial pico a pico.
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A partir dos valores de k%ps obtidos, observa-se que o processo de transferéncia de
elétrons foi fortemente bloqueado para o tempo de ativagdo em 300 s, provavelmente devido
ao baixo tempo de exposi¢ao a ativacao eletroquimica, resultando em uma baixa degradagao do
PLA, o que gerou um baixo valor de k%ss para o ensaio. Apos a aplicagio do processo de
condicionamento de superficie em maiores tempos, foi observado um aumento no valor de ks,
indicando uma maior exposi¢ao do CB e degradacdo do PLA, contribuindo diretamente com o
aumento da transferéncia de carga. Os valores tanto para 900 quanto para 1800 s (2,27 x 10> e
2,4x 1073 cms !, respectivamente) foram muito proximos, ndo se obtendo um ganho expressivo
em relagdo ao dobro do tempo aplicado. Portanto, o potencial de +1,2 V durante o tempo de

900 s foi selecionado para a ativagdo eletroquimica do sensor 3D.

Tabela 1. Dados do estudo de ativagdo do sensor utilizando a técnica de CV para [Ru(NH;)s]** 5,0 mmol L™! em
KC10,l mol L' (v=25mV ™).

Tempo (s) Potencial (V) Ipa/Ipe (LA) AEp (mV) K%bs (cm s71)
1,0 4,09 /3,59 237 -
300 1,2 7,53/17,39 225 7,26 x 1074
1,4 5,17/4,89 252 -
1,6 4,49 /4,13 261 -
900 12 14,02 /13,57 108 2,27 %1073
1800 ’ 14,31 /14,21 102 2,40 x 1073

ApoOs a otimizagdo dos parametros de ativagao, foi inicialmente realizado o estudo do
fator da area superficial eletroquimicamente ativa (do inglés, electrochemically active surface
area — ECSA) com o objetivo de estimar a superficie especifica (Acter.) do eletrodo 3D. Este
estudo foi realizado em termos da capacitancia de dupla camada do sistema, negligenciando o
comportamento faradaico em relagdo a variacao da velocidade de varredura. A corrente elétrica
medida ao varrer o potencial do eletrodo ¢ diretamente proporcional a quantidade de superficie
exposta ao eletrodlito. Portanto, a estimativa precisa da drea superficial ativa ¢ excepcionalmente
importante para avaliar o desempenho do eletrodo. Quando o sensor ¢ submetido a diferentes

valores de velocidade de varredura, espera-se que a densidade de corrente nao faradaica evolua

linearmente fornecendo a capacitancia da dupla camada elétrica (Ca= %) (Figura 8) [91-94].
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Figura 8. (A) Voltamogramas ciclicos em solugdo tampao B-R 0,1 mol L™! (pH 3,0) em diferentes velocidades de
varredura (a) 10; (b) 20; (c) 30; (d) 40; (e) 50, (f) 60; (g) 70; (h) 80; (i) 90; (j) 100; (k) 125; (1) 150; (m) 175 e (n)
200 mV s~! e (B) Grafico da densidade de corrente vs. velocidade de varredura.
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O fator ECSA foi estimado a partir da Eq. (2):

cdl
ECSA = —— - Eq. (2)

Onde:
e ECSA ¢ a area superficial eletroquimicamente ativa;
e Cg é a capacitancia da dupla camada elétrica (Cai = 0,0236 mF cm 2);

e Cadrer € a capacitancia especifica do PLA/CB (Cairer = 0,007 mF cm ?) [74].

A capacitancia especifica do material ¢ diretamente proporcional a area eletroativa na
superficie do eletrodo, podendo ser medida por CV. Neste sentido, Shergill e co-autores [74]
estudaram a influéncia dos parametros de impressdo na atividade eletroquimica de eletrodos
impressos em 3D com filamento de PLA/CB. A partir da varia¢ao da temperatura de impressao,
foram realizadas medi¢des de capacitancia especifica (Caier) por CV em diferentes
temperaturas. Em 200 °C o eletrodo apresentou Cairer de 0,007 mF cm 2. Assim, a partir desse

valor obtido no estudo foi calculado a ECSA para o eletrodo 3D PLA/CB.
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Portanto, com base no valor de ECSA obtido foi possivel determinar Agier. (Equacao 3):
Aglet. = AGeom X ECSA Eq. (3)
Onde:
e Ag. € a area superficial especifica do eletrodo;
e AGeom ¢ a drea geométrica do eletrodo (Ageom = 0,07 cm?);

e ECSA ¢ a da area superficial eletroquimicamente ativa (ECSA = 3,37).

O valor obtido para Agi. foi de 0,236 cm?, com aumento em cerca de 4 vezes mais de
sitios ativos em relagdo a area geométrica do eletrodo recém impresso. Este ganho de area esta
associado ao efeito da ativacdo eletroquimica em meio basico, aumentando a rugosidade e
exposic¢ao dos sitios condutores carbonéaceos da superficie do eletrodo.

Por fim, foi realizado o estudo de EIS para o sensor 3D PLA/CB para se obter maiores
comprovagodes sobre a melhora no desempenho eletroquimico, por meio dos valores obtidos de
resisténcia a transferéncia de carga (do inglés, charge transfer resistance — Ret). Os valores de
Rc: obtidos a partir dos graficos de Nyquist (Figura 9) foram de 14 e 2,3 kQ para o eletrodo sem
e com ativacdo, respectivamente. A diferenca entre os valores de R¢ encontrados esta
relacionada com a quantidade de PLA presente na superficie do eletrodo. Apds a ativagao,
obteve-se a presenca de uma maior exposicao das particulas de CB, devido a degradacdo do
PLA, melhorando o desempenho do sensor exibindo uma menor resisténcia a transferéncia de

carga.



44

Figura 9. Diagramas de Nyquist utilizando a sonda [Ru(NH3)s]Cl3 5,0 mmol L' em KC1 0,1 mol L™!; (B) Modelo
do circuito de Randles para os eletrodos, onde: Rs ¢é a resisténcia da solugdo; R € a resisténcia a transferéncia de
carga, Zy ¢ a impedancia de Warburg e CPE ¢€ o elemento de fase constante.
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52  CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E ESTRUTURAL DO PLA/CB

Os eletrodos 3D PLA/CB eletroquimicamente ativados foram caracterizados
morfologicamente por FEG-SEM acoplado as técnicas de EDS e AFM. A Figura 10 (A-D)
apresenta as imagens obtidas utilizando FEG-SEM em diferentes magnificacdes. Nas Figura
10A e 10B, observou-se que o PLA cobre o negro de fumo da superficie do eletrodo impresso
3D. Apds o tratamento eletroquimico, observou-se a partir das Figura 10C ¢ 10D (imagens
ampliadas) que a superficie do eletrodo foi alterada, apresentando especificamente uma
topografia porosa com estruturas de particulas expostas, o que ¢ consistente com a remogao de
polimero superficial pelo tratamento eletroquimico. O processo ¢ repetido varias vezes para
quebrar o PLA em cadeias poliméricas menores, por fim, em lactato. A reagdo de saponificagao
proporciona uma maior exposi¢do das particulas de CB, melhorando o desempenho
eletroquimico do sensor [82]. Adicionalmente, os espectros de EDS para o eletrodo 3D PLA/CB
nao tratado e tratado foram inseridos na Figura 10A e Figura 10C, respectivamente. A presenca

dos elementos carbono e oxigénio foram verificados nos espectros, conforme esperado.
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Figura 10. Imagens de FEG dos eletrodos 3D PLA/CB (A-B) recém-impressos; e (C-D) apds a ativagdo
eletroquimica de +1,2 V vs. carbon black e imagens de AFM do 3D PLA/CB (E) recém-impresso e (F) ativado.
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A topografia da superficie do sensor 3D PLA/CB ativado foi realizada pela técnica de
AFM para entender melhor o impacto da ativagao eletroquimica de +1,2 V vs. carbon black na
superficie do eletrodo. As imagens de AFM sdo mostradas na Figura 10E e 10F. Apds o
processo de ativagdo um aumento na rugosidade da superficie pode ser observado: no eletrodo
sem ativacdo, o valor de rugosidade foi de 19,26 nm (Figura 10E), enquanto no eletrodo

submetido a ativacao, foi de 114,1 nm (Figura 10F). A area superficial também aumentou de
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108,3 um? para 154,3 um? e o pico-a-vale aumentou de 0,30 um para 1,09 pm. O aumento tanto
da area superficial quanto do pico-a-vale pode ser atribuido a ocorréncia da reagdo de
saponificagdo e a exposi¢ao dos sitios de CB [95,96].

A Figura 11 compara os espectros FTIR para os eletrodos 3D PLA/CB nao ativado e
ativado. No espectro do 3D-CB/PLA nao ativado (espectro a) sdo observadas bandas em 2995
e 2947 cm™! (representando o estiramento assimétrico e simétrico da ligagdo Csp’~H), 1747
cm ! (estiramento C=0), 1451 e 1361 cm™! (deformagdo assimétrica e simétrica do —CHj3,
respectivamente), 1198 e 1181 cm™' (deformagio simétrica e assimétrica do —C—O—C em
ésteres, respectivamente), 1128 e 1081 cm™! (estiramento C—O em fases amorfas e cristalinas,
respectivamente), e 866 e 752 cm™! (estiramento C—C de fases amorfas e cristalinas) [97,98].
Essas bandas sdo caracteristicas do PLA, uma vez que esse polimero se encontra
majoritariamente na superficie do eletrodo recém-impresso.

Apos o tratamento com solu¢do de NaOH (espectro b), novas bandas surgiram em 795
cm ! (C—C derivado da exposi¢do do CB), 1013 cm ™! (C—H deformacio angular fora do plano)
e 1258 cm ! (C—O derivado da ativacdo eletroquimica), indicando a presenga de grupos
funcionais diferentes do eletrodo 3D PLA/CB sem ativacgao, indicativos de oxidacao superficial
apos o tratamento eletroquimico [99]. Além disso, uma banda em aproximadamente 3300 cm ™!

¢ atribuida ao estiramento de O—H derivado de moléculas de agua.
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Figura 11. Espectros de infravermelho para (a) 3D PLA/CB nao ativado e (b) 3D PLA/CB ativado. Em pontilhado
estdo presentes as bandas adquiridas pds-ativagdo eletroquimica.
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Corroborando com a andlise de FTIR, o XPS foi utilizado para caracterizar a
composi¢ao quimica superficial do CB/PLA com e sem tratamento. O espectro Survey (Figura
12A e Figura 13A) de ambos apresentaram a contribuicdo de C 1s e O 1s localizados em 288 e
536 eV, respectivamente. A analise de faixa de energia de C 1s (Figura 12B), conduzida em
alta resolucdo, revelou um espectro sutil composto por pelo menos quatro componentes
distintos do eletrodo CB/PLA nao tratado que apareceram em 283,9; 284,2; 285,9 ¢ 288,0 eV.
Essas atribui¢cdes foram compostas pelas energias de ligacao de carbono grafitico, C—H, C=0
e O—C=0, respectivamente [82]. O espectro de XPS de alta resolugdo de O 1s para o eletrodo
ndo ativado ¢ apresentado na Figura 12C. Em 533,5 eV, foi atribuido a O—C=0 e em 535,3 eV
¢ atribuido a H,O adsorvida [100]. Entretanto, ao contrario do 3D PLA/CB nao tratado, o
espectro Survey (Figura 13A) para o eletrodo ativado apresentou uma maior quantidade de
carbono que o eletrodo inativo. De fato, o espectro de alta resolug@o para C 1s mostrou que o
carbono grafitico aumentou em intensidade (Figura 13B), sugerindo uma maior quantidade de
material condutivo exposto na superficie do eletrodo apds ativagao eletroquimica, corroborando
com as imagens de MEV e AFM (Figura 10). O espectro de alta resolugdao de O 1s (Figura 13

C) para o eletrodo ativado mostrou que as por¢des de C=0 e O—C=0 estdo presentes em 531,7
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eV e 533,5 eV [101]. Esses resultados revelaram que o processo de ativagdo inseriu por¢des de
grupos carboxila no material condutor de negro de fumo.

Figura 12. Analise XPS para 3D PLA/CB nao ativado. (A) espectro Survey, espectro de alta resolugdo do (B) C
Ise (C) O 1s.
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Figura 13. Analise XPS para 3D PLA/CB ativado. (A) espectro Survey, espectro de alta resolucdo do (B) C Is e

(€) O 1s.
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A KPFM com resolugdo atdmica pode mapear a topografia juntamente com as forgas
dependentes do potencial, fornecendo informagdes vitais sobre as propriedades de interagao dos
atomos da superficie [102]. Nesse sentido, a KPFM pode fornecer uma visao das propriedades
eletronicas de defeitos na superficie do semicondutor que podem influenciar as forgas
eletrostaticas entre a ponteira do equipamento ¢ a amostra. Isso serve para caracterizar a
diferenca de potencial de contato local ou o potencial de superficie das amostras em escala
nanométrica. Na Figura 14, o potencial médio de superficie foi obtido com uma diferenca de
potencial de contato (Vcpp) de 94 mV para o eletrodo apds ativagdo eletroquimica em meio
basico, enquanto o sensor recém impresso apresentou um valor de Vepp de 117 mV. Este
comportamento pode ser atribuido a baixa dispersao de carga na superficie do eletrodo, devido
a geracdo de grupos funcionais oxigenados, resultantes do processo de ativagdo eletroquimica
com a aplicacdo em potenciais positivos [103]. Esses resultados estdo em concordancia com as
analises de FTIR e XPS, que também indicaram um aumento de grupos oxigenados apos o

tratamento.
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Figura 14. Imagens de KPFM para 3D PLA/CB (A) recém-impresso e (B) ap0s ativagao eletroquimica de +1,2 V
vs. carbon black.
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53  COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO SIMULTANEO DO AP E E2

O comportamento eletroquimico do AP e E2 foi investigado simultaneamente a partir
do 3D PLA/CB por CV. Os voltamogramas ciclicos para AP e E2 10,0 pmol L™! foram obtidos
em solucdo tampao B-R 0,1 mol L™! (pH 3,0) sobre o sensor sem e pos tratamento eletroquimico

em uma faixa de potencial de —0,4 a +1,0 V (Figura 15).
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Figura 15. Voltamogramas ciclicos para AP ¢ E2 10,0 umol L™! em solugdo tampdo B-R 0,1 mol L™! (pH 3,0)
usando diferentes eletrodos: (a) 3D PLA/CB nio ativado e (b) 3D PLA/CB ativado. v=50mV s\,
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A partir da Figura 15, o voltamograma ciclico obtido para o AP no eletrodo 3D PLA/CB
ativado apresentou pico de oxidac¢do no potencial de +0,37 V e reducdo em +0,23 V vs. carbon
black. Mesmo apresentando sinais de oxidagao e redu¢ao, o comportamento mecanistico do AP
esta associado a um sistema quase-reversivel. Isto ocorre principalmente pela diferenca dos
potenciais pico a pico do voltamograma. Para um sistema reversivel, o valor teérico de AE,
com o envolvimento de dois elétrons seria de 29,6 mV. Entretanto, o valor experimental de AE,
obtido para AP foi =140 mV, caracterizando-se assim como um sistema quase-reversivel. Este
processo gera a N-acetil-p-benzo-quinona-imina através da oxidacdo do grupo fenol do AP
envolvendo dois protons e dois elétrons, conforme descrito na literatura para estudos de CV
[104,105]. Quanto ao comportamento eletroquimico do E2, apenas um pico de oxidagdo no
potencial de +0,61 V foi observado. Este processo refere-se a oxidagao irreversivel do grupo
hidroxila no anel aromatico do E2, com a transferéncia de um préton e um elétron. Esta analise
esta em conformidade com os resultados de estudos de CV para E2 descritos na literatura [106].

Em contrapartida, nenhum processo eletroquimico foi observado para o eletrodo 3D
PLA/CB nao ativado. Este comportamento estd associado a grande quantidade de polimero

presente na superficie do eletrodo apos o processo de impressdo. Por outro lado, um melhor
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perfil voltamétrico foi obtido para sensor 3D ativado em meio bésico. Este resultado ¢
compativel com os estudos discutidos anteriormente, em relagdo a remocdo do PLA e a

exposicao dos sitios ativos condutores de CB, obtendo uma melhora na resposta eletroquimica.

5.4  ESTUDO DO pH E DA NATUREZA DO ELETROLITO DE SUPORTE

O estudo da composi¢ao e do efeito do pH do eletrélito de suporte na eletroquimica dos
CEs foram examinadas. A faixa dos valores de pH avaliados foi de 2,0 ao 12,0, utilizando a
técnica de CV em solugdo B-R 0,1 mol L™!. Os voltamogramas ciclicos para AP e E2 10,0 umol
L ! estdo representados nas Figura 16A e 16B. Apenas picos de oxidagdo foram escolhidos para
monitorar o comportamento eletroquimico do AP, tendo em vista que possui maiores
intensidades de corrente e definicdo do sinal analitico. Foi observado um deslocamento dos
potenciais de picos de ambas as espécies para valores mais negativos de potenciais com relagao
ao aumento do valor do pH. Este comportamento pode ser atribuido ao envolvimento de protons
nas rea¢des redox analisadas. E observado também que ocorre a sobreposi¢do dos sinais de
oxidagdo dos analitos a partir do pH 10. Dessa forma, a anélise dos valores de corrente e
potencial foi conduzida apenas até esse pH, garantindo a obtencdo de dados confidveis sem a

interferéncia.
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Figura 16. Voltamogramas ciclicos para (A) € (B) AP ¢ E2 10,0 umol L™! empregando o eletrodo ativado 3D
PLA/CB em solugdo tampdo B-R 0,1 mol L™! em diferentes valores de pH; v =50 mV s~'. (C) Variagdo de /. em
fungdo do pH para AP e E2 (n = 3). Em (D) variagdo de E,, para AP e E2 em diferentes valores de pH (n = 3).
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O gréfico da relagdo linear entre E,, vs. pH foi estudado, representado na Figura 16D.
Os valores de inclinagio das retas obtidas foram de —63,7 mV pH ' e =57,2 mV pH ! para AP
e E2, respectivamente. Esses valores estdo em proximidade com o valor teérico de —59,1 mV
pH ! da equacio de Nernst, sugerindo o envolvimento equitativo de protons e elétrons para
ambas as espécies analisadas sobre o sensor 3D PLA/CB.

Verificou-se o comportamento das I, em funcao do pH do eletrélito de suporte (Figura
16C). Foi observado um aumento da resposta analitica do pH 2,0 ao 3,0 para ambos CEs
analisados. Conforme o meio tornou-se alcalino, ocorreu uma diminuic¢ao nas intensidades de
correntes para ambas as espécies. Considerando os resultados eletroquimicos, o pH 3,0
apresentou um melhor desempenho faradaico com potenciais de picos bem definidos para
ambas as espécies. Para AP, este comportamento pode ser atribuido a relagdo mecanistica com
a variagdo do pH. Na faixa entre pH 3,0 ¢ pH 7,0 ocorreu o processo de oxidagdo do
acetaminofeno com 6tima estabilidade para formagao da N-acetil-p-benzoquinona-imina. Com

aumento do pH do meio ocorre o processo de dimerizagdo da molécula, tendo uma forte relagao
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entre instabilidade da N-acetil-p-benzoquinona-imina com a presenca de ions hidroxila no seu
mecanismo de rea¢do, ocasionando uma maior separa¢do pico a pico, também apresentando
diminui¢do na corrente [105]. Ja para E2 era esperado que a molécula permanecesse totalmente
protonada em pH 3,0 (pKa = 10,71), o que pode ter contribuido para o aumento de sua adsor¢ao
na superficie do eletrodo o que proporcionaria maiores intensidades de corrente. Portanto,
visando obter uma alta detectabilidade para o método, o valor de pH 3,0 foi selecionado para
as proximas analises simultaneas.

Foram conduzidos também testes empregando diferentes solugdes tampao como
eletrélitos de suporte nos pHs 2,0, 3,0 e 4,0 (Figura 17). A selecdo de cada eletrélito foi feita
em consideracdo a faixa de capacidade tamponante especifica de cada solugdo. As solucdes
testadas foram Clark-Lubs, Mcllvaine e B-R, sendo todas preparadas em concentracao de 0,1
mol L™, Vale ressaltar que a solugiio tampdo B-R em pH 3,0 apresentou a maior intensidade de

corrente, motivo pelo qual foi escolhida para as andlises subsequentes.

Figura 17. Respostas de corrente anddica para AP e E2 10,0 umol L' em fungédo do pH e da natureza do eletrdlito
de suporte: (a) Mcllvaine, (b) B-R e (c) Clark Lubs (n = 3).

2
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5.5 ESTUDO DA VELOCIDADE DE VARREDURA

A anélise do comportamento eletroquimico do AP e E2 na superficie do sensor 3D
PLA/CB foi conduzida em diferentes velocidades de varredura. Os voltamogramas
correspondentes estio representados na Figura 18A, destacando o aumento nas intensidades das
correntes de pico a medida que ocorre a variacdo da velocidade (10 — 90 mV s !).

As Figuras 18B e 18C apresentam a relacdo logaritmica de I,a vs. velocidade de
varredura para AP e E2, respectivamente. Foi observado um comportamento linear para ambos
analitos, com a equagdo de log 7 = 0,54 log(v) — 5,03 (r = 0,997) para AP e log I = 0,51 log(v)
— 4,65 (r=0,998) para E2. Dessa forma, os coeficientes angulares obtidos para ambos os CEs
aproximam-se do valor de 0,5, indicando que a etapa limitante da velocidade da reagdo redox
de ambas espécies sobre a superficie do sensor foi governada predominantemente por difusao,

em concordancia com a literatura [107].

Figura 18. (A) Voltamogramas ciclicos para AP e E2 10,0 umol L' em uma solugo tampdo B-R 0,1 mol L™! (pH
3,0) utilizando 3D PLA/CB em diferentes velocidades de varredura: (a) 10,0; (b) 20,0; (c) 30,0; (d) 40,0; (e) 50,0,
() 60,0; (g) 70,0; (h) 80,0 e (i) 90,0 mV s~!. Relagdo entre o logaritmo de Iy, € o logaritmo da velocidade de
variacdo de potencial (v) para (B) AP e (C) E2 (n=3).
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Foram observados também deslocamentos dos valores de E,, para ambas as espécies
com o aumento da velocidade (Figura 19). Em relacdo ao AP, mesmo sendo considerado um
sistema quase-reversivel, sua reagdo eletroquimica em materiais convencionais apresenta
cinética de transferéncia de carga lenta e se comporta de maneira irreversivel [108]. Este
comportamento ¢ similar ao de B. Healy e co-autores [109], que adotaram um comportamento
irreversivel para o AP, ao utilizar um eletrodo de carbono vitreo modificado com f-
ciclodextrina em solucao tampao fosfato. Ja para E2 apenas um pico de oxidacao foi registrado,
confirmando o processo irreversivel. Assim, conforme os critérios da CV para reacdes
irreversiveis e controladas por difusdo, a relagao entre Epo, e log v ¢ expressa conforme Eq.(4)

[110]:

Y
_ po _ RT . ko azF\ /2| _ (23RT
B, = E° = 21078 — In%-+ In (—RT) l (MF) log v Eq.(4)

onde, E° é o potencial padrido (V), R é a constante universal dos gases (J mol ' K™!), T é a
temperatura absoluta (K), F ¢ a constante de Faraday (C mol ™), ko é a constante de velocidade
heterogénea (cm s '), D é o coeficiente de difusdo (cm? s™!), v é a velocidade de varredura (V
s1), a é o coeficiente de transferéncia de elétrons e z é o nimero de elétrons da reacfo
eletroquimica.

A Figura 19 apresenta a relagdo linear entre os valores de E,, vs. log v para os CEs, com
as seguintes equagdes de Epo = 0,029 logv + 0,342 para AP e Ep, = 0,062 logv + 0,67 para E2.
Portanto, levando em consideracdo que ambas as espécies se comportaram com sistema
irreversivel e difusional (o = 0,5), foi possivel calcular o nimero de elétrons aparente da reagao

eletroquimica a partir da Eq. (4). Para AP o valor obtido foi de 2,03 e para E2 foi de 0,95.
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Figura 19. Relagdo entre E,, € 0 logaritmo da velocidade (v) para (A) AP e (B) E2, (n =3).
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A partir das informacdes obtidas no estudo do pH (Secdao 5.4), foi estudado o
envolvimento do mesmo numero de prétons e elétrons para ambas as espécies. Portanto, para
AP o ntimero de elétrons envolvidos na reacao redox foi 2, envolvendo assim a participacao de
2 mols de protons e 2 mols de elétrons por mol de AP. Ja para E2, o numero de elétrons
encontrado para a reagdo redox foi de 1, portanto contribui com a participacao de 1 mol de
préton e 1 mol de elétron por mol de E2. Esses resultados corroboram com outros trabalhos

reportados na literatura € o mecanismo ¢ ilustrado na Figura 20. [31,105,106,111].

Figura 20. Representacdo esquematica da reag@o redox simultanea do AP e E2 na superficie do 3D PLA/CB.
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56  OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DA VOLTAMETRIA DE ONDA
QUADRADA

A SWYV ¢ considerada uma das mais rapidas e sensiveis entre as técnicas voltamétricas.
Esta técnica utiliza da fungdo de potencial em forma de escada, registrando a corrente em dois
momentos distintos durante a aplicacdo do pulso, minimizando assim a contribui¢ao da corrente
capacitiva. Os potenciais empregados sdo gerados ao aplicar pulsos de potencial com uma
amplitude "a" sobre uma escada de potencial com altura AEs (incremento de potencial) durante
um intervalo de tempo "t" (periodo), onde a frequéncia de aplicacdo dos pulsos f corresponde
ao inverso do periodo (1/t) [112]. Portanto, com o objetivo de se obter uma maior sensibilidade
os parametros f, AEs e a foram otimizados simultaneamente para ambos CEs.

O estudo da frequéncia foi realizado em um intervalo de 1,0 a 10 Hz, fixando a
amplitude em 50 mV e o incremento em 5,0 mV (Figura 21A). A faixa de frequéncia
selecionada esta atrelada a cinética lenta de transferéncia de carga entre o sensor impresso € o
analito. Este comportamento pode ser atribuido a composi¢do da superficie do eletrodo,
afetando a velocidade da transferéncia de carga e resultando em cinéticas mais lentas. Como a
velocidade efetiva da SWV ¢ dada em fun¢do do produto da f com o AEs, velocidades da
varredura muito altas ultrapassariam a velocidade da reacao eletroquimica, ocasionando a perda
do registro do sinal tendo menores valores de corrente [112].

Portanto, devido ao fato de a composi¢do da superficie do eletrodo ser formada
majoritariamente de polimero nao condutor (PLA) foi necessario utilizar uma faixa de
frequéncia menor para este parametro. A frequéncia de 3,0 Hz foi selecionada (Figura 21B),
pois apresentou maiores intensidades de corrente para ambos os analitos em relagdo as demais

frequéncias testadas.
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Figura 21. (A) Voltamogramas de onda quadrada para AP 5,0 umol L™! E2 5,0 umol L™ empregando o eletrodo
ativado 3D PLA/CB em solugdo tampao B-R 0,1 mol L™ (pH 3,0) em diferentes valores de frequéncia, mantendo
fixo a =50 mV e AEs= 5 mV. (B) Graficos de corrente vs. frequéncia para AP e E2 (n = 3).
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Posteriormente, avaliou-se valores de AEs na faixa de 1 a 10 mV, fixando o valor da

frequéncia em 3,0 Hz e a amplitude em 50 mV (Figura 22). Assim, nota-se a partir do grafico

de barras (Figura 22B) que maiores valores de intensidade de corrente para ambos CEs foram

obtidos em 5 mV com decréscimo para valores de incremento de potencial maiores. Este

comportamento pode estar novamente associado ao aumento da velocidade da técnica, tendo

em vista que este pardmetro influencia na velocidade efetiva, comprometendo a eficacia do

registro da reacdo dos contaminantes.

Figura 22. (A) Voltamogramas de onda quadrada para AP 5,0 pmol L ™! ¢ E2 5,0 umol L™ empregando o eletrodo
ativado 3D PLA/CB em solucdo tampdo B-R 0,1 mol L™! (pH 3,0) em diferentes valores de incremento de
potencial, mantendo fixo a = 50 mV e f'= 3,0 Hz. (B) Gréaficos de corrente vs. incremento de potencial para AP e

E2 (n=3).
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Por fim, a Figura 23 apresenta os voltamogramas de onda quadrada para os diferentes
valores de a (10-100 mV). Este parametro afeta diretamente nao sé as intensidades de corrente
como também a resolucao dos picos. Portanto, a medida que se aumenta o valor de amplitude
até 50 mV ¢ observado um aumento das intensidades de corrente sem comprometer a definigao
do pico voltamétrico. Para valores de a maiores, as intensidades da corrente se comportaram de
maneira praticamente constante, porém com uma baixa seletividade devido a presenca do

alargamento dos picos.

Figura 23. (A) Voltamogramas de onda quadrada para AP 5,0 umol L™ e E2 5,0 umol L™ empregando o eletrodo
ativado 3D PLA/CB em solugdo tampao B-R 0,1 mol L™! (pH 3,0) em diferentes valores de amplitude de potencial,
mantendo fixos /= 3,0 Hz ¢ AEs = 5,0 mV. (B) Graficos de corrente vs. amplitude para AP ¢ E2 (n = 3).
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A Tabela 2 exibe os parametros de SWV que foram investigados, juntamente com os

valores otimizados para a determinacao de AP e E2 em estudos subsequentes.

Tabela 2. Parametros experimentais otimizados da técnica voltamétrica de onda quadrada utilizados para a
determinacdo do CEs.

Parametros da técnica Faixa de aplicacao Valor experimental
selecionado
Frequéncia / Hz 1-10 3,0
Incremento / mV 1-10 5,0
Amplitude / mV 10-100 50

Fonte: O autor.
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5.7 CURVA DE CALIBRACAO

Sob as condigdes experimentais otimizadas, foram construidas as curvas de calibragao
a partir de adi¢des sucessivas de padrao de AP e E2 na faixa de concentragao de 0,50 a 25 pmol
L'e 0,75 a 50 umol L ™!, respectivamente. Os voltamogramas de onda quadrada apresentaram
picos bem definidos em potenciais de 0,45 + 0,03 V para AP ¢ 0,71 £ 0,05 V para E2. Observou-
se que as intensidades de corrente aumentaram proporcionalmente com o aumento da
concentracdo de ambos CEs (Figura 24A). A equagao de regressao linear obtida para AP a partir
da curva voltamétrica pode ser expressada como Isw = 0,714 (+0,01)[AP] — 0,224(+0,04) (r =
0,999), onde Isw ¢ a corrente resultante em pA e [AP] é a concentragio de AP em pumol L™
(Figura 24B).

O célculo para o LOD e o limite de quantificacdo (LOQ, do inglés limit of
quantification) foram baseados no desvio padrdo (do inglés, Standart Deviation — SD) do
intercepto e na inclinacdo do grafico de calibracdo (s), de acordo com as equagdes LOD = 3 x
(SD/s) e LOQ = 10 x (SD/s)[113]. Os valores de LOD e LOQ obtidos para AP foram de 0,15 ¢
0,51 umol L', respectivamente.

Ja para E2 (Figura 24 C), a equac¢do linear obtida pode ser expressa com a seguinte
fungio: Isw = 0,21 (£9,17 x 10~H[E2] + 0,156(£0,02) (r = 0,999). Os valores de LOD e LOQ

obtidos para E2 foram 0,23 ¢ 0,76 umol L!, respectivamente.
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Figura 24. (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos com 0 3D PLA/CB em solugdo tampdo B-R 0,1 mol L™
(pH 3,0) para AP na faixa de concentragdo: (a) branco, (b) 0,5, (c) 0,75, (d) 1,0, (e) 1,25, (f) 1,5, (g) 2,0, (h) 2,5,
(1) 3,0, (j) 4,0, (k) 6,0, (1) 8,0, (m) 10,0, (n) 15,0, (0) 20,0 e (p) 25,0 pmol L™! e para E2 na faixa de concentragio:
(a) branco, (b) 0,75, (¢) 1,0, (d) 1,25, (e) 1,5, (f) 2,0, (g) 4,0, (h) 6,0, (i) 8,0, (j) 10,0, (k) 15,0, (1) 20,0, (m) 30,0,
(0) 40,0 e (p) 50 umol L™'. Graficos de calibracio para (A) AP na faixa de 0,5 a 25 pmol L™! e (B) E2 na faixa de
0,75 a 50 pmol L™ no 3D PLA/CB em solugdo tampdo B-R 0,1 mol L—1 (pH 3,0) (n = 3). ParAmetros SWV: f=
3,0 Hz, AEs=5,0 mV e a =50 mV.
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Hé4 descrito na literatura o desenvolvimento de diferentes eletrodos para o
monitoramento de contaminantes emergentes. Porém, a analise simultanea in loco desses
compostos utilizando a tecnologia de impressdo 3D ainda ¢ pouco reportada. A Tabela 3
apresenta alguns artigos recentemente publicados para a determinagdo de contaminantes
emergentes utilizando técnicas voltamétricas com sensores impressos. Os trabalhos
referenciados que utilizam da impressao 3D para o desenvolvimento de sensores eletroquimicos
envolvem apenas a determinagdo de AP e E2 em laboratério, ndo sendo encontrado na literatura
estudos que analisem essas substancias simultaneamente in loco. Portanto, este trabalho

destaca-se pela determinacao simultanea de AP e E2 in loco obtendo valores de LOD inferiores
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em comparacao a maioria dos sensores impressos. Além disso, o sensor 3D PLA/CB pode ser

construido em larga escala e com materiais de baixo custo.

Tabela 3. Comparagdo do desempenho analitico do 3D PLA/CB com outros eletrodos impressos na determinagao
de AP e E2.

Eletrdlito LOD/
Eletrodo Impresso Técnica CEs Referéncia
pmol L™
Solucdo H>SO4 AP 2,85
3D ABS/CB DPV [114]
(0,3 mol L") - -
Tampao fosfato AP 0,51
3D PLA/Gr DPV [34]
(0,1 mol L7h - -
Tampao fosfato AP 0,04
3D PLA/CB/MWCNT ? DPV [35]
(0,1 mol L™ - -
Tampdo B-R - -
SPCEs ® SWv [115]
(0,03 mol L") E2 0,88
Tampdo B-R - -
3D PLA/CB DPV [37]
(0,1 mol L") E2 0,31
SPCE DPV Tampao fosfato AP 0,22 (57]
S
(0,1 mol L—l) E2 0,89
Tampdo B-R AP 0,15
3D PLA/CB SWV Este trabalho
(0,1 mol L") E2 0,23

2 Composito de nanotubos de carbono de paredes miltiplas funcionalizados, ° Eletrodos impressos de carbono.

O custo de produgdo do sensor 3D PLA/CB, possui um valor em torno de R$ 0,54
(unidade) com um tempo de confeccao de 53 s. Este eletrodo apresenta uma grande vantagem
em relagdo ao custo-beneficio apresentado em sensores impressos comerciais (SPCE)
reportados para o monitoramento de CEs. Os SPCEs comerciais possuem um custo médio de
R$ 28 (unidade), podendo ser utilizado em apenas uma unica analise antes de seu descarte.
Assim, o 3D PLA/CB se apresenta principalmente como um sensor acessivel e eficaz para o

monitoramento de CEs em diferentes ambientes aquaticos.



64

5.8 REPETIBILIDADE, REUTILIZACAO DO ELETRODO E ESTUDO DOS
INTERFERENTES

A precisao do método foi avaliada a partir da repetibilidade das respostas de corrente
obtidas a partir de testes intra-dia (medigdes sucessivas realizadas no mesmo dia) e inter-dia
(medidas com mesmas condi¢des experimentais, realizadas em dias diferentes) avaliando o
desvio padrao relativo (do inglés, relative standard deviation —RSD) entre as medidas.

Os resultados obtidos demonstraram valores de RSD de 3,4% para AP e 3,8% para E2,
considerando um conjunto de cinco medi¢des utilizando um novo eletrodo a cada medida,
indicando uma boa repetibilidade intra-dia (Figura 25A). Em relagdo a repetibilidade inter-dia,
os valores de RSD foram obtidos a partir de cinco dias consecutivos de medi¢ao, com valores
de 3,6% e 4,1% para AP e E2, respectivamente (Figura 25B). Os resultados mostraram que o
3D PLA/CB apresentou uma precisao aceitavel, pois os valores obtidos foram menores que

2/3RSDHorwitz (RSDHorwitz = 21 723129 "onde C ¢ a fragio de massica do analito g/g) [116].

Figura 25. Medidas obtidas por SWV para AP e E2 1,0 umol L™! empregando o sensor 3D PLA/CB no estudo de
repetibilidade (A) intra-dia e (B) inter-dia.

ﬁ Repetibilidade intra-dia Repetibilidade inter-dia

0,64 AP=0,57 AP=0,58

+ 0,020 pA + 0,021 pA

Medidas

Fonte: O autor.

A reutilizagao do eletrodo foi estudada a partir de cinco medidas consecutivas no mesmo
dia com um tunico eletrodo 3D PLA/CB nas condi¢des otimizadas. Para analise, foram
utilizados solugdo tampdo B-R 0,1 mol L™! (pH 3,0) contendo AP e E2 1,0 pumol L™!. A partir
dos resultados obtidos (Figura 26), foram observados pequenos decréscimos nos valores de

corrente entre as trés primeiras medidas, com variacdes abaixo de 1,89 e 2,11 % em relagdo a
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corrente inicial para AP e E2, respectivamente. Ap0ds a terceira analise, foi observada uma maior
diminuicdo nos valores de corrente para ambos CEs, o que pode ser atribuido aos produtos de
oxidag¢do dos analitos formados na superficie do eletrodo, bloqueando os sitios ativos do sensor
3D PLA/CB. Assim, conclui-se que o eletrodo 3D PLA/CB pode realizar até trés analises

consecutivas sem perdas significativas nos valores de corrente.

Figura 26. Medidas obtidas por SWV para AP e E2 1,0 umol L™! empregando o sensor 3D PLA/CB para cinco
medidas consecutivas no estudo de reutilizacao do eletrodo.
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O estudo de compostos com potencial de serem interferentes foi realizado sob condigdes
otimizadas utilizando solu¢do tampdo B-R 0,1 mol L™! (pH 3,0) contendo AP e E2 1,0 umol
L' na presenga de concentracdes 50 vezes maiores de alguns dos principais tragadores
ambientais em regides costeiras e aguas superficiais (bisfenol A, cafeina e aspirina) [3,117]. Os
interferentes apresentaram seus potenciais de oxidagao em valores mais positivos, acima de
+0,86 V ndo apresentando sobreposicdo com os sinais analiticos. Além disso, alguns ions
inorganicos como K*, Na®, Ca?', Mg?", SO4*, NOs e Cl também foram testados. Os
resultados indicam que o eletrodo proposto possui alta seletividade, com variagdes abaixo de

4,5% na presenga dos interferentes (Figura 27).
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Figura 27. Estudos de interferentes para AP € E2 1,0 umol L™! na presenca de (A) bisfenol A, cafeina e aspirina
50,0 pmol L' e (B) na presenca de Na*, K*, Ca®", Mg?*, SO4>", NO;~, ¢ CI” 50,0 pmol L.
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59 DETERMINACAO IN LOCO DE AP E E2 EM AMOSTRAS DE AGUAS
COSTEIRAS

O 3D PLA/CB foi aplicado na determinagdo in loco de AP e E2 em amostras de aguas
em quatro diferentes regides costeiras de Floriandpolis, SC, Brasil (Tabela 4). O método de
adicao de padrdo realizado em laboratério foi utilizado nos ensaios de quantificacao, visando
obter menores efeitos de matriz. Utilizando a SWV com as condi¢des otimizadas, foram obtidos
voltamogramas com picos de oxida¢ao bem definidos para AP e E2 em 0,44 +0,01 V ¢ 0,69
+0,02 V vs. carbon black, respectivamente.

Nao foram detectados residuos de AP e E2 nas amostras de 4gua. Em seguida, a exatidao
das medidas foi avaliada por testes de adi¢ao e recuperagdo. Foram obtidos valores percentuais
na faixa de 82-105% e 93-106% para AP e E2, respectivamente (Tabela 4). A faixa se encontra
de acordo com os valores permitidos pela literatura (80-110%) para niveis em 10 ® g g ' [118].
A Figura 28 apresenta os resultados de uma das replicatas para determinagao dos contaminantes
na amostra de agua da Lagoa da Conceigdo. Observa-se um aumento linear nas intensidades de
corrente & medida que foram realizadas adi¢cdes sucessivas da solugdo padrdo dos CEs, com
inclinagdo da reta semelhante aos obtidos pela curva de calibracdo. Este tipo de comportamento
esta associado a auséncia do efeito de matriz nos ensaios de determinagdo das amostras. Os
resultados confirmam que o sensor 3D PLA/CB exibiu exatiddo satisfatéria, sendo adequado

para a determinagao simultanea de CEs.
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Figura 28. (A) Voltamogramas de onda quadrada empregando o eletrodo 3D PLA/CB em solu¢ao tampao B-R
0,1 mol L™! (pH 3,0) para: (a) branco, (b) amostra de 4gua da Lagoa da Conceigdo fortificada com AP 2,0 umol
L'eE2 1,1 pmol L}, seguindo com adigdes sucessivas de solugdo padrio resultando em (c) AP 5,0 umol L' e
E2 5,0 umol L7, (d) AP 10 pmol L' ¢ E2 10 pmol L™'e AP 15 umol L™! € E2 15 pmol L', (B) Curvas de adigdo
de padrao (a) e calibragéo (b) do AP. (C) Curvas de adi¢do de padrio (a) e calibragdo (b) do E2. Parametros SWV:
f=3,0Hz, AEs=5,0mV ea=50mV.
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Afim de verificar a exatiddo do método proposto comparou-se os resultados obtidos por
um segundo método, HPLC-DAD. O método proposto para esta técnica baseou-se em trabalhos
j& reportados na literatura [119,120], com modificagdes no gradiente (Figura 29A).
Inicialmente, foi elaborada uma curva de calibragao para o AP ¢ E2 por meio de adi¢des
sucessivas de solucao padrao dos analitos em agua ultra pura. Os cromatogramas apresentaram
um aumento linear em relagdo ao aumento da concentracdo de ambos CEs. A curva de
calibragdo construida ¢ exibida na Figura 29B abrangendo a faixa linear de concentragdo de 1,0
a 30 umol L™! para ambos CEs. A equac¢io de regressio linear obtida para AP foi A = 6,12
(£0,02)[AP] + 0,20(£0,7) (r = 0,998) para AP e A= 0,83 (+£0,05)[E2] — 0,17(+0,1) (r = 0,999)
para E2, onde “A” ¢ a area do pico em mAU e [AP] e [E2] ¢ a concentragdo de AP e E2 em
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umol L™}, respectivamente. Os valores de LOD e LOQ foram de 0,33 ¢ 1,1 umol L™! para AP e

de 0,39 e 1,3 para E2, respectivamente.

Como apresentado anteriormente para o método eletroanalitico, também nao foram

detectados residuos de AP e E2 nas amostras de dgua com HPLC-DAD. Assim, novamente a

exatiddo das medidas foi avaliada por testes de adi¢do e recuperacdo. A Figura 29C apresenta

os resultados cromatograficos para determinacdo dos contaminantes na amostra de agua da

Lagoa da Conceicdo. Foram obtidos valores percentuais de recuperagdo na faixa de 81-107 %

e 93-109 % para AP e E2, respectivamente (Tabela 4).

Figura 29. (A) Gradiente de solventes. (B) Graficos de calibragio para AP e E2 na faixa de 1,0 a 30 pmol L™!. (C)
Cromatogramas de HPLC-DAD da amostra da (a) Lagoa da Concei¢éo (b) com fortificacdo de 3,0 ¢ 9,0 pmol L~
! para AP € E2 € (c) de 6,0 € 18,0 umol L' de AP e E2, respectivamente. Andlises foram realizadas em
comprimentos de onda de 240 nm visando AP e 280 nm visando E2.
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Além da realizagdo do teste de adicdo e recuperagdo, foram conduzidos testes

estatisticos para comparar os conjuntos de dados obtidos pelos métodos eletroquimico e

cromatografico (Tabela 4). As equagdes usadas para calcular os testes ¢ ¢ F sdao [121]:
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2
Eq. (5) F = Daior Eq. (6)

- 2
SDMenor

Onde: X; ¢ o valor médio das amostras obtido pelo método voltamétrico; X» ¢ o valor
médio das amostras obtido pelo método comparativo; Sa ¢ a estimativa do desvio padrdo
agregado; SD ¢ o desvio padrdo amostral e n ¢ o nimero de repetigdes.

O teste F foi empregado para avaliar a precisao dos resultados obtidos com os dois
métodos. Os valores de F calculados foram inferiores ao Fieorico = 19,0 (para dois graus de
liberdade), indicando que nao houve diferenca significativa entre a precisao dos dados obtidos
com os dois procedimentos. Para a comparacao das médias foi aplicado o teste ¢ pareado. Todos
os valores de ¢ foram inferiores ao valor teorico = 2,77 (para seis graus de liberdade), indicando
a auséncia de erros sistematicos nos dados fornecidos pelos dois métodos. Assim, essas analises
estatisticas atestaram a precisdo e exatiddo dos dados fornecidos pelo sensor na determinacao

de AP e E2 em amostras de 4gua em ecossistemas aquaticos.
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Tabela 4. Determinag@o de AP ¢ E2 em amostras de regides costeiras.

SWv HPLC-DAD Dados estatisticos

Amostra Detectado *»  Adicionado® Encontrado®  Recuperado Detectado®  Adicionado® Encontrado®  Recuperado Teste F¢  Teste ¢4

(umol L™ (umol L) (umol L) (%) (umol L) (umol L) (umol L) (%)

AP 3,0 2,50 82— 86 3,0 2,46 81 -84 2,48 1,01
Lagoa da <LOD 6,0 5,97 97 - 101 <L.OD 6,0 5,99 96— 103 3,00 0,19
Conceigao B 9,0 9,15 101 — 104 9,0 9,27 101 — 106 2,55 0,65
18,0 18,9 96— 102 18,0 18,8 101 — 104 1,14 0,10
AP 3,0 2,97 88— 103 3,0 2,53 81-88 4,69 2,55
Lagoa do <LOD 6,0 6,08 99 — 104 <LOD 6,0 5,87 95— 101 1,44 1,55
Peri B 9,0 9,28 99— 106 9,0 8,74 95-99 3,09 2,42
18,0 17,4 93— 101 18,0 19,5 98 — 106 1,30 1,82
AP 3,0 2,81 92-96 3,0 2,54 91 -95 6,72 1,14
Costeira do <LOD 6,0 6,14 99— 105 <LOD 6,0 5,79 97— 107 3,88 0,50
Pirajubaé B 9,0 9,11 97-103 9,0 8,60 93 -97 2,13 2,55
18,0 17,8 96— 102 18,0 19,2 102 — 108 1,10 2,62
AP 3,0 2,91 90 - 99 3,0 2,60 83-91 1,28 2,44
Ribeirao da <LOD 6,0 5,90 96— 101 <LOD 6,0 5,72 93— 98 1,00 1,47
Iha - 9,0 8.9 97 -101 9,0 9,10 97102 1,74 0,65
18,0 18,2 99— 103 18,0 19,0 101 — 109 4,02 1,60

2 Analise in loco;

b Anélise em laboratorio;

¢ F-critico = 19,0 (graus de liberdade igual a 2), o = 0,05;

4 t-critico = 2,77 (graus de liberdade igual a 6), 0. = 0,05.
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A partir da Tabela 4, foi observado que tanto as analises in loco quanto em laboratdrio
forneceram o mesmo resultado de detectabilidade para ambas as técnicas. Entretanto, a anélise
in loco proporciona uma obtencao de dados instantanea, possibilitando a intervengdo imediata
dos locais de andlise quando necessario, aumentando a eficdcia nas operagdes de
monitoramento dos CEs. Neste trabalho, este tipo de andlise s6 foi possivel devido a
portabilidade e miniaturizagdo do sistema eletroquimico acoplado a equipamentos
miniaturizados (Figura 30), apresentando-se como um sistema eficiente para esta modalidade

de analise.

Figura 30. Imagens reais realizando as analises in loco em regides costeiras da (A) Lagoa da Conceigdo, (B) Lagoa
do Peri, (C) Costeira do Pirajubaé e (D) Ribeirao da Ilha.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho, foi desenvolvido um sensor eletroquimico miniaturizado a partir da
tecnologia de impressdao 3D utilizando o filamento condutor de PLA/CB. A impressao 3D
apresentou-se como uma alternativa vantajosa para o desenvolvimento de sensores por utilizar
materiais ecologicos de baixo custo, producdo em larga escala e com geracdo minima de
residuos. O tratamento eletroquimico da superficie em meio alcalino otimizado melhorou
consideravelmente as respostas eletroquimicas simultaneas de AP e E2.

A superficie do eletrodo foi caracterizada por FEG/SEM-EDS, AFM, FTIR, XPS,
KPFM, EIS ¢ CV comprovando que a ativagdo em meio bésico proporcionou uma maior
condutividade elétrica bem como uma maior area eletroativa em relagao ao eletrodo recém
impresso, devido a exposicao dos sitios condutores do CB.

O sensor 3D PLA/CB proposto foi aplicado com sucesso na determinagdo simultanea
de AP e E2 in loco em amostras de aguas provenientes de regides costeiras, sendo o primeiro
trabalho dedicado a este tipo de analise em tempo real para esses compostos utilizando a
tecnologia de impressao 3D. O método proposto se apresentou com boa repetibilidade
acompanhado de dados satisfatorios de precisdo e exatiddo para a determinagdo simultanea de
AP e E2.

E importante destacar que o desempenho analitico do eletrodo 3D CB/PLA foi
comparavel aos eletrodos comerciais impressos de alto custo reportados na literatura. Portanto,
o eletrodo 3D desenvolvido se apresenta como uma excelente ferramenta analitica e de baixo
custo para determinagdo simultdnea de acetaminofeno e 17f-estradiol in loco em ambientes

aquaticos.
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