UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
INSTITUTO DE CIENCIAS EXATAS - DEPARTAMENTO DE QUIMICA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

Davi Marques de Farias

Desenvolvimento de métodos eletroanaliticos para a determinacio de levofloxacina em
formulacao farmacéutica e urina utilizando eletrodo de carbono vitreo modificado com

oxido de grafeno reduzido e nanotubos de carbono

Juiz de Fora

2021



Davi Marques de Farias

Desenvolvimento de métodos eletroanaliticos para a determinacao de levofloxacina em
formulacao farmacéutica e urina utilizando eletrodo de carbono vitreo modificado com

oxido de grafeno reduzido e nanotubos de carbono

Dissertagdo  apresentada  ao
Programa de Pos-graduacdo em
Quimica da Universidade Federal
de Juiz de Fora como requisito
parcial a obtencdo do grau de

Mestre em Quimica

Orientador: Prof. Dra. Maria Auxiliadora Costa Matos (UFJF)

Co-orientador: Prof. Dr. Renato Camargo Matos (UFJF)

Juiz de Fora

2021



Ficha catalografica elaborada através do programa de geracdo
automatica da Biblioteca Universitaria da UFJF,

com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Farias, Davi Marques de.

Desenvolvimento de métodos eletroanaliticos para a
determinacao de levofloxacina em formulacdo farmacéutica e
urina utilizando eletrodo de carbono vitreo modificado com
oxido de grafeno reduzido e nanotubos de carbono. / Davi

Marques de Farias.
--2021.
74 p. :il.

Orientadora: Maria Auxiliadora C Matos

Coorientador: Renato Camargo Matos

Dissertagdo (mestrado académico) - Universidade Federal
de Juiz de Fora, Instituto de Ciéncias Exatas. Programa de
Pos-Graduagao em Quimica, 2021.

1. Eletroquimica. 2. Eletroanalitica. 3. Eletrodos
modificados. 4. Levofloxacina. 5. Técnicas Voltamétricas . I.
Matos, Maria Auxiliadora Costa , orient. II. Matos, Renato
Camargo, coorient. III. Titulo.




Davi Marques de Farias

Desenvolvimento de métodos eletroanaliticos para a determinacio de levofloxacina em
formulacao farmacéutica e urina utilizando eletrodo de carbono vitreo modificado com

oxido de grafeno reduzido e nanotubos de carbono

Dissertagdo  apresentada  ao
Programa de Pos-graduacdo em
Quimica da Universidade Federal
de Juiz de Fora como requisito
parcial a obtengdo do grau de

Mestre em Quimica

Aprovada em 10 de fevereiro de 2021.

BANCA EXAMINADORA

2 fbnliedar. C m}é%da

Frofia) .q::u Maria Auxili

ta'l-lh!'acl Mm:lmdu
llas (UFF)

MARQUES DE FARIAS
Dhsoente



Dedico este trabalho a comunidade cientifica que apesar de sofrer duros ataques a cerca de sua
credibilidade, segue cumprindo com o seu papel fundamental na elucidacao de problemas em diversas

areas do conhecimento.
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Resumo

Neste trabalho, foi comparado 6xido de grafeno reduzido (OGR) e nanotubos de carbono de
paredes multiplas (MWCNT) como modificadores da superficie do eletrodo de carbono vitreo
para a determinagdo de levofloxacina. Ambos nanomateriais foram devidamente
caracterizados por espectroscopia Raman, mostrando assim que de fato houve mudangas
estruturais apds a funcionalizagdo. Experimentos envolvendo a voltametria ciclica, mostraram
que o sensor a base de RGO apresentou maior ganho de sinal analitico para a levofloxacina
em comparagao com os eletrodos modificados com MWCNT (4 vezes) e sem modificacao (20
vezes). O processo de oxidagdo da levofloxacina sobre as diferentes superficies eletrodicas foi
controlado pela adsor¢ao das espécies eletroativas e irreversivel em aproximadamente + 1,0
V. Voltametria de pulso diferencial (VPD), voltametria de onda quadrada (VOQ), deteccao
amperométrica usando andlise por injecdo em fluxo (FIA-AMP) e por injecdo em batelada
(BIA-AMP) foram avaliadas para determinacao da levofloxacina em amostras de formulacdes
farmacéuticas, utilizando o eletrodo modificado com OGR. Os métodos desenvolvidos
apresentaram limites de detec¢do de 1,45; 6,70; 1,90; 0,33 pmol L e niveis de recuperagao
de 91, 106, 103 e 101 %, respectivamente. Todos os desvios padrdo relativos foram inferiores
a 7,0 %, indicando precisdes adequadas. Os teores de levofloxacina foram concordantes com
o valor estabelecido pelo fabricante do medicamento. Para andlise da amostra de urina, os
métodos dinamicos FIA/BIA-AMP foram selecionados devido a elevada frequéncia analitica
(cerca de 100 injegdes por hora), sendo obtido um nivel de recuperagdo entre 96-98%. Todos
os resultados eletroquimicos foram estatisticamente compardveis com a andlise por
cromatografia liquida ultra-rapida (UFLC), a um nivel de 95 % de confiabilidade,

demonstrando que os métodos sao promissores para analises de rotina.

Palavras-chave: Levofloxacina. Oxido de grafeno reduzido. Nanotubo de carbono com
paredes multiplas. Voltametria de pulso diferencial. Voltametria de onda quadrada.

Amperometria. Anélise por injecdo em fluxo. Analise por inje¢do em batelada.



Abstract

In this work, reduced graphene oxide (OGR) and multi-walled carbon nanotubes (MWCNT)
were compared as glass-carbon electrode surface modifiers for the determination of
levofloxacin. Both nanomaterials were properly characterized by Raman spectroscopy, thus
showing that there were in fact structural changes after functionalization. Experiments
involving cyclic voltammetry, showed that the rGO-based sensor showed greater analytical
signal gain for levofloxacin compared to electrodes modified with MWCNT (4 times) and
without modification (20 times). The oxidation process of levofloxacin on the different
electrode surfaces was controlled by the adsorption of the electroactive and irreversible
species at approximately + 1.0 V. Differential pulse voltammetry (VPD), square wave
voltammetry (VOQ), amperometric detection using injection analysis flow (FIA-AMP) and
batch injection (BIA-AMP) were evaluated to determine levofloxacin in samples of
pharmaceutical formulations using the rGO modified electrode. The developed methods
presented detection limits of 1.45; 6.70; 1.90; 0.33 umol L-1 and recovery levels of 91, 106,
103 and 101%, respectively. All relative standard deviations were less than 7.0 %, indicating
adequate precision. Levofloxacin levels were in agreement with the value established by the
drug manufacturer. For analysis of the urine sample, the dynamic methods FIA / BIA-AMP
were selected due to the high analytical frequency (about 100 injections per hour), with a
recovery level between 96-98%. All electrochemical results were statistically comparable
with the analysis by ultra-fast liquid chromatography (UFLC), at a level of 95% reliability,

demonstrating that the methods are promising for routine analysis.

Keywords: Levofloxacin. Reduced graphene oxide. Multi-walled carbon nanotube.
Differential pulse voltammetry. Square wave voltammetry. Amperometry. Flow injection

analysis. Batch injection analysis
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1 INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

A eletroanalitica esta na interface da ciéncia analitica e eletroquimica. A mesma atua
no desenvolvimento, caracterizagcdo, e aplicagdo de métodos de analise quimica empregando
fenomenos eletroquimicos, possibilitando o desenvolvimento de novas opgdes que auxiliam
na determinacdo de analitos organicos, inorgdnicos e organometalicos em diferentes
substratos (AVACA; TOKORO, 2002). As metodologias abrangendo estudos eletroquimicos
sdo vastas e variaveis, tendo aplicabilidade em diversas areas do conhecimento, tais como,
industriais (MEILI et al., 2019; PARNELL et al, 2015), farmacéuticas
(THUNYAKONTIRAKUN et al., 2019; YEH; KUO; CHENG, 2008), ambientais
(VICENTINI et al., 2016), alimentares (SMART et al., 2020; SUDARVIZHI et al., 2018) ¢
tecnologicas (NIU et al., 2013; PINTER et al., 2007). As técnicas eletroquimicas associadas
ao desenvolvimento de métodos eletroanaliticos sdo importantes ferramentas na quantificagao
de espécies eletroativas, pois as mesmas oferecem adequadas e atrativas caracteristicas como,
baixo custo instrumental, alta sensibilidade e portabilidade (ZANONI et al., 2017). Uma linha
de pesquisa muito explorada nos ultimos anos ¢ a constru¢do de novos sensores
eletroquimicos a partir da modificagdo quimica da superficie de eletrodos convencionais

(EDWARDS; BERGREN; PORTER, 2007).

Murray e colaboradores foram os precursores do termo eletrodo quimicamente
modificado (EQM), o qual designa eletrodo com espécies quimicamente ativas, imobilizadas
em sua superficie, de forma deliberada, com o objetivo controlar a natureza fisico-quimica da
interface eletrodo/solucdo agregando maior sensibilidade, seletividade, reatividade e robustez
(MOSES; WIER; MURRAY, 1975). As propostas de aplicagdo dos EQM podem ser: de
carater excludente, alterando as propriedades de transporte para a superficie do eletrodo; de
carater reacional, onde o modificador provoca reagdes na superficie do eletrodo; ou com o
proposito de melhorar a transferéncia eletronica, provocado pelo efeito catalitico de alguns
modificadores (PEREIRA; SANTOS; KUBOTA, 2002a). A utilizagdo dos EQM’s sdo
associados, geralmente, a técnicas voltamétricas (ALIZADEH et al., 2012; BEITOLLAHI et
al., 2020; OLIVEIRA et al., 2018; YALLAPPA et al., 2018) e amperométricas (ANGGRAINI
et al., 2018; RASHID et al., 2019; ZIYATDINOVA; GUSS; BUDNIKOV, 2020).
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O substrato, eletrodo de trabalho, onde ocorrem os fendmenos redox relacionados a
analise, deve ser eletroquimicamente estavel e também se moldar ao método de imobilizacao
selecionado. Dentre esses, os mais usuais sdo os eletrodos de ouro, platina, carbono vitreo e
pasta de carbono. O carbono vitreo recebe destaque devido a caracteristicas como boa
condutividade elétrica, estabilidade térmica e robustez o que o torna atrativo enquanto
eletrodo base de possiveis modificadores (MALEKI, 1998). As modificagdes no eletrodo base
podem ser feitas por adsorcdo, ligacdo covalente, filmes poliméricos e a formagdo de

compositos, como mostrados no quadro 1.

Quadro 1. Métodos de modificagdo de superficies de eletrodo.

Modificacoes Principais Caracteristicas

Adsor¢ao Incorporagdo simples e rdpida de compostos
quimicamente ativo sobre diversificados eletrodos

base.

Ligacao Covalente Associagdo de diversas substancias, de maneira
estavel, através da manipulacdo da reatividade dos
grupos funcionais existentes na superficie do eletrodo

com o modificador desejado.

Filmes poliméricos Imobilizagdo de  policamadas de  espécies
quimicamente ativas ou inertes, sobre a superficie do

eletrodo de acordo com o objetivo do sensor.

Materiais Compdsito Combinacdo de duas ou mais fases de natureza
diferente, afim de que as mesmas interajam
sinergicamente conferindo ao EQM caracteristicas

anicas.

Fonte: Adaptado de (PEREIRA; SANTOS; KUBOTA, 2002a).

Nos ultimos 10 anos, materiais nanoestruturados de carbono (nanotubos de carbono,
nano-diamantes, fulereno, grafeno e seus derivados) recebem destaque, tendo em vista que os
mesmos incorporam a eletroandlise caracteristicas adequadas como o aumento do transporte
de massa, aumento na area superficial, melhor relacdo sinal-ruido, ampla janela de potencial,
baixo custo, baixa suscetibilidade de interferéncia do oxigénio dissolvido no meio e, também,
por apresentar propriedades eletrocataliticas em diversas reagdes redox (BEZZON et al.,

2019).
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Segundo dados da Organizagao Mundial da Saude (OMS), o Brasil ¢ o 19° pais com
maior ingestdo de doses didrias de antibioticos no mundo, sdo 22,5 doses pra cada mil
habitantes (CAMBRICOLI, 2018). Dentre os antibidticos disponiveis no mercado, t€m-se as
fluoroquinolonas (ciprofloxacina, levofloxacina, norfloxacina, moxifloxacina, ofloxacina
dentre outras) que sdo antibioticos de amplo espectro utilizados para o tratamento de diversos
tipos de infecgdes bacterianas em humanos e em animais sob regime de pastejo, podendo ser

ministrado com fins terapéuticos e profilaticos (REGITANO; LEAL, 2010).

1.2 ELETRODOS MODIFICADOS A BASE DE GRAFENO E DERIVADOS

O grafeno, figura 1, foi descoberto no ano de 2004 por Andre Geim e Konstantin e
prontamente levou a comunidade cientifica a explorar suas potencialidades, além de que, tal
descoberta resultou na obtencdo do prémio Nobel no ano de 2010 (NOVOSELOV et al.,
2004). O grafeno ¢ uma das formas alotropicas do carbono, e consiste em uma camada tnica
de atomos de carbono com hibridizagio sp> em uma estrutura planar hexagonal densamente
compacta. As ligagdes sigma C-C no plano sdo extremamente forte, enquanto que as
interagdes de van der Walls fora do plano proporcionam interagdes fracas entre as camadas de
grafeno ou entre o grafeno e os substratos (GHUGE; SHIRODE; KADAM, 2017). Tal
configuragdo eletrdnica é responsavel pela area superficial (2630 m”> g — valor tedrico), e
elevada resisténcia mecanica, condutividade elétrica, flexibilidade e condutividade térmica

(JUSTINO et al., 2017).
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Figura 1. Estrutura em 3D do grafeno.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).

Dessa forma, o mesmo apresenta potencialidade de aplicagdo em diversas areas
tecnologicas: biomedicina e industria farmacéutica (SONG et al.,, 2020), industria
aeroespacial (DHINAKARAN et al., 2020), constru¢do de supercapacitores (KORKMAZ;
KARIPER, 2020), matrizes energéticas alternativas (TSANG et al., 2020), eletroanalitica
(DU et al., 2011; PROMPHET et al., 2015) e biossensores (NERAVATHU et al., 2020;
ZHENG et al., 2019).

Zhang e colaboradores utilizaram o grafeno como base na construcdo de um
biossensor de tirosinase na determinagdo de bisfenol A (BPA). O método desenvolvido
apresentou faixa linear de 100 nmol L™ a 2000 nmol L™, limite de detecgdo de 33 nmol L' e
sensibilidade de 3108,4 (mA cm™ mol™). O mesmo foi validado por cromatografia liquida de
alta eficiéncia o que demonstrou a potencialidade do biossensor na determinagdo rapida de
BPA lixiviado de produtos plasticos de policarbonato e para analises de campo (CUI;

ZHANG, 2013).

Luo e colaboradores desenvolveram um sensor ndo enzimatico para a determinagdo de
glicose utilizando nanoparticulas de Cu (cobre) com eletrodeposicao em folhas de grafeno. Os
estudos envolvendo o sensor Cu-grafeno mostraram-se promissores tendo em vista o efeito
sinérgico dos materiais na oxidacao da glicose em meio alcalino. O método apresentou uma

faixa linear até 4,5 mmol L' e um limite de deteccao de 0,5 umol L'l, além de apresentar alta
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estabilidade e seletividade a glicose frente a interferentes comuns (4cido ascorbico, dopamina,

acido urico e carboidratos) (LUO et al., 2012).

Kokot e colaboradores desenvolveram um biossensor amperométrico utilizando
nanoparticulas de prata e nanofolhas de grafeno para a determinacdo de perdxido de
hidrogénio (H,0,). O método desenvolvido para a redugdo do H,O, apresentou faixa linear de
0,3 a 1,8 mmol L' com um limite de deteccao de 0,11 mmol L' e sensibilidade de 2774,8 LA
umol L. Além disso, a introducio sucessiva de nanofolhas de grafeno no sistema resultou
em um acréscimo no sinal analitico, o que reafirma os possiveis efeitos cataliticos do grafeno,

conferido ao biossensor desenvolvido (SONG; NI; KOKOT, 2013).

A obtencgdo do grafeno pode ser realizada por diferentes rotas sintéticas, tais como a
exfoliagdo mecanica do grafite, exfoliacdo eletroquimica, exfoliacdo quimica do grafite e
deposicao quimica a vapor. Entretanto, devido ao carater hidrofébico do mesmo, algumas
alternativas viaveis para a melhor dispersdo em meio aquoso sdo utilizadas, tais como a
funcionalizacao (inser¢ao de grupos funcionais em sua estrutura) e o uso do ultrassom, tendo
em vista que a condutividade elétrica ¢ maior quando o material estd melhor disperso. Neste
sentido, opta-se por trabalhar com os materiais derivados do grafeno, sendo eles o 6xido de
grafeno (OG) e o 6xido de grafeno reduzido (OGR). (CHEN; FENG; LI, 2012; DA SILVA et
al., 2020).

O oxido de grafeno (OQG), figura 2, consiste em uma estrutura planar de carbono
contendo diversos grupos oxigenados (carbonila, carboxila, hidroxila), os quais atribuem a
hidrofilicidade e biocompatiblidade ao material. A principal rota de obtengao do OG ¢ o
método de Hummers, dispersao do grafite em meio de &cido sulftrico concentrado, nitrato de
sodio e permanganato de potassio sob aquecimento. A grande desvantagem do OG frente ao
grafeno ¢ a sua elevada resisténcia elétrica, tal caracteristica ¢ conferida devido a defeitos na
estrutura que interrompem a hibridiza¢io sp” (planar), ou seja, no OG existem dominios com
carbono sp’ (tetraédrica). A fim de restaurar a condutividade do material, uma grande parte
dos grupos funcionais, no OG, podem ser removidos via reducdo quimica ou eletroquimica,
com a finalidade de obter o 6xido de grafeno reduzido (OGR) (figura 2) que agrega
porosidade ao sensor desenvolvido, promovendo uma maior aderéncia ao analito e

consequentemente uma maior sensibilidade ao método desenvolvido (NARCISO et al., 2017).
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Figura 2. Processo de redu¢do do OG a OGR.
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor (2020).

A abrangéncia e a potencialidade na utilizacdo de OGR advém da cinética de
transferéncia eletronica e aumento da area superficial, o que permite a elucidacao de diversas
vias eletroquimicas, além de promover um aumento no desempenho eletrocalitico do método
desenvolvido. Os sensores utilizando o OGR como modificador tém sido utilizados como
ferramenta na determinagdo de diversas moléculas organicas em variadas matrizes, tais quais,
ambientais, farmacéuticas e biologicas (HAN et al., 2018; WANG et al., 2009; ZHANG et al.,
2019).

Donini e colaboradores construiram um eletrodo de OGR modificado com
nanoparticulas de prata para a determinagao do hormonio estriol em urina sintética e agua de
torneira. A técnica voltamétrica utilizada foi a voltametria de onda quadrada (VOQ) e o
método obtido apresentou um limite de detecgdo de 21,0 nmol L™ (DONINI et al., 2018).
Jiang e colaboradores utilizaram um sensor a base de B-ciclodextrina ¢ OGR sobre uma
superficie de carbono vitreo para a determinagdo de gatifloxacina em formulagdes
farmacéuticas e amostras de urina por voltametria de pulso diferencial (VPD), tendo obtidos
resultados de recuperagdo na faixa de 95 a 103 % para ambas as amostras (JIANG; LI;
ZHANG, 2016). Outro trabalho realizado por Jiang e colaboradores determinaram ofloxacina
em amostras de urina e formulagdes farmacéuticas utilizando um eletrodo modificado com
OGR e nanoclusters bimetalicos de platina e ouro, a recuperacao obtida pelo método foi de 96

a 101 % o que confere uma boa exatidao ao método proposto (JIANG et al., 2017).

1.3 ELETRODOS A BASE DE NANOTUBOS DE CARBONO

Nanotubos de carbono (NTC’s) sdo arranjos hexagonais de carbono com hibridizagao

2 o L .
sp”, também ¢ uma forma alotrdpica do carbono e consiste em folhas de grafeno enroladas em
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formato cilindrico, tendo seu didmetro na ordem de nandmetros e didmetro na ordem de
micrometros. A principal forma de obtengdo ¢ a partir da decomposi¢do térmica de fontes
gasosas de carbono (CH4, C;H4 ou outras moléculas orgénicas) na superficie de catalisadores
nanoparticulados. As disposi¢des dessas folhas podem ser em uma tnica camada (do inglés,
single-walled carbon nanotubes, SWCNT) ou em multiplas camadas (do inglés, multi-walled
carbon nanotubes-MWCNT), conforme mostrado na figura 3 (MCCREERY, 2008). Apesar da
semelhanca estrutural entre o grafeno e os NTC’s dos diferentes tipos (SWCNT e MWCNT),
0 primeiro possui um carater semicondutor enquanto que os NTC’s podem apresentar carater
condutor ou semicondutor, dependendo da orientagdo da folha de grafeno sobre a qual ¢
enrolado o nanomaterial. Os SWCNTs e MWCNTSs sdo bastante semelhantes entre si, tendo
em vista que os cilindros formadores dos nanotubos de multiplas camadas possuem interagdes

fracas (FRANK et al., 1998; LIANG et al., 2001).

Figura 3. Modelos conformacionais para os NTC's: (A) Camada tinica (SWCNT); (B)
Multiplas camadas (MWCNT).

e
Fonte: Adaptada de (Montes, R.H, 2015).

O grande empecilho na utilizagdo dos NTC’s como modificadores € o seu baixo grau
de solubilidade em solventes aquosos e organicos (STAR et al., 2001). Dessa forma, ¢
necessario o uso de técnicas que permitam superar tais obstaculos, como o uso de ultrassons,
agentes tensoativos e modificacdo quimica através de funcionalizagdes e combinagdes dos
mesmos. A utiliza¢do do ultrassom tem por objetivo minimizar a agrega¢ao do nanomaterial,
tendo em vista que a condutividade elétrica do material esta diretamente ligada com o grau de

dispersdo dos NTC’s no meio aquoso ou no meio organico (SONG; YOUN, 2005).

A funcionalizagdo inclui modificagdes em sua morfologia, aumento da area superficial

e adi¢do de grupamentos em sua superficie (carboxilatos, hidroxilas, amidas entre outras). O
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principal objetivo € potencializar as caracteristicas eletroquimicas do nanomaterial
empregado, bem como melhorar o seu carater dispersivo. O método mais empregado ¢ aquele
que envolve interagdes covalentes, tendo em vista que a mesma resulta em aprimoramentos
drasticos nos NTC’s. Os processos oxidativos em meio 4cido (figura 4) provocam defeitos na
estrutura dos nanotubos, além da inser¢do de grupos funcionais (como por exemplo, as
carboxilas) o que resulta no aumento da reatividade por parte do material nanomérico

(PEREIRA; SANTOS; KUBOTA, 2002b).

Figura 4. Funcionalizagao dos NTCs em meio acido.

NTC

H.S0,/HNO-

L —

Fonte: Adaptado de (PEREIRA; SANTOS; KUBOTA, 2002b)

As potenciais aplicagdes dos NTC’s na construcao de sensores e biossensores advém
de propriedades como: resisténcia mecanica e estabilidade quimica, o que confere ao sensor
uma boa resisténcia a pequenos choques mecanicos durante a analise e ndo perder suas
caracteristicas eletroquimicas; elevada adsortividade, o que promove uma maior aderéncia por
parte do analito; répida transferéncia eletronica, podendo conferir ao sensor efeitos
eletrocataliticos desejados e por fim excelente quimiocompatibilidade, permitindo associacdes
com outras moléculas quimicamente ativas. (SHERIGARA; KUTNER; D’SOUZA, 2003;
ZHAO; LIU; HU, 2006; ZHOU; FANG; RAMASAMY, 2019).

Wang e colaboradores construiram um sensor capaz de monitorar tetraciclina ao
combinar um polimero impresso com um composito de MWCNTs e ouro. A faixa linear do
método variou de 0,10 a 40,00 mg L' e o limite de deteccao foi de 0,04 mg L'l, 0 que mostra
a potencialidade do modificador em termos de detectabilidade a determinagdo do antibidtico
em questdo (WANG; ZHAO; QUAN, 2011). Chen e colaboradores construiram um sensor a
base de o6xido de cobre nanoparticulado em conjunto com MWCNTSs para a deteccao de

flunitrazepam (sedativo), o método desenvolvido apresentou linearidade na faixa de 0,05 a
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350,00 pmol L' e foi aplicado em amostras farmacéuticas e bioldgicas com recupera¢des

satisfatorias (CHEN et al., 2019).

Fotouhi e colaboradores determinaram ciprofloxacina em amostras de urina e soro
sanguineo utilizando eletrodo modificado com MWCNTs, a técnica utilizada foi a voltametria
de pulso diferencial e as recuperacdes obtidas para ambas matrizes foram proximas a 90 % o
que demonstra boa exatiddo, levado em consideracdo a faixa de concentracdo trabalhada
(FOTOUHI; ALAHYARI, 2010). Jiang e colaboradores determinaram ofloxacina utilizando
um eletrodo modificado com o-aminofenol e MWCNTs, o efeito sinérgico entre ambos os
modificadores conferiram propriedades eletrocataliticas ao sensor desenvolvido, o método
apresentou uma faixa linear de 3 a 200 umol L™ e recuperagdes de 98 a 103 % (JIANG et al.,
2017).

1.4 ANALISE DE LEVOFLOXACINA E URINA SINTETICA

A sintese da primeira quinolona, estrutura basica mostrada na figura 5A, foi no ano de
1962. A mesma foi obtida a partir do agente antimalarico de atividade antibacteriana
comprovada, a cloroquina. O &cido nalidixico (figura 5B), um subproduto dessa rea¢ao que
também apresentou atividade antibacteriana, sendo assim, o mesmo foi empregado no
combate a doengas urinarias de dificil tratamento (BALL, 2000). A partir das quinolonas
surgiram as fluorquinolonas (FQ), a segunda geracgdo desse farmaco possui um atomo de flaor
e um grupo pipezarinil, tal mudanga proporcionou um aumento no espectro de agdo, ja que as
FQ tem maior facilidade em ultrapassar a parede bacteriana e também apresentaram melhor

atividade contra essa classe de micro-organismos (HIGGINS; FLUIT; SCHMITZ, 2003).

A industria farmacéutica segue realizando modificagdes estruturais nas FQ, o que
confere ao grupo amplo espectro de atuacdo bem como uma boa farmacocinética, permitindo
dosagem unica. Nesse sentido, tem-se a levoflaxacina (figura 5C) pertencente a 3* gerag¢do das
fluorquinolonas (RODRIGUES-SILVA et al, 2014). A mesma apresenta atividade
bactericida de amplo espectro contra bactérias gram-positivas e gram-negativas. Uma das suas
principais utilizagcdes ¢ para fins terapéuticos, sendo de extrema importancia em infecg¢des
causadas por micro-organismos resistentes a outras classes de farmacos, algumas dessas
patogenias sdo infec¢des do trato respiratorio superior e inferior, infecgdes da pele e tecido
subcutaneo e infec¢des do trato urinario (DE SOUZA, 2005). O mecanismo de agdo consiste

na inibi¢do da atividade catalitica de duas enzimas (DNA girase ¢ a topoisomerase IV)
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responsaveis pela replicagdo e transcricdo do DNA bacteriano (RADI; RIES; KANDIL,
2003). A mesma pode apresentar reagdes adversas como danos nos tenddes, problemas
cardiacos, perda de massa muscular e sindromes de Stevens-Johnson (WANG; ZHU;

ZHANG, 2014).

Figura 5. Estrutura conformacional basica das quinolonas e seus derivados.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).

A industria farmacéutica no Brasil ¢ fiscalizada pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), a mesma ¢ responsavel por toda a regulamentacgdo e pela fiscalizacdo do
controle de qualidade. A produgao de qualquer medicamento dentro da industria farmacéutica
passa por um conjunto de processos definidos em uma determinada sequéncia ate a obtengao
do produto final. Inserido na cadeia produtiva, ¢ importante definir produtos intermediarios,
além do produto final como ponto critico no controle de qualidade. Esses pontos criticos sdo
focos de analises, sejam elas fisico-quimicas ou bioldgicas. O teor do principio ativo de uma
formulacao ¢ um importante pardmetro na determinagdo da qualidade, seguranca e eficécia

terapéutica de uma determinada formulagio farmacéutica (VALECIO, 2019).

Além da questdo de satide humana, ¢ importante ressaltar que estudos reportam a
baixa absor¢do e metabolizacdo da levofloxacina por parte do organismo animal e que apds a
administracdo oral é possivel encontrar o principio ativo e os seus metabolitos na urina, sendo
este um possivel contaminante de esgotos e rios (CESARINO et al., 2014). Sendo assim, o

mesmo pode ser considerado um poluente emergente, devido a insercao crescente desses
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produtos ao meio ambiente, cujo comportamento, distribui¢ao e efeitos no mesmo ainda nao
sao totalmente compreendidos, de forma a apresentarem risco a todo ecossistema. Ao inseri-
los no mesmo, podem causar diversos desiquilibrios devido a sua atividade bioldgica,
possiveis efeitos bioacumulativos e o desenvolvimento de bactérias resistentes ao farmaco em
questdo, tendo em vista que bactérias expostas a residuos antimicrobianos presentes em
matrizes ambientais podem sofrer mutagdes em sua carga genética (SUI et al., 2015), o que
resulta em micro-organismos mais resistentes ao farmaco em questdo. O crescimento da
resisténcia bacteriana tem como principais efeitos negativos a necessidade da utilizagdo de
formulagdes farmacéuticas mais agressivas e onerosas no tratamento de doengas. Uma vez na
estacdo de tratamento, o efluente ¢ submetido a processos fisico-quimicos e bioldgicos
ineficientes na degradagao desses xenobidticos, que atingem os corpos d’agua, contaminando-

os (VETTORELLO et al., 2017).

Dessa forma, ¢ imprescindivel o controle em urina para que se tenham condicdes de
fazer estudos referentes ao monitoramento no aumento da polui¢do ambiental por parte dessa
classe de antibidticos, no caso em especifico deste trabalho, a levofloxacina. Além do
monitoramento em formula¢des farmacéuticas, por questdes de satde publica e controle de

qualidade (FRADE et al., 2014).

Diversas técnicas sdo reportadas na literatura como uma possivel ferramenta na
determinacdo de levofloxacina em fluidos bioldgicos e formulagdes farmacéuticas, dentre elas
espectrofotometria (MALEQUE et al., 2012), cromatografia liquida de alta eficiéncia
(LOCATELLI et al., 2015; SZERKUS et al., 2017), eletroforese capilar (FARIA et al., 2006),
quimioluminescéncia (DONG et al., 2015), espectroscopia de fluorescéncia (EL-
HAMSHARY et al., 2019) e a espectroscopia RAMAN (HIDI et al., 2016). Apesar de estas
apresentarem caracteristicas adequadas como, robustez, sensibilidade e seletividade, as
mesmas possuem um alto custo instrumental, baixa frequéncia analitica (em virtude dos
dispendiosos tratamentos de amostras) e elevada geracdo de residuos. Tendo em vista que a
levofloxacina apresenta grupos eletroativos em sua estrutura, metodologias eletroquimicas
vém sendo desenvolvidas com o objetivo de se estabelecer métodos alternativos com baixo
custo instrumental, sensibilidade, adequada frequéncia analitica e simplicidade operacional

(LOWINSOHN; BERTOTTI, 2006).

Cesarino e colaboradores propuseram a analise de levofloxacina por voltametria de

pulso diferencial utilizando um eletrodo de trabalho modificado com NTC e 6xido de estanho.
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O método desenvolvido apresentou linearidade na faixa de 1 a 10 pmol L e limite de
quantificagio de 0,2 pmol L' (CESARINO et al, 2014). Borowiec e colaboradores
propuseram um sensor utilizando OGR, nanoparticulas de ouro e dialil-dimetilcloreto de
amoénio para a determinagdo de levofloxacina em formulagdes farmacéuticas. O método
apresentou-se linear na faixa compreendida de 20 a 40 mmol L™ ¢ os resultados obtidos foram
concordantes com os rétulos do medicamento (BOROWIEC et al., 2015). Huang e
colaboradores determinaram levofloxacina em amostras de leite com cravo ao utilizar um
eletrodo de carbono vitreo modificado com grafeno e “quantum dots” de o-aminofenol. A
eletropolimeriza¢ao desses compostos forneceu um aumento na area superficial ¢ um aumento
na corrente de oxidagdo da levofloxacina. A linearidade do método proposto variou de 0,050 a
100 pmol L com limite de deteccio de 10 nmol L' e percentuais de recupera¢io para as

amostras de leite variando de 96 a 101 % (HUANG et al., 2017).
1.5 SISTEMAS POR ANALISE EM FLUXO (FIA E BIA)

A andlise por injecdo em fluxo, FIA (do inglés, Flow Injection analysis), foi
inicialmente proposto por Ruzicka e Hansen em 1975, introduziu um novo conceito de
analises quimicas. Tendo em vista que o mesmo possui vantagens como o uso de
instrumentagdo versatil e simples, baixo custo dos componentes do sistema, elevada
frequéncia de amostragem, consumo reduzido de material (amostras e reagentes) o que
diminui a geragdo de residuos, além do menor contato e exposi¢do por parte do analista,

resultado direto da automatizacao (CESAR; SANTANA; KUBOTA, 2002).

O sistema FIA ¢ composto por uma bomba peristaltica responsavel por proporcionar
um fluxo transportador e um injetor que € responsavel por introduzir a amostra no fluxo para
que os analitos atinjam o detector e produzam um sinal analitico. Em relacdo as condigdes
experimentais do FIA (vazdo e percurso analitico), se mantidas constante, obtém-se resultados
confiaveis e reprodutiveis (RUZICKA; HANSEN, 1975). Sua aplicabilidade se faz presente
em matrizes ambientais (LANYON et al.,, 2005; TRAVERSI et al.,, 2007), alimentares
(SANCHEZ ARRIBAS et al., 2013; VARGAS et al., 2016) e farmacéuticas (FEIER et al.,
2017; RUEDAS RAMA; RUIZ MEDINA; MOLINA DIAZ, 2004).

Ao longo dos anos, o sistema FIA tem sido acoplado a diversas técnicas analiticas,
como a absorcdo atdmica (OLIVEIRA et al., 2014; ZARE-DORABEI; BOROUN;
NOROOZIFAR, 2018), espectrometria UV-Visivel (ALTIOKKA; ATKOSAR; CAN, 2002;
SHAMSIPUR et al., 2009), fluorescéncia (LI et al., 2010; WANG; SOMBRA;
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FERNANDEZ, 2012), quimiluminescéncia (CHRISTODOULEAS et al., 2015; MURILLO
PULGARIN; GARCIA BERMEJO; CARRASQUERO DURAN, 2019), espectrometria de
massas (BRUNO et al., 2016; JURDAKOVA et al., 2018), potenciometria (SHAMSIPUR et
al., 2009; SONG et al., 2011), voltametria (DEJMKOVA et al., 2012; NOUWS et al., 2007) e
amperometria (SU et al., 2009; WONG; SANTOS; FATIBELLO-FILHO, 2018). Quando
associado a deteccdo eletroquimica, a maioria de suas aplicagdes estd relacionada a
amperometria, técnica que consiste na aplicacdo de um potencial constante ao longo do tempo
e o sinal gerado pela oxidacdo ou redu¢ao (magnitude de corrente faradaica) ¢ proporcional a

espécie eletroativa de interesse.

A andlise por inje¢do em batelada, BIA (do inglé€s, Batch Injection analysis), foi
introduzida na década de 90, por Wang e Taha. O sistema BIA consiste em um arranjo
instrumental dindmico que recebe atencdo devido a atrativas caracteristicas, além das ja
mencionadas para o sistema FIA, associadas a caracteristicas fisicas da ndo necessidade de
bomba externa e tubulagdes fluidicas. O arranjo desta técnica consiste em pequenos volumes
de amostras que sdo injetadas, com o auxilio de uma micropipeta, diretamente na superficie
do eletrodo de trabalho, o qual se encontra imerso num aporte grande de eletrdlito suporte.
Além disso, a fim de se obter resultados mais precisos € utilizada para injecdo das amostras
uma micropipeta eletronica, onde o volume e velocidade da injecdo sdo programados
(WANG; TAHA, 1991). O sistema BIA quando acoplado a técnicas eletroquimicas,
principalmente a amperometria, demonstra-se uma valiosa ferramenta nas analises de
amostras alimentares, ambientais e farmacéuticas (OLIVEIRA et al., 2016; SILVA et al.,
2012; STEFANO et al., 2012).

Algumas vantagens do FIA-amperometria (FIA-AMP) e do BIA-amperometria (BIA-
AMP) frente aos métodos voltamétricos convencionais sao: volume de material que chega a
superficie do eletrodo, proporcionando um aumenta significativo na sensibilidade (transporte
de massa convectivo); minimo envenenamento da superficie do eletrodo ja que o tempo de
exposi¢do ao analito ¢ menor e o decréscimo significativo na contribuicdo da corrente
capacitiva, que se torna desprezivel com o passar do tempo, contribuindo para o aumento
significativo da sensibilidade do método desenvolvido (SANTOS et al., 2011). Além das
contribuicdes, aos métodos desenvolvidos, referentes aos arranjos instrumentais do FIA-AMP
¢ BIA-AMP, tem-se a possiblidade da implementagdao dos EQM’s que conferem maior
sensibilidade ¢ seletividade aos métodos desenvolvidos. A literatura relata a utilizagdo de

derivados do grafeno como modificadores na constru¢do de sensores, tanto o OGR (DE
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FARIA et al., 2020a; ISLAM et al., 2019) quanto os SWNTCWMWCNT (HALLAJ et al.,
2016; WANG et al., 2017).

Faria e colaboradores desenvolveram e compararam métodos dindmicos (FIA-AMP e
BIA-AMP) capazes de quantificar tetraciclina em formulagdes farmacéuticas utilizando como
plataforma de trabalho eletrodo de carbono vitreo modificado com OGR. Os métodos
desenvolvidos apresentaram limite de detec¢do de 1,17 pmol L' para FIA-AMP e de 0,038
umol L! para BIA-AMP, além disso, foram reportados valores de recuperagao, satisfatorios,
que variaram de 87 % a 117 % o que demonstram confiabilidade no estudo, tendo em vista
que os resultados foram comparados com a cromatografia de alta eficiéncia, (método oficial).
E por fim, as amostras apresentaram o valor nominal esperado dentro da legislacdo vigente
(FARIA et al., 2019a). Em outro trabalho também realizado por Faria e colaboradores foi
desenvolvido um método, por FIA-AMP, semelhante ao relatado anteriormente, entretanto
para determinacdo de ciprofloxacina em formulacdes farmacéuticas e leite bovino. O
modificador escolhido foi 0 OGR sobre um eletrodo base de carbono vitreo, o método
apresentou faixa linear de concentragao 1 a 100 pumol L'l, limite de deteccao de 0,1 pmol L'l,
recuperagao de 101 % e 113 %, o que demonstraram boa detectabilidade e exatiddo. Nas
formulagdes farmacéuticas os teores de ciprofloxacina foram concordantes com os valores
fornecidos pelos fabricantes dos medicamentos ¢ no leite bovino as concentracdes de
ciprofloxacina ficaram abaixo do limite de deteccdo. Os resultados obtidos foram
estatisticamente comparaveis as andlises por HPLC a 95 % de confiabilidade (DE FARIA et
al., 2020).

A determinacdo de levofloxacina por FIA-AMP e BIA-AMP ainda ¢ pouco reportada
na literatura, ou seja, o desenvolvimento do presente trabalho visando a comparacdo das
técnicas voltamétricas estacionarias com as técnicas dinamicas, utilizando como plataforma
redox um eletrodo modificado com base em alotropos do carbono, sdo relevantes no cenario
cientifico a fim de obter uma metodologia rapida, simples e eficiente na determinagdo do

mesmo em amostras farmaceéuticas e biologicas.
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2 OBJETIVOS

Desenvolver diferentes metodologias eletroanaliticas utilizando o eletrodo de carbono
vitreo modificado com o¢xido de grafeno reduzido ou nanotubos de carbono para a

determinacao de levoflaxacina em amostras de farmacos e urina sintética.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Modificar o eletrodo de carbono vitreo com 0 OGR ou com MWNTC.

e Estudar a resposta eletroquimica da levoflaxacina nos diferentes sensores;

e Estudar o transporte de massa e a faixa linear de trabalho no eletrodo que apresentar
melhor resposta analitica;

e Desenvolver e comparar metodologias analiticas por voltametria de pulso diferencial
(VPD), onda quadrada (VOQ), FIA-AMP e BIA-AMP para a determinacdo de
levoflaxacina;

e Determinar a levoflaxacina em amostras de farmacos e urina sintética;

e Comparar os resultados obtidos eletroquimicamente com cromatografia liquida ultra

rapida com detec¢do UV-Vis;
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 INSTRUMENTACAO E CELULAS ELETROQUIMICAS

Todas as medidas eletroquimicas foram feitas utilizando um Potenciostato pAutolab
Type III (EcoChemie, Utrecht, Holanda) interfaceado a um microcomputador e a aquisi¢ao e
tratamento dos dados foram realizadas respectivamente pelos softwares NOVA 2.2.1 e Origin
8.0. A célula eletroquimica, para as analises voltamétricas, foi constituida por um eletrodo de
trabalho de carbono vitreo limpo ou modificado, um eletrodo de referéncia Ag/AgCl(sat),
KCl(sat) comercial e um eletrodo auxiliar de platina. Como recipientes para as células
eletroquimicas envolvendo as determinagdes por voltametria ciclica, pulso diferencial e onda

quadrada, foram empregados béqueres de 5 mL.

Para as andlises envolvendo o sistema FIA (figura 6A), foi utilizado uma bomba
peristaltica, um injetor manual, seringas, alga de amostragem e uma célula eletroquimica
construida no laboratorio, a mesma ¢ constituida de um eletrodo de trabalho de carbono vitreo
modificado, eletrodo de platina auxiliar e eletrodo de referéncia Ag/AgCl(sat), KCl(sat)
confeccionado no proprio laboratorio de pesquisa NUPIS da Universidade Federal de Juiz de
Fora. As solugdes foram transportadas por tubo de polietileno de 1 mm de diametro interno e
25 cm de comprimento. A célula eletroquimica foi construida utilizando um eppendorf de
polipropileno (didmetro interno de 0,9 cm, altura de 3,5 cm e volume interno de 1 mL), a qual
apresenta configuracdo “wall-jet”, conforme mostrado na figura 6B, a célula eletroquimica
apresenta um orificio inferior de aco inox e outros trés para a entrada dos eletrodos de
referéncia, trabalho e saida da solucdo. O eletrodo de trabalho foi posicionado a uma distancia
de aproximadamente 2 mm da saida da tubulagdo, evitando assim, causar uma grande
dispersdo do analito no fluxo ou difusdo sem toda a amostra entrar em contato com o eletrodo

de trabalho.

E por fim, para as andlises pelo sistema BIA foi utilizada um micropipeta eletronica
(Eppendorf®, Multipette stream) e uma célula eletroquimica desenvolvida no laboratério de
pesquisa NuPE da Universidade Federal de Uberlandia (representagdo na Figura 6CO0). A
célula BIA consistiu em um tubo cilindrico de vidro (diametro interno de 7,3 cm, altura de 7,1
cm e volume interno de aproximadamente 200 mL) com extremidade inferior de PVC,
possuindo um orificio central onde o eletrodo de trabalho ¢ posicionado na configuragao

“wall jet”, onde as solu¢des de analise sdo injetadas diretamente na sua superficie. A
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extremidade superior da célula BIA contém 3 orificios, a abertura central permite o
posicionamento da ponteira da micropipeta eletronica, que € colocada de forma a permanecer
a uma distancia de aproximadamente 2 mm do eletrodo de trabalho. As outras duas aberturas
sdo destinadas ao posicionamento do eletrodo de referéncia e auxiliar. As inje¢des das
amostras foram realizadas com uma micropipeta eletronica que dispde de cinco niveis de
velocidades de inje¢do distintos, os quais correspondem a quantidade de solucdo que ¢

injetada por segundo na superficie do eletrodo de trabalho.

Figura 6. (Ay) Diagrama de montagem do sistema em fluxo com deteccdo amperométrica.
Compartimentos: (A) Reservatorio para o eletrolito suporte, (B) bomba peristaltica, (C)
recipiente contendo a amostra, (D) alca de amostragem, (E) valvula de injecdo manual, (F)
célula eletroquimica, (G) potenciostato, (H) descarte de solucdo, (I) computador.

(Bo) Representacao ilustrativa de uma célula eletroquimica empregada no sistema FIA. (Cy)

Representagao ilustrativa de uma célula eletroquimica empregada no sistema BIA.

A0 BO ET
Saida

ER
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POMNTEIRA
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Fonte: Arranjo instrumental do sistema FIA adaptado de (HENRIQUE; MONTES, 2015); célula
eletroquimica FIA e BIA adaptado de (FARIA et al., 2019a).
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3.2 REAGENTES E SOLUCOES

Todas as solu¢des foram preparadas utilizando agua deionizada (Milli-Q-Quantum
EX) com resistividade maior ou igual 18 MQ cm. O padrdo analitico de levofloxacina foi
adquirido pela Sigma-Aldrich. Acido fosférico, acético e borico foram utilizados para a
preparagio do eletrdlito suporte tampdo Britton-Robinson (BR) 0,04 mol L' que tem
capacidade tamponante na faixa de pH entre 2 e 12. A solugdo estoque de levofloxacina (1

mmol L") foi preparada em tamp3o BR (0,04 mol L™, pH 2).

A amostra de urina sintética foi preparada como descrito por Laube e colaboradores
(fluxograma 1) d, 0,73 g NaCl, 0,40 g KCl, 0,27 g CaCl,.2H,0, 0,56 g Na,SO4, 0,35 g
KH,PO4, 0,25 g NH4Cl e 6,25 g uréia foram adicionados em um béquer e dissolvidos com
agua deionizada, em seguida esta solug¢do foi transferida para um baldo volumétrico de 250
mL, o qual foi avolumado com agua deionizada. A amostra de urina sintética foi utilizada

logo apds a preparagdo da mesma (LAUBE; MOHR; HESSE, 2001).

Fluxograma 1: Preparo da amostra de urina sintética.

NacCl KCl KH,PO,
(m=0,73g) (m=0,40g) (m=0,35g)

NH,Cl Baldo Volumétrico Uréia
(m=0,25g) (250 mL) (m=6,25g)
CaCl,.2H,0 Na,S0,
(m=0,27 g) (m=0,56g)

Fonte: elaborado pelo proprio autor (2020).

3.3 SINTESE DE OXDIDO DE GRAGENO E NANOTUBOS DE CARBONO

O o6xido de grafeno reduzido foi obtido via redugdo quimica do 6xido de grafeno com
borohidreto de sddio, fluxograma 2A. Primeiramente foi preparado uma dispersao de 6xido de
grafeno em 4gua deionizada (~1 mg mL™) utilizando o banho ultrassénico por 30 minutos. A
reducdo ocorreu na propor¢do de 1 mL da dispersdo aquosa de 6xido de grafeno para 6 mg de

borohidreto de sodio em refluxo a 125 °C por 180 min. O sélido preto formado (OGR), foi
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filtrado e lavado diversas vezes com agua deionizada, posteriormente seco a 100°C em estufa

por 24 horas.

Os nanotubos de carbono foram funcionalizados pelo laboratério de pesquisa NuPe da
Universidade Federal de Uberlandia, fluxograma 2B, a partir da mistura de 1100 mg
nanotubos de carbono de parede multiplas com 1,2 L de uma solugao 3:1 de acido sulfurico e
acido nitrico concentrados. Essa mistura foi levada ao ultrassom por 6 h a 40 °C para
introduzir os grupos de 4cido carboxilico na superficie dos nanotubos de carbono de parede
multiplas. Apos o resfriamento a temperatura ambiente, adicionou-se 3 L de dgua deionizada
fria e a suspensdo resultante foi entdo filtrada a pressdo reduzida. Entdo os nanotubos de
carbono de multiplas camadas retidas no filtro foram lavados com agua deionizada e levados

a secagem em estufa por 8 h a 80 °C.
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Fluxograma 2: (A) Sintese do OGR (B) Sintese no NTC funcionalizado.

. A Nanotubos de carbono de B
Oxido de Grafeno(0G) Fi o
paredes mdltiplas
[ Ultrassom (m=11g)
(30 min)

N

Dispersdo de éxido de L
grafeno
(1 mg mL) Adicdo do agente oxidante
(:3 H,50,/1 HNO5- 1,2L)
A

[ Ultrassom
(6h; 40°C)

Mistura proporcinal:
(1 mL dispersdo de OG\
6 mg de NaBH,,

y
NTC funcionalizado,

Redugdo
quimica do OG

"

Adicdo de 3L de

v L

agua deionizada

y

Sitema de Refluxo
CondigBes :(125° C\ 180 min)

Suspensdo de NTC

Filtrar e Lavar funcionalizado,
(dgua deionizada)

n

A

5 Filtrara pressdo
Oxido de grafeno reduzido e reduzida
(OGR) L 4

Secagem na estufa

N (8h; 80°C)
Estufa
Condigdes :(100° C\ 24H)
,L v
NTC

Oxido de grafeno reduzido

seco (OGR) Funcionalizado seco

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).

3.4 MODIFICACAO COM OGR E/OU NTC

Neste trabalho todos os sensores foram preparados tendo como eletrodo base o

carbono vitreo com didmetro de 3mm, figura 7A.

Primeiramente, foram realizadas a limpeza e condicionamento da superficie do
eletrodo. Este processo consistiu no polimento do eletrodo em uma suspensao de alumina (0,3
um), lavagem com agua deionizada, sonicagdo com solugdo de etanol e 4gua na proporg¢ao 1:1

durante 5 minutos, e posteriormente secagem com pano limpo.

Em seguida, 2 mg de OGR ¢ 2 mL de DMF foram adicionados a um eppendorf, e este

foi deixado em banho ultrassom por aproximadamente 30 minutos para o preparo da dispersao



37

de OGR (~1 mg L™). Apos esse tempo (fluxograma 3), com o auxilio de uma micropipeta,
uma aliquota de 10 pL da dispersdo, foi transferida para a superficie do eletrodo de carbono
vitreo e posteriormente o eletrodo foi levado a estufa a 50 °C durante 30 minutos para a
evaporacao do solvente. Apos este processo, foi possivel observar a modificagdo do eletrodo,
ja que o material carbonico depositado na superficie formou uma fina camada ao longo da

superficie ativa e do polimero base do mesmo, figura 7B.

Fluxograma 3: Modifica¢ao quimica com OGR do eletrodo de carbono vitreo limpo.

Suspensdo de OGR

(1mg mL") Eletrodo de carbono vitreo

"
v

Adsorgao fisica
(aliquota 10mL
suspensdo)

Estufa
(30min\50°C)

|

Eletrodo
quimicamente
modificado

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).

O preparo do sensor a base de MWCNT, figura 7C, seguiu as mesmas etapas que o
sensor a base de OGR contidas no fluxograma 3 (MASIKINI et al., 2019; YANG et al.,
2016).



38

Figura 7. (A) Eletrodo limpo; (B) Eletrodo modificado com OGR; (C) Eletrodo modificado
com MWCNT.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).

3.5 CARACTERIZACAO DOS MATERIAS

Os materiais no estado sélido (OG, OGR e MWCNT) foram caracterizados por
espectroscopia Raman, utilizando um espectrometro Raman dispersivo da marca Bruker,
modelo Senterra. Para obtencao dos espectros de OGR e MWCNT utilizou-se como radia¢ao

excitante a linha 633 nm de um laser de He/Ne, no estado s6lido, com poténcia de saida de 20
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mW. Os dados espectrais foram coletados usando uma objetiva de magnificagdo de 50x,

resolucio de 3-5 cm™ e tempo de integracdo de 60 segundos.

3.6 AQUISICAO E PREPARO DAS AMOSTRAS FARMACEUTICAS E URIA
SINTETICA

As amostras farmacéuticas foram cedidas por pacientes que estavam fazendo o uso do
antibiotico levofloxacina, ¢ o mesmo segundo a bula do fabricante apresenta 500 mg do

principio ativo.

O tratamento da amostra de comprimido seguiu os passos contidos no fluxograma 4A.
Primeiramente, a mesma foi previamente pulverizada com o auxilio de um almofariz e pistilo,
entdo uma aliquota de 30 mg do farmaco foi transferida para um baldo volumétrico de 10,00
mL, o mesmo foi dissolvido e homogeneizado e completou-se o volume utilizando uma
solugdo de tampao BR (0,04 mol L'l; pH 2). Posteriormente, a solucao foi filtrada em filtro de
0,45 um e diluida 10 vezes. Estudos de fortificacdo e recuperagdo foram realizados com
concentragdes de 20, 50, 25 e 20 pmol L de levofloxacina para os métodos utilizando a

VPD, VOQ, FIA-AMP e BIA-AMP respectivamente.

O preparo da amostra de urina sintética, fluxograma 4B, envolveu uma simples
dilui¢io (10 vezes) em eletrolito suporte tampdo BR (0,04 mol L™'; pH 6). Durante o processo
de diluigcdo as amostras foram intencionalmente contaminadas com a concentracao final de 30
umol L de levofloxacina. Os processos de dopagens durante o desenvolvimento de novos
métodos sao amplamente descritos na literatura (AL-AFY et al., 2018; BOROWIEC et al.,
2015).
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Fluxograma 4: Preparo de amostras:(A) Formulagdes farmacéuticas; (B) Urina sintética.

Formulagdo farmacéutica I
Urina sintética

< Pulverizagdo
N

k4

Transferir para baldo

volumétrico Diluir 10 vezes
(m-30,00mg\10mL) (eletrolito suporte)
< Filtrar (0,45 um)

Dopagem com
levofloxacina
(c=30 pmol L)

Diluir 10 vezes

v W

Célula eletroquimica Célula eletroquimica

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020)

3.7 ESTUDOS ELETROQUIMICO DA LEVOFLOXACINA POR VOLTAMETRIA
ciCLICA, VPD, VOQ, FIA-AMP E BIA-AMP.

Experimentos iniciais com a voltametria ciclica utilizando os diferentes sensores
eletroquimicos na presenca de levofloxacina foram realizados com intuito de verificar qual o
que apresentava a melhor resposta analitica para a levofloxacina. Além disso, a mesma foi
empregada para a otimizagdo do pH do eletrolito suporte e para o estudo do transporte de

massa.

A determinacdo de levofloxacina em formulacdes farmacéuticas foram desenvolvidas
metodologias utilizando VPD, VOQ, FIA-AMP e BIA-AMP. Parametros relacionados a VPD
(tempo de acumulagdo, amplitude e incremento de potencial), VOQ (tempo de acumulagdo,
amplitude, frequéncia e incremento de potencial), FIA-AMP (potencial, al¢ga de amostragem e
vazao do fluxo) e BIA-AMP (potencial, volume de amostra e velocidade de inje¢do) foram
otimizados. Subsequente foi utilizada o método desenvolvido, previamente, desenvolvido por

FIA-AMP e BIA-AMP, para a determinagao de levofloxacina em amostras de urina.
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3.8 DETERMINACAO DA LEVOFLOXACINA POR UFLC (METODO OFICIAL)

O cromatografo da marca Shimadzu, modelo Prominence UFLC, equipado com
software LC solution, coluna C18 Shim-Pack XR-ODS (3,0 mm x 75 mm, 2,2 pm),
amostrador automatico (SIL-20ACHT UFLC) e detector espectrofotométrico UV-Vis (SPD-
20A UFLC) foi utilizado para a validagao dos resultados obtidos pelas técnicas eletroquimicas
em relacdo a amostra de formulacdo farmacéutica. As condigdes de andlise para a
determinacdo de levofloxacina foram: eluicdo isocratica na propor¢ao (20:80; pH 2.5)
metanol/acido fosforico, comprimento de onda de 350 nm, volume de inje¢ao de 10 uL e
vazdo de 1,00 mL min™'. A amostra de farmaco foi dissolvida diretamente em fase movel e

depois filtrada em filtro de membrana PTFE com porosidade de 0,45 pm.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS

A espectroscopia Raman ¢ uma importante ferramenta na predicao da qualidade e na
quantidade de defeitos estruturais, tais quais, formagao de vacancias nas estruturas, inser¢ao
de heteroatomos e impurezas ricas em carbonos de hibridizacio sp’. Entretanto devido a
natureza ressonante da excitagdo ndo € possivel quantificar a funcionalizacdo, e a mesma tem

apenas um carater qualitativo (LIMA, 2007).

O OGR e 0o MWCNT foram caracterizados por espectroscopia Raman. Na figura 8A
estdo representados os espectros do OG e do OGR, nela observam-se duas bandas (D e G). A
banda D (1350 cm™) estd relacionada a defeitos estruturais (ligagdes do tipo sp> e sp),
presenca de heteroatomo e/ou ligagdes incompletas e a banda G (1650 cm™) esta relacionado
a presenga de carbono sp” (YIGIT et al., 2016). Apos a redugio quimica do OG com
borohidreto foi possivel perceber o aumento da intensidade relativa de 10 % referente a banda
G, o que indica que houve uma recuperacio dos carbonos hibridizados em sp?, resultando em
um material com propriedades elétricas mais atrativas na constru¢do de sensores a base de
OGR (FARIA et al., 2019b). Na figura 8B esta representado o espectro referente ao NTC
funcionalizado (no presente trabalho utilizou-se a MWCNT), e também foi possivel observar
as mesmas duas bandas encontradas no espectro obtido (D e G), e em termos de intensidade a
banda G ¢ um parametro indicativo de que a funcionalizagdo aconteceu de forma bem

sucedida (FLAHAUT; LAURENT; PEIGNEY, 2005).
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Figura 8. Espectros Raman dos materiais solidos obtidos utilizando um laser de He/Ne
(633nm) com poténcia de saida de 20 mW, objetiva de magnificagdo de 50x, resolucao de 3-5

cm™ e tempo de integragdo de 60 segundos. (A) OG ¢ OGR; (B) MWCNT funcionalizado.

G A D B
o ©
5 )
= D > G
(0] ()
ge} ge}
© ©
e} S
n N
qc) C NTC Fun
= 2
£ OGR c
G
T T T T T
500 1000 1500 2000 2500

Des| R e 500 1000 1500 2000 2500 3000
esliocamenio Raman/cm

Deslocamento Raman/ cm’™
Fonte: Elaborada pelo proprio autor (2020)

4.2 ESTUDO ELETROQUIMICO DA LEVOFLOXACINA

4.2.1 Estudo exploratorio da levofloxacina por voltametria ciclica.

4.2.1.1 Comportamento eletroquimico da levofloxacina em diferentes sensores

O primeiro estudo consistiu em avaliar a resposta eletroquimica da levofloxacina nos
diferentes sensores (OGR e/ou MWCNT), utilizando uma concentracdo de levofloxacina na
célula eletroquimica de 200 pmol L™ em meio de eletrolito suporte, tamp3o BR (0,04 mol L™,
pH 6). A figura 9 mostra os voltamogramas ciclicos de cada um dos eletrodos estudados para

a determinacdo da levofloxacina.
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Figura 9. Voltamogramas ciclicos para diferentes sensores (eletrodo base + modificador) em
meio a tampdo BR (0,04 mol L', pH 6) para 200 pmol L' de levofloxacina. Velocidade de

varredura de 100 mV s™".
250

00 02 04 06 08 10 12 14
Potencial vs. Ag/AgCl(sat) / V
Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).

A partir da figura 9, verifica-se que o potencial de oxidacdo referente a levofloxacina
sobre a superficie dos trés eletrodos estudados (limpo, OGR, MWCNT), foram de +1,00 V,
+1,06 V e +0,98 V, respectivamente. O sinal analitico do eletrodo modificado com OGR foi
vinte vezes maior que o eletrodo limpo, o que demonstra a sua potencialidade a cerca de sua
atividade eletrocatalitica, enquanto que o eletrodo modificado com MWCNT apresentou
ganho de sinal analitico na ordem de cinco vezes com relacdo ao eletrodo limpo de carbono

vitreo.

4.2.1.2 Determinacao das areas eletroativas do eletrodo do eletrodo de carbono vitreo limpo e

modificado com MWCNT e OGR

As areas eletroativas do eletrodo de carbono vitreo limpo e dos sensores com os
respectivos modificadores MWCNT e OGR foram determinadas em uma célula eletroquimica
contendo 1,00 mmol L™ de ferricianeto de potassio em meio de cloreto de potassio 100 mmol
L. Os voltamogramas ciclicos do ferricianeto de potassio foram obtidos utilizando diferentes
velocidades de varredura (25-200) mV s, as quais geraram incrementos na corrente de pico,
como pode ser observado na figura 10A referente ao eletrodo limpo, 10B ao eletrodo

modificado com MWCNT e 10C referente ao eletrodo modificado com OGR.
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Figura 10. Voltamogramas ciclicos da solugdo de ferricianeto de potassio 1,00 mmol L™ em
meio de KCI (0,10 mol L") variando a velocidade de varredura de (25-200) mV s, utilizando
o eletrodo de carbono vitreo: (A) Limpo, (B) modificado com MWCNT e (C) modificado

com OGR.
30
201 : A i 8
154 216 20 512 = /
214 . E}g - //
< 10+ g:i . < 1048% . //,‘
3. 5_00' = G 56785 0riz1s /)
~ 7 8 91011 ]%13 147‘15 J ~ (Vel_va"ed)”z mv s" //’
] (Vel. varred) “mv s [0) 0 y
Q 0 -
= c
o -5 o
= = -104
o -104 8
© -154 -20
-20 1
g -30
254
0.2 0.0 02 04 0.6 0.8 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
Potencial vs. Ag/AgCl(sat) / V Potencial vs. Ag/AgCl(sat) / V
40
C
30 28 "
|2 2 "
2042 2 .
O 16 .
< . 15 .
10
~ 4 6 8 10 12 14
) (Vel. varred)w mvs' /)
+—= 01
c ]
L 10-
o 4
O -20+
-304
-40 -
-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

Potencial vs. Ag/AgCl(sat) / V
Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020)

A equagdao de Randles-Sevick (equacao 1) auxilia na determinagdo das areas
eletroativas dos sensores, tendo em vista que o sistema ferricianeto/ferrocianeto de potassio
tem o comportamento bem descrito na literatura. O processo redox envolve a participacao de
um elétron (n = 1), conhecendo o coeficiente de difusdo (D = 6,39x10° cm? s') ¢ a

concentra¢io (C = 1,00x10° mol cm™) do sistema K3[Fe(CN)s].

3
I, = (2,69x105)n2CAD*/?v*/? (equagdo 1)

Onde I, ¢ a corrente de pico, n € o numero de elétrons envolvidos na reagdo, C € a
concentracao da espécie eletroativa, D ¢ coeficiente de difusdo, v € a velocidade de varredura

e por fim o A ¢ a superficie eletroativa do eletrodo.



46

A corrente de pico varia em funcdo da velocidade de varredura e os demais parametros
sao fixos e conhecidos, ¢ possivel determinar a area eletroativa do eletrodo relacionando o
coeficiente angular com a drea eletroativa do sensor analitico, equagdo 1, com as equagdes
obtidas experimentalmente. Os valores referente aos coeficientes experimentais para os
diferentes sensores encontra-se na tabela 1, bem como os valores referentes as areas

eletroativas encontradas.

Tabela 1. Resultados experimentais referentes a superficie eletroativa do eletrodo de trabalho

para cada modificador utilizado.

Eletrodo de trabalho Coeficiente angular Area eletroativa
(mol cm s 107) (mm?)
Limpo (CV) 3,72 5,514+0,50
CV-MWCNT 4,84 7,13+0,39
CV-OGR 5,78 8,82+0,42

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020)

Em termos de ganho de area eletroativa, tabela 1, o eletrodo CV-MWCNT frente ao
eletrodo limpo teve um ganho de 29 %, enquanto que o eletrodo de CV-OGR apresentou um
ganho de 60 %. A partir dessa diferenga, em termos de ganho de area eletroativa, foi
observada a notoria diferenca entre os modificadores com relagdo ao ganho de sensibilidade
conferida por cada um deles, sendo assim, foi selecionado o eletrodo modificado com OGR

para os demais estudos envolvendo a levofloxacina.

4.2.1.3 Otimizagao do pH do meio e estudo do transporte de massa da levofloxacina.

A otimizagao do pH do meio compreendeu a faixa estudada de 2 a 10 na escala de pH,
sendo utilizado para tal estudo o tampdo BR 0,04 mol L, o qual apresenta capacidade
tamponante em toda faixa estudada no presente trabalho. Os voltamogramas ciclicos obtidos,
figura 11A, mostram uma dependéncia do sinal analitico gerado pela oxidacdo da

levofloxacina com o pH do meio, mecanismo pH-dependente.
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Figura 11. (A) Voltamogramas obtidos a partir da variagao do pH (2 a 10) e (B) Potencial vs.
Ag/AgCl(sat) / V x pH, para a resposta eletroquimica da levofloxacina 200 pmol L™

utilizando o sensor a base de OGR em meio de tampao BR (0,04 mol L.
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor (2020).

A figura 11A mostra o deslocamento do potencial no sentido catddico a medida que o
pH aumenta, ou seja, em meio alcalino o potencial necessdrio para a oxidacdo da
levofloxacina ¢ menor, o que agrega seletividade as andlises. Entretanto, o maior sinal
analitico (corrente) ocorreu em pH igual a 6. A partir dessas informagdes, o pH 6 foi
selecionado para os proximos estudos, visto que em meio fortemente alcalino hd um

decréscimo significativo da sensibilidade do sensor utilizado.

O coeficiente angular obtido no ajuste linear da figura 11B apresentou um valor
experimental de -0,0582 o que condiz com o comportamento nernstiano [-0,0592x(Np/Ne);
pH versus potencial/V], onde Np ¢ o nimero de protons e Ne ¢ o namero de elétrons, ou seja,
para esse sistema o nuimero de elétrons e protons envolvidos na reacdo de oxidacdo da

levofloxacina sdo iguais (ALBERTS; SHAIN, 1963).

O transporte de massa de levofloxacina sobre a superficie do eletrodo foi estudado
para o sensor modificado com OGR, variando a velocidade de varredura de 25 a 250 mV s™
em uma célula eletroquimica contendo 200 pmol L™ de levofloxacina em tampdo BR 0,04
mol L', pH 6. Conforme mostrado na figura 12A, o eletrodo modificado com OGR
apresentou aumento proporcional da corrente x velocidade de varredura, indicando que o
processo no meio reacional ¢ controlado por adsorc¢ao. Isto sugere que a formacdo de uma fina

camada de OGR sobre o eletrodo base, de carater rugoso, tem a capacidade de aprisionar
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espécies de levofloxacina em seu interior, o que promove ganhos em termos de sensibilidade,

e corrobora com os resultados reportados na literatura (ROCHA et al., 2018).

Além disso, foi possivel observar uma relagao linear entre a variagao do logaritmo da
velocidade de varredura com o potencial de pico (Ep x Log v), ou seja, o potencial ¢
deslocado para valores mais positivos com o aumento da velocidade de varredura. O
segmento linear da curva Log v x Ep esta relacionado com a teoria descrita por Laviron em
1979, que sugere uma relagdo linear entre o Log v x Ep em velocidades de varreduras
relativamente altas, permitindo-nos determinar parametros cinéticos e também o numero de
elétrons envolvidos na reagdo (MARCO et al., 2015). A partir do ajuste linear dos pontos
contidos na figura 12B foi obtida a equagdo 2:

Ep(V) = 0,982 + 0,065 log v (V.s~1); R? = 0,988 (Equagdo 2)

A equacdo pode ser descrita da seguinte forma segundo Laviron (Equacdo 3) (LAVIRON,
1979):

2,30RT
(1—-a)nF

Ep(V)=A+ logv (V.s™1); (Equagdo 3)

O coeficiente linear (A) estd relacionado ao potencial formal do eletrodo Ey, a ¢ o
coeficiente de transferéncia eletronica, n ¢ o nimero de elétrons envolvidos na reacdo R, T e F

sao as constantes do gas, temperatura e constante de Faraday, respectivamente.
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Figura 12. (A) Voltamogramas obtidos a partir do estudo de transporte de massa envolvendo a
oxidagdo da levofloxacina 200 umol L™ utilizando o sensor a base de OGR em meio de
tampdo BR (0,04 mol L', pH 6) variando a velocidade de varredura de 25 a 250 mV s™. (B)

potencial de oxidacdo x logaritmico da velocidade de varredura.
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Fonte: elaborada pelo proprio autor (2020)
Ao igualar os coeficientes angulares da equacdo 2 e 3 foi possivel determinar o

numero de elétrons envolvidos na reagdo de oxidag¢do da levofloxacina (a = 0,5, segundo

Laviron para processos adsortivos). O valor de n obtido foi de 1,77, ou seja, o processo de

oxidacdo da levofloxacina envolve 2¢ e 2H .

A figura 13 mostra um possivel mecanismo de oxidagdo para levofloxacina na porgao
piperazina, a partir de dois processos sucessivos de hidroxilagdo, removendo o mesmo. O

processo de oxidacdao condiz com o reportado na literatura por (LIU et al., 2018; OLIVEIRA
etal., 2015).

Figura 13. Reagdo de oxidagao proposta para a levofloxacina.
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Fonte elaborada pelo proprio autor (2020).
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4.2.2 Determinacgdo da levofloxacina por voltametria de pulso diferencial utilizando eletrodo

de carbono vitreo modificado com OGR.

A primeira metodologia analitica desenvolvida foi baseada na voltametria de pulso
diferencial, os parametros envolvendo a técnica (tempo de deposicao, amplitude, incremento
de potencial) foram otimizados em triplicata de forma univariada na concentragdo de 50 umol
L' de levofloxacina na célula eletroquimica. A figura 14 representa cada parimetro otimizado

em func¢ao do sinal analitico.

Figura 14. Resultados obtidos a partir da otimizacao do (A) tempo de deposi¢ao, (B)
amplitude de potencial e (C) incremento de potencial, referente a determinacao de
levofloxacina (concentragio 50 pmol L) por voltametria de pulso diferencial em uma célula

eletroquimica utilizando o sensor a base de OGR em meio de tampao BR (0,04 mol L'l).
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Fonte: elaborada pelo proprio autor (2020).

O primeiro parametro otimizado foi o tempo de acumula¢cdo do material na superficie
do eletrodo, durante esse tempo o sistema foi submetido a agitagdo constante para
proporcionar um acentuado transporte de massa convectivo. A resposta analitica foi crescendo
proporcionalmente com o aumento do tempo, figura 14A. No entanto, apds 90 segundos de
agitacdo ndo houve aumento significativo da resposta analitica em fun¢do do tempo. Neste

sentido, foi selecionado um tempo de acumulacdo igual a 60 segundos, que apesar de ndo
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apresentar o maior sinal analitico, conferiu ao método uma frequéncia analitica desejada, além

de adequada precisao.

O préximo parametro otimizado foi a amplitude de pulso, o qual esté relacionado com
a magnitude do sinal analitico e a resolugdo dos picos gerados durante o processo de oxidacao
da levofloxacina. O intervalo estudado foi de 10-100 mV. A partir da figura 14B foi possivel
observar um ganho do sinal analitico conforme se aumentava a amplitude de pulso. Entretanto
apds 70 mV de amplitude ocorreu uma perda consideravel de precisao e resolugdao entre as

medidas. Dessa forma o valor otimizado para a amplitude de pulso foi de 70 mV.

Por fim, foi realizado a otimizagdo do incremento de potencial, o qual estd associado a
velocidade de varredura do método desenvolvido. O incremento de potencial foi estudado
num intervalo de 1 a 10 mV. Ao observar a figura 14C ¢ possivel perceber um aumento
significativo até¢ 4 mV, a partir deste valor o sinal apresentou perdas significativas em termos

de precisdo entre as replicatas, sendo o0 mesmo fixado como valor 6timo.

A partir dos parametros previamente otimizados foi possivel construir a curva
analitica para o método desenvolvido na determinacdo de levofloxacina por voltametria de
pulso diferencial. Os voltamogramas referentes a curva analitica estdo representados na figura
15A, a faixa de concentragao de levofloxacina variou de 7 a 30 umol Lt (Ip = 3,20 Cievofloxacina
(umol L") = 1,32) o qual apresentou um coeficiente de correlacdo (r*) de 0,996. A figura 15B
representa um estudo de repetibilidade, a fim de verificar a precisdo na resposta do eletrodo
modificado com OGR. A concentragdo de levofloxacina na célula foi de 50 pmol L em meio
a tampdo BR (0,04 mol L', pH 6) ¢ o niimero de experimentos realizados foram iguais a 10.
Foi obtido um desvio padrdo relativo (RSD) de 5,31 %, o que demonstrou uma boa precisdo
entre as medidas e que a integridade fisica da modificacdo realizada sobre o eletrodo base nao

se perdeu ao longo das andlises durante um dia de trabalho.
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Figura 15. (A) Voltamogramas de pulso diferencial referente as concentragdes de
levofloxacina na faixa de 7 a 30 pmol L, utilizando eletrodo modificado com OGR, tamp3o
BR (0,04 mol L™, pH 6) (B) Estudo de repetibilidade do sensor desenvolvido utilizando uma
concentracao de levofloxacina de 50 pmol L', tampdo BR (0,04 mol L, pH 6). Condigdes

instrumentais: tempo de acumulagdo 60 s, amplitude de pulso 70 mV e incremento de
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor (2020).

As figuras de mérito [limite de deteccao (L.D.) e limite de quantificacdo (L.Q.)] foram
calculados utilizando a curva analitica obtida na faixa de concentra¢io de 7 a 30 umol L' de
levofloxacina, segundo a recomendagdo da [UPAC (DANZER; CURRIET, 1998). O L.D. e
L.Q. sdo obtidos a partir das equagdes 4 e 5.

10x Sb
S

L.D.= % (equagao 4) L.Q.= (equacgdo 5)

Onde sb ¢ o erro associado ao coeficiente linear e S € o coeficiente angular.

Os valores de L.D. e L.Q. foram de 1,45 e¢ 4,84 pmol L respectivamente. A
frequéncia analitica do método desenvolvido empregando VPD foi estimada em

aproximadamente 25 analises por hora.

4.2.3 Determinacio da levofloxacina por voltametria de onda quadrada utilizando

eletrodo de carbono vitreo modificado com OGR

A otimizagao da metodologia desenvolvida utilizando a VOQ teve como objeto esudar

os parametros instrumentais referentes a técnica eletroquimica (amplitude do pulso,
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frequéncia e incremento de potencial) e o tempo de acumulagdo, tendo em vista que estudos
preliminares no presente trabalho demonstrou que o transporte de massa das espécies de
levofloxacina durante o processo oxidativo foi de carater adsortivo. As medidas experimentais

foram realizadas em triplicata e o estudo referente a cada parametro estd apresntado na figura

16.

Figura 16. Resultados obtidos para a otimizagao dos parametros instrumentais: (A) tempo de
acumulagao, (B) amplitude de pulso, (C) frequéncia e (D) incremento de potencial, referente a
determinacio de levofloxacina (concentragdo 50 pmol L) por voltametria de onda quadrada

em uma célula eletroquimica utilizando o sensor a base de OGR em meio a tampao BR (0,04
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O primeiro parametro a ser otimizado foi o tempo de acumulagdo. A partir da figura
16A, foi possivel observar um aumento do sinal analitico em até 60 segundos. Apos este valor
ndo houve aumento significativo do sinal analitico, dessa forma a condi¢do Otima para o

tempo de acumulacdo foi fixada em 60 segundos.
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Em seguida, a amplitude da onda foi estudada em um intervalo de 10 a 90 mV, de
acordo com a figura 16B ¢ possivel perceber um ganho significativo de sinal at¢ 70 mV. Apds
esse valor os sinais analiticos em funcdo da amplitude mostraram-se praticamente constantes

e com baixa precisdo. Desta forma a condigdo 6tima para a amplitude foi fixada em 70 mV.

A frequéncia ¢ um parametro exclusivo da VOQ e ela esta relacionada a velocidade de
varredura, assim como o incremento de potencial. A figura 16C mostra que o valor méximo
encontrado entre a resposta analitica e a frequéncia foi de 10 Hz, depois desse valor a relagdo
entre sinal analitico e frequéncia decresceu consideravelmente. Dessa forma a condigdo 6tima

para a frequéncia foi fixada em 10 Hz.

E por fim, o ultimo pardmetro ajustado foi o incremento de potencial, conforme
mostrado na figura 16D. O estudo abrangeu a faixa de 1 a 10 mV e mostrou um aumento
significativo at¢ 7 mV de incremento, a partir desse valor houve perda de precisdo entre as
medidas. Dessa forma a condi¢do 6tima para o incremento de potencial foi 7 mV, o que

X . . -1
conferiu a analise uma velocidade de varredura de 70 mV s™.

Utilizando as condi¢Oes previamente otimizadas foi construida uma curva analitica
com concentragdes de levofloxacina na faixa de 17 a 70 pmol L (Ip = 1,19 Cievofioxacina (Hmol
L") — 14,45). Os voltamogramas de onda quadrada referente a curva analitica estdo
apresentados na figura 17A. O coeficiente de correlacao foi de 0,991, enquanto que o L.D. e o

L.Q. foram 6,70 pmol L™ e 20,40 pmol L™, respectivamente.

De maneira similar ao método desenvolvido anteriormente utilizando a VPD, também
foi realizado um estudo de repetibilidade (n = 10) sob as condi¢des previamente otimizadas
utilizando 50 pmol L de levofloxacina, figura 17B. O RSD obtido foi igual a 1,86 %,
mostrando uma boa precisao entre as analises. A frequéncia analitica do método desenvolvido

empregando VOQ foi estimada em aproximadamente 30 analises por hora.
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Figura 17. (A) Voltamogramas de onda quadrada referente as concentracdes de levofloxacina
na faixa de 17 a 70 pmol L™, utilizando eletrodo modificado com OGR, tampéo BR (0,04 mol
L, pH 6) (B) Estudo de repetibilidade do sensor desenvolvido utilizando uma concentragdo
de levofloxacina de 50 pmol L™, tampdo BR (0,04 mol L, pH 6). Condigdes instrumentais:
tempo de acumulagdo 60 s, amplitude de pulso 70 mV, frequéncia 10 Hz e incremento de

potencial 7 mV.
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4.2.4 Determinacio da levofloxacina pelo sistema FIA-AMP

Para a determinacdo da levofloxacina pelo sistema FIA-AMP foram otimizados os
parametros instrumentais do sistema (potencial de analise, volume da alga de amostragem e a

vazio do fluxo), utilizou-se 50 pmol L™ levofloxacina, sendo todas as medidas realizadas em

triplicata (figura 18).
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Figura 18. (A) Variagdo do potencial para a oxidac¢ao da levofloxacina por amperometria na
faixa de 0,8 a 1,2 V; alga de amostragem de 50 pL e vazio do fluxo 1,5 mL min™. (B)
Variagao do volume da alga de amostragem de 50 a 200 pL; potencial de +1,1 V e vazdo do
fluxo 1,5 mL min™". (C) Variacao da vazao do fluxo de 1,0 a 2,6 mL min'l; potencial de +1,1
V ¢ alca de amostragem de 150 pL. Concentracio de levofloxacina 50 pmol L' em meio a

tampao BR (0,04 mol L™, pH 6).
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O primeiro parametro otimizado foi o potencial de oxida¢ao, figura 18A, o mesmo foi
avaliado separadamente, ja que o software NOVA 2.2.1 ndo possibilita a andlise usando a
amperometria por multiplos pulsos. Os potenciais selecionados para a faixa de trabalho
variaram de 0,8 a 1,2 V, tendo como base o potencial de oxidagdo da levofloxacina obtido nos
estudos preliminares realizados por voltametria ciclica. Observou-se um aumento de sinal até
o potencial de 1,1 V, apds esse valor ndo houve ganho significativo em termos de sinal
analitico, além da perda de precisdo. Portanto, fixou-se o potencial 6timo em 1,1 V. Em
seguida, a alga de amostragem foi otimizada, a partir da figura 18B ¢é possivel notar o
aumento do sinal analitico frente ao volume introduzido no sistema. Entretanto, apos o valor

de 150 uL ocorreu um perda da precisao entre as medidas, logo o valor de 150 uL foi definido
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como valor 6timo. E por fim, a vazdo do fluxo do sistema FIA foi otimizada, a mesma foi
variada em uma faixa de 1,5 a 2,6 mL min™' (figura 18C). Para valores de vazio baixos foi
possivel perceber picos alagados devido a dispersdo do material ao longo do percurso
analitico. A medida que aumentou a vazio, ocorreu um ganho significativo de corrente, nesse
sentido, o valor otimizado para a vazdo foi 2,0 mL min”', sendo que para valores mais

elevados, houve perda de precisdo.

Sob os parametros otimizados, foi possivel a constru¢do das curvas analiticas com
incrementos crescentes e decrescentes de concentracio de levofloxacina (9-45 umol L), para
verificar a linearidade e o efeito de memoria apos sucessivas adicdes de padrio. O
amperograma referente a esse estudo estd sendo mostrado na figura 19A. As curvas crescentes
(a-e), (Ip = 0,036 Cievofioxacina (Lmol L'l) —0,0172) e decrescentes (e-a) ,(I, = 0,031 Cieyofloxacina
(umol L") — 0,014) apresentaram um bom ajuste linear (> = 0,999) e coeficientes angulares
bem proximos, o que ressalta a ndo existéncia do efeito de memoria apds sucessivas adigdes
do padrao de levofloxacina. Os L.D. e L.Q. apresentaram valores de 0,50 e 1,92 pmol L
respectivamente. E por fim, um estudo de repetibilidade (n = 10) foi realizado em dois niveis
de concentracio 9,2 e 43,8 umol L™ de levofloxacina (figura 19B), o RSD médio obtido foi
de 7,0 % o que indica boa precisdo em toda faixa de trabalho e que ndo houve contaminagdo
da superficie do sensor utilizado. A frequéncia analitica do sistema FIA-AMP foi estimada em

aproximadamente 100 analises por hora.
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Figura 19. (A) Curva analitica com concentragdes crescentes € decrescentes levofloxacina
utilizando o método desenvolvido por FIA-AMP, (a) 9,2 pmol L™, (b) 18 pmol L™, (c) 27,1
umol L', (d) 36,4 pumol L () 43,8 pmol L. (B) Estudo de repetibilidade (n=10) utilizando

uma concentragdo de (a) 9,2 umol L'e(e) 43,8 pmol L de levofloxacina. Condigdes
instrumentais: potencial +1,1 V, alca de amostragem 150 pL e vazdo do fluxo 2,0 mL min™

em meio a tampao BR (0,04 mol L™, pH 6).
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4

.2.5 Determinacio da levofloxacina pelo sistema BIA-AMP

A determinacdo de levofloxacina utilizando BIA-AMP levou em consideragdo a

otimizacao de parametros eletroquimicos (potencial redox) e instrumentais da técnica (volume

de inje¢dao da amostra e velocidade de injecao da amostra). A célula eletroquimica dispunha

de uma concentragdo de 50 pmol L™ de levofloxacina, sendo todas as medidas realizadas em

triplicata.
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Figura 20. (A) Otimizagao do potencial de oxidagdo para a levofloxacina por BIA-AMP faixa
de 0,8 a 1,2 V; volume de 50 pL de injecao do padrao e velocidade de despejo do padrao 3
(B) Otimizagao do volume de injecdo de 1 a 5; potencial +1,1V e velocidade de despejo 3.

(C) Otimizagdo da velocidade de inje¢ao do padrdo de 25 pL a 100 pL ; potencial de +1,1 Ve
velocidade de despejo 5. Concentragio de levofloxacina 50 pmol L™ em meio a tampdo BR

(0,04 mol L™, pH 6).
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O primeiro parametro, novamente, a ser otimizado foi o potencial de oxidagdo da
levofloxacina e todas as consideracdes realizadas utilizando o FIA-AMP também se aplicam
para o BIA-AMP. Nesse sentido, o estudo envolvendo a oxidagdo da levofloxacina abrangeu a
faixa de 0,8 V a 1,2 V; tendo como valor 6timo o valor, sinal analitico x potencial, o valor de
1,1 V (figura 20A). O proximo parametro otimizado (instrumental) foi o volume de amostra a
serem despejados, os volumes variaram de 25-100 pL, a partir da figura 20B ¢ possivel
perceber um aumento significativo até o volume de 50 pL, apds esse valor a sensibilidade do

método mostra-se inalterada além de perda significativa de precisdo entre as medidas. E por
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fim, o ultimo parametro a ser otimizado foi a velocidade de inje¢do sob a superficie do
eletrodo, o qual variou de 73,6 a 316,8 puL s ao nivel do fabricante, pela figura 20C &
possivel definir o valor 6timo como 316,8 pL s™ (nivel 5), j& que a mesmo se mostrou mais

sensivel e preciso frente as demais velocidades de injecao.

As tendéncias observadas no sistema BIA-AMP sd3o bastante semelhantes ao sistema
FIA-AMP; no entanto, condigdes mais sensiveis sdo alcangadas no sistema BIA-AMP, devido
a velocidades mais elevadas de injecdo do analito que est4 correlacionado a proporcionalidade
entre a transferéncia de massa das espécies eletroativas para a superficie eletroativa do

eletrodo e o processo redox inerente ao analito.

Figura 21. (A) Curva analitica com concentragdes crescentes e decrescentes levofloxacina
utilizando 0 método desenvolvido por BIA-AMP, (a) 3,1 pmol L, (b) 11,0 pmol L™, (c) 20,4
umol L, (d) 31,4 umol L™, (e) 40,9 umol L', (f) 50,3 pmol L™
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).

Apos a realizacdo das otimizacdao inerentes ao BIA-AMP, aplicou-se os mesmos
estudos realizados para o método desenvolvido por AMP-FIA, foi possivel a construgdo das
curvas analiticas com incrementos crescentes e decrescentes de concentragao de levofloxacina
(3-50 umol L™"). A figura 21A mostram ambas as curvas: crescente (a-f), I, = 0,600
Clevofloxacina (LMol L'l) —0,218) e decrescentes (f-a) ,(I, = 0,513 Cieyofloxacina (Lmol L'l) —0,146)
apresentaram um bom ajuste linear (1> = 0,99) e coeficientes angulares que diferem em menos
de 10%, ou seja, ndo ha contaminagdo entre as injegoes realizadas .Os limites (L.D. e L.Q.)
apresentaram valores de 0,33 e 0,92 umol L, respectivamente. O estudo de repetibilidade

(figura 21B), também, abrangeu duas faixas de concentragio (11,0 e 50,1 pumol L) de
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levofloxacina, as medidas apresentaram variacdo (RSD) de 4,0 % o que corrobora a nao
evidéncia de contaminacdo do sensor utilizado. E por fim, a frequéncia do método foi

estimada em aproximadamente 100 analises por hora.

4.2.6 Determinacio da levofloxacina em formula¢des farmacéuticas e em urina sintética
por voltametria de pulso diferencial, voltametria de onda quadrada e FIA/BIA com

detec¢io amperométrica.

Primeiramente foi realizado um estudo comparativo entre as figuras de mérito dos
métodos desenvolvidos no presente trabalho para a determinacao da levofloxacina (Tabela 2)

usando o eletrodo de carbono vitreo modificado com OGR.

Tabela 2. Comparagao das figuras de mérito dos quatro métodos desenvolvidos para

determinacdo de levofloxacina.

Figuras de mérito VPD VOQ FIA-AMP BIA-AMP
Faixa Linear (umol L) 7-30 17-70 10-50 5-50
L.D. (umol L) 1,45 6,7 0,5 0,3
Sensiblidade (nA L pmol 3,20 1,19 0,03 0,60
LY

Frequéncia 25 30 100 100
(analises/hora)

%RSD (n=10) 5,31 1,86 7,0 4,0

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).

A partir da tabela 2, verificou-se que a faixa linear para os métodos desenvolvidos
possuem a mesma ordem de grandeza. Os métodos estacionarios (VOQ e VPD) mostraram-se
mais sensiveis frente aos métodos dindmicos (FIA-AMP e BIA-AMP), enquanto que os
dinamicos apresentaram melhor detectabilidade e maior frequéncia analitica. Assim, os
métodos empregando FIA-AMP BIA-AMP mostraram valores satisfatorios para que fossem
realizados analises de rotina a determinagao de levofloxacina nas amostras de farmaco e urina

sintética.

Inicialmente uma amostra de farmaco com teor de levofloxacina declarado no rétulo
de 500 mg, foi analisada pelos quatro métodos eletroquimicos previamente desenvolvidos. As
analises foram realizadas em triplicata, e posteriormente também foi realizado o estudo de

adi¢do e recuperacdo a fim de avaliar a exatiddo do método (figura 22). Além dos métodos
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empregando as técnicas eletroanaliticas, a amostra de farmaco foi analisada utilizando o

UFLC. Os resultados obtidos estao dispostos na tabela 4, referente a técnica utilizada.

Figura 22. (A) Voltamograma obtido por VPD para a determinac¢do de levofloxacina em amostras de

farmacos (Ay), farmaco fortificado (A), (By) branco. Condic¢des instrumentais: tempo de acumulacao

60 s, amplitude de pulso 70 mV e incremento de potencial 4 mV. (B) Voltamograma obtido por VOQ

para a determinagao de levofloxacina em amostras de farmacos (Ao), farmaco fortificado (A,), (Bo)

branco. Condigdes instrumentais: tempo de acumulagao 60 s, amplitude de pulso 70 mV, frequéncia

10 Hz e incremento de potencial 7 mV. (C) Amperograma obtido pelo sistema FIA-AMP para

determinagdo de levofloxacina em amostras de farmaco (A,), farmaco fortificado (A,), urina sintética

(Up) e urina fortificada (U,). Curva analitica com concentragdes crescentes de levofloxacinia, (a) 9,2
pumol L™, (b) 18 umol L™, (¢) 27,1 umol L™, (d) 36,4 pumol L™ (e) 43,8 umol L. Condigdes

experimentais: potencial 1,1 V, al¢a de amostragem 150 pL e vazdo do fluxo 2.0 mL min™. (D)

Amperograma obtido pelo sistema BIA-AMP para determinagdo de levofloxacina em amostras de

farmaco (A,), farmaco fortificado (A,), urina sintética (Uy) e urina fortificada (U,). Curva analitica

com concentragio crescentes de levofloxacina (a) 3,1 umol L™, (b) 11,0 pmol L™, (¢) 20,4 pmol L™,

(d) 31,4 pmol L™, () 40,9 pmol L™, (f) 50,3 pmol L™'. Condigdes instrumentais: potencial +1,1 V,

velocidade de injecdo 3 e volume de injecao 50 pL. Todos as analises foram em meio a tampao BR

(0,04 mol L™, pH 6) e utilizando o eletrodo modificado com OGR.
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Tabela 3. Teores de levofloxacina e percentuais de recuperagdo obtidos a partir das amostras

de farmacos por VPD, VOQ, FIA-AMP, BIA-AMP e UFLC (n=3).

Amostra VPD VOQ FIA-AMP BIA-AMP UFLC
T(mg) R T(mg) R(%) T(mg) R(%) T(mg) R(%) T(mg) R(")
(%)

A 5878 91+1 473421 106+2 509+1 1034+3 53945  98+2  566+20 101+1

Legenda; T = teor; R = recuperag@o
Valor declarado pelo fabricante: 500 mg.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).

A partir da tabela 3, ¢ possivel afirmar que os métodos eletroanaliticos, desenvolvidos
no presente trabalho, apresentaram adequada exatiddo com valores de recuperagao na faixa de
91 a 106 %, tendo em vista os niveis de concentragio utilizados (20 a 50 pmol L™). Além

disso, os valores de RSD foram inferiores a 8 %, demonstrando boa precisao.

O teor do principio ativo na formulagcdo farmacéutica foi concordante com o valor
informado pelo fabricante do medicamento, ou seja, os métodos eletroanaliticos
desenvolvidos foram capazes de quantificar a levofloxacina em formulagdes farmacéuticas de
forma rapida, seletiva e eficaz frente aos métodos convencionais recomendados pelos 6rgaos

oficiais (UFLC).

Os resultados foram comparados de forma simultanea utilizando ANOVA fator unico,
onde a 95 % de confian¢a ndo houve diferenca significativa entre os métodos. Estes resultados
mostram a confiabilidade dos métodos eletroanaliticos e a potencial aplicagao para controle
de qualidade de formulagdes farmacéuticas. Os excipientes presentes nas formulagdes
farmacéuticas analisadas foram celulose microcristalina, povidona, croscarmelose sddica,
dioxido de silicio, estearato de magnésio, copolimero de alcool polivinilico, polietileno glicol,
macrogol e dioxido de titdnio, os quais ndo apresentaram comportamento eletroativo no

potencial de oxidagdo referente a levofloxacina.

Tendo em vista as caracteristicas analiticas fornecidas pelos métodos dinamicos
(automagado, rapidez e ecologicamente amigédvel) estes foram selecionados para determinar
levofloxacina na amostra de urina sintética, como mostra a Figura 20C e 20D. Para este
estudo, a amostra de urina foi previamente dopada com uma concentragdo de 36 pmol L™ de
levofloxacina para o método utilizando FIA-AMP, enquanto que para o método BIA-AMP a

amostra de urina foi dopada em uma concentracdo de 30 umol L™ . Foi obtido um nivel de
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recuperagao de 96% e RSD de 1,5% para o método FIA-AMP e um nivel de recuperagdo de
98% e RSD de 1,7% para o método BIA-AMP, mostrando que os métodos propostos foram
exatos e precisos. Sendo assim, € possivel afirmar que esses resultados demonstram a
potencialidade dos métodos dinadmicos para aplicagdes em amostras reais de fluidos
bioldgicos, como sangue e urina, além das analises de controle de qualidade realizadas em

amostras de formulagdes farmacéuticas.

Os quatro métodos desenvolvidos utilizando o sensor a base de grafeno reduzido
foram comparados com outros métodos eletroanaliticos reportados na literatura utilizando

diferentes sensores para a determinacao de levofloxacina (tabela 4).
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Tabela 4. Comparagao dos métodos desenvolvidos com outros métodos reportados na

literatura para a determinacdo de levofloxacina.

Sensor Metodo Potencial/ V' L.D./ umol Amostras Referéncias
L-]
MWCNT/S VPD 0,95 0,20 Formulagdes (CESARINO
n0; farmacéuticas etal., 2014)
DDB VOQ 1,1 2,88 Urina e plasma (RKIK;
sanguineo BRAHIM;
SAMET,
2017)
PoAP/MW VPD - 0,01 Urina e plasma (WEN et al.,
CNTs sanguineo 2012)
MIP/G- VPD 1,10 0,55 Formulagdes (WANG;
AuNPs farmacéuticas ZHU;
ZHANG,
2014)
AgNPs/Ce VPD 0,90 0,01 Urina e plasma  (TANG et al.,
O,-Aw/ECV sanguineo 2014)
OGR/ECV VPD 0,75 1,45 Formulagdes Esse trabalho
farmacéuticas
OGR/ECV VOQ 0,85 10,00 Formulagdes Esse trabalho
farmacéuticas
OGR/ECV AMP-FIA 1,10 0,50 Urina sintéticae  Esse trabalho
formulagdes
farmacéuticas
OGR AMP-BIA 1,10 0,33 Urina sintética e Esse trabalho

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).

formulagdes

farmacéuticas

Nota:MWCNT: nanotubo de carbono de multiplas camadas;DDB: diamante dopado com boro; PoAp:

poly(o-aminofenol);G: grafeno; MIP: polimero impresso; AuNPs: nanoparticulas de ouro; AgNPs

:nanoparticulas de prata; ECV: eletrodo de carbono vitreo; OGR: 6xido de grafeno reduzido; VOQ:
voltametria de onda quadrada; VPD: voltametria de pulso diferencial; AMPEROMETRIA-FIA:

analise por deteccao influxo com detec¢do amperométrica.
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O sensor a base de OGR desenvolvido neste trabalho quando comparado aos demais
sensores para a determinagdo de levofloxacina mostrou-se bastante eficaz. Utilizando apenas
um nanomaterial (OGR) foi possivel obter performance eletroanalitica similar a outros

sensores da literatura que necessitaram de mais materiais no processo de modificacao

Os métodos desenvolvidos utilizando FIA-AMP e BIA-AMP apresentaram o limite de
deteccdo na mesma ordem de grandeza dos sensores mostrados na tabela 4, com exce¢ao dos
métodos desenvolvidos por Wen e colaboradores e Tang e colaboradores que utilizaram a
voltametria de onda quadrada (WEN et al., 2012;TANG et al., 2014). Entretanto quando
comparado em termos de frequéncia analitica os métodos FIA-AMP e BIA-AMP
desenvolvidos no presente trabalho apresentaram valores superiores aos trabalhos ja
mencionados. Além disso, em termos de deslocamento do potencial de oxidagdo da
levofloxacina, para as técnicas estaticas (VPD e VOQ), os métodos desenvolvidos utilizando
o OGR como modificador mostraram-se mais seletivos. Por fim ¢ valido destacar que até o
presente momento para o nosso conhecimento, a literatura ndo relata o uso do FIA-AMP e
BIA-AMP na quantificagdo do mesmo. Assim o sensor de OGR-CV utilizado para o
desenvolvimento dos métodos presentes nesse trabalho agregou seletividade e sensibilidade
(VPD e VOQ) e detectabilidade (FIA-AMP e BIA-AMP), tornando-se uma alternativa na

determinacao de levofloxacina frente aos métodos convencionais.
5 CONCLUSOES

No presente trabalho foi possivel a construgdo de diferentes sensores a base de OGR e
MWCNT sobre um eletrodo base de carbono vitreo, ambos os modificadores foram

caracterizados via espectroscopia Raman.

A comparacdo dos sensores a base de OGR e NTC utilizando a voltametria ciclica
mostrou que o sensor a base de OGR possibilitou um ganho maior no sinal analitico para
oxidacdo da levofloxacina. O processo adsorvente de uma fina camada do OGR sobre o
eletrodo base resultou em uma superficie de maior rugosidade quando comparado com um
eletrodo modificado por MWCNT e ndo modificado. O que explica a superioridade em
termos de sinal analitico do sensor desenvolvido. Sendo assim os métodos eletroanaliticos,
utilizando as técnicas VPD, VOQ, FIA-AMP ¢ BIA-AMP foram desenvolvidos utilizando o

sensor de OGR-CV, ja que o mesmo agregou maior sensibilidade ao eletrodo base.
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As figuras de mérito apresentadas pelos métodos desenvolvidos foram satisfatorias,
incluindo detectablidade adequada (L.D < 6,7 umol L), precisdo (RSD < 7,7%) e exatidio
aceitavel (recuperacdo de 91 a 106%) para os niveis de concentracdo estudados, o que
evidenciou as atrativas caracteristicas do método. Além disso, os resultados eletroquimicos
foram estatisticamente comparaveis ao do UFLC, o que demonstra a confiabilidade dos

métodos desenvolvidos.

Os métodos dinamicos apresentaram caracteristicas analiticas mais atraentes para
aplicacdes de rotina, tendo como principais vantagens a alta frequéncia analitica (100 analises
por hora), a etapa minima de preparacdo da amostra (diluicdo simples) e automagdo (menores
riscos de contaminagdo). Combinando esses trés fatores a questdes ambientais (menor
consumo de reagentes), os métodos FIA-AMP e BIA-AMP mostram-se uma importante
ferramenta analitica para analises de rotina, frente as metodologias oficiais. Além disso, o
método desenvolvido por BIA-AMP pode ser destacado devido a sua potencial miniaturizacao
e ganho de portabilidade, tendo em vista que o mesmo ndo necessita da utilizacdo de bomba

mecanica.

Por fim, os métodos desenvolvidos no presente trabalho foram comparados com outros
trabalhos reportados na literatura para a determinacdo de levofloxacina. Os métodos
estacionarios (VPD e VOQ) utilizando o sensor a base de OGR evidenciaram o deslocamento
do potencial para valores proximos a 0,0 V, ou seja, apresentaram maior seletividade que
pode estar relacionado ao efeito eletrocatalitico fornecido pelo material. Enquanto que o
método FIA-AMP e BIA-AMP destacaram-se pela boa detectabilidade e uma elevada

frequéncia analitica.
PESPERCTIVAS FUTURAS

e Desenvolver métodos eletroanaliticos para determinagdes simultaneas de
levofloxacina e outros antibidticos pertencentes a classe das fluorquinolonas.

e Desenvolver plataformas eletroanaliticas de baixo custo (ePADs) que atuem como
substrato na identificacdo e quantificagdo de levofloxacina em diferentes matrizes

(farmacéuticas e bioldgicas).
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