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RESUMO

Os antibioticos correspondem a maior e mais importante classe de farmacos utilizada pela
medicina humana e veterinaria, em virtude de apresentarem propriedades antibacterianas
para o tratamento de diversas enfermidades. O uso de nanomateriais a base de carbono,
principalmente o grafeno, vem desempenhando um importante papel para construgao de
novos sensores eletroquimicos. Dessa forma, o principal objetivo deste trabalho foi
desenvolver métodos eletroanaliticos simples, rapidos, sensiveis e de baixo custo, usando
o eletrodo de carbono vitreo modificado com 6xido de grafeno reduzido (GCE/rGO) para
a avaliacdo de ciprofloxacina (CIP), tetraciclina (TET) e cloranfenicol (CLO) em
formulagdes farmacéuticas e leite. Estudos usando a voltametria ciclica na presenga de
cada um dos antibioticos mostraram um efeito eletrocatalitico do rGO sobre os diferentes
processos eletroquimicos, tendo em vista os consideraveis incrementos de corrente e
antecipacao dos potenciais frente ao eletrodo ndo modificado. O desempenho analitico do
GCE/rGO para a quantificagdo dos antibioticos foi investigado usando a voltametria de
onda quadrada e voltametria de pulso diferencial, e em sistemas de andlise em fluxo e
batelada com detec¢ao amperométrica. Todos os métodos propostos apresentaram desvio
padrdo relativo inferiores a 7,0 %, demonstrando uma adequada precisdo. Os valores de
limites de detec¢do (LD) obtidos foram menores que 1,0 pmol L para CIP, TET e CLO.
Para as aplicagdes dos métodos nas amostras farmacéuticas e de leite, estas foram
simplesmente diluidas (50 vezes) em eletrolito suporte tampao Britton-Robinson (0,04
mol L. Percentuais de recuperagdo na faixa de 84 a 117 % atestaram auséncia do efeito
de matriz da amostra. Os niveis dos antibidticos nas amostras de leite ficaram abaixo dos
valores de LD, enquanto que nas formulacdes farmacéuticas, os teores dos principios
ativos foram concordantes com os valores fornecidos pelos fabricantes. Todos os
resultados obtidos eletroquimicamente foram devidamente comparados as analises
cromatograficas, ndo havendo indicios de diferencas significativas, a 95 % de
confiabilidade, o que indicou uma boa exatidao dos métodos. Dessa forma, os métodos
desenvolvidos sdo confiaveis e promissoras para implementacao no controle de qualidade

de medicamentos e no monitoramento de residuos de antibioticos em leite.

Palavras-chave: Oxido de grafeno reduzido. Ciprofloxacina. Tetraciclina. Cloranfenicol.
Voltametria de onda quadrada. Voltametria de pulso diferencial. Amperometria. Analise

por inje¢do em fluxo. Analise por inje¢do em batelada. Formulagdes farmacéuticas. Leite.



ABSTRACT

Antibiotics correspond to the largest and most important class of drugs used by human
and veterinary medicine, due to their antibacterial properties for the treatment of various
diseases. The use of carbon-based nanomaterials, especially graphene, has been
performing an essential role in the construction of new electrochemical sensors. Thus, the
main aim of this work was to develop simple, fast, sensitive and low-cost electroanalytical
methods, using a reduced graphene oxide modified glassy carbon electrode (GCE/rGO)
for the ciprofloxacin (CIP), tetracycline (TET) and chloramphenicol (CLO) evaluation in
pharmaceutical formulations and milk. Studies using cyclic voltammetry in the presence
of the antibiotics showed na electrocatalytic effect of rGO on different electrochemical
processes, due to the considerable increments of current and potential anticipation in
relation to the bare electrode. The analytical performance of GCE/rGO for the
quantification of antibiotics was investigated using square wave voltammetry and
differential pulse voltammetry, and in flow and batch analysis systems with amperometric
detection. All proposed methods presented relative standard deviation below 7.0 %,
demonstrating an adequate precision. The obtained limits of detection (LD) values were
lower than 1.0 pmol L' for CIP, TET and CLO. For the methods application in
pharmaceutical and milk samples, the samples were simply diluted (50-fold) in
supporting electrolyte, Britton-Robinson buffer (0.04 mol L!). Recovery percentages in
the range of 84 to 117% attested the sample matrix effect absence. The antibiotics levels
in the milk samples were below the LD, while in the pharmaceutical formulations, the
active principles contents were in agreement with the values provided by the
manufacturers. All results obtained electrochemically were properly compared to
chromatographic analyses, with no significant differences evidence, at 95% confidence
level, which indicated a good accuracy of the methods. Thus, the developed methods are
reliable and promising for implementation in pharmaceutical formulations quality control

and in the antibiotic residues monitoring in milk.

Keywords: Reduced graphene oxide. Ciprofloxacin. Tetracycline. Chloramphenicol.
Square wave voltammetry. Differential pulse voltammetry. Flow injection analysis. Batch

injection analysis. Pharmaceutical formulations. Milk.
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(Eo e Fo), leites integrais fortificados (E; e F1). Curva analitica: (a) 1 pmol L,
(b) 5 umol L', (c) 10 umol L', (d) 30 umol L, (e) 50 pmol L' e (f) 75 pmol
L !. Condigdes instrumentais, potencial de andlise: 1,1 V, volume de injecdo:
40 uL, velocidade de injecdo: 220,8 uL s, eletrélito suporte: tampao BR (0,04
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Figura 37 — (A) Voltamogramas ciclicos de uma solugdo de TET (300 umol L) em meio
de tampdo BR (0,04 mol L") com valores de pH iguais a 2,0 (preto); 4,0
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pH e (C) relagdo entre o Ep e o pH, com velocidade de varredura de 100 mV s
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Figura 39 — Voltamogramas ciclicos de uma solugiio de TET (200 umol L!) em meio de
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1 INTRODUCAO
1.1 CONSIDERACOES INICIAIS

A eletroanalitica ¢ uma subdrea da quimica analitica com elevada versatilidade,
que permite o desenvolvimento de métodos simples, rapidos e portateis para a avaliagao
de compostos organicos, inorganicos e organometalicos (desde que estes sejam
eletroativos), nos mais variados tipos de matrizes. Destacam-se aplicagdes na area de
alimentos (MANJULA; CHEN, 2021), meio ambiente (COBELO-GARCIA; FILELLA,
2017), combustiveis (FERREIRA et al., 2021), diagnoéstico clinico (EVTUGYN;
HIANIK, 2018), controle de qualidade de alimentos (LENCASTRE et al., 2006), forense
(ROCHA et al., 2021), entre outras, com importantes caracteristicas analiticas, tais como:
baixo custo instrumental (em comparagao as técnicas cromatograficas e espectrométricas)
e adequada sensibilidade e detectabilidade.

Uma vertente bastante explorada nesta area nos ultimos anos ¢ o desenvolvimento
de novos sensores eletroquimicos, a partir da modificagdo quimica da superficie de
substratos convencionais com o objetivo de agregar aos métodos eletroanaliticos uma
melhor sensibilidade, detectabilidade, seletividade e precisio (EDWARDS et al., 2007,
RUDNICKI et al., 2020; SAJID et al., 2019). Nanomateriais condutores tém sido cada
vez mais empregados para esta finalidade, uma vez que estes apresentam elevada area
superficial e proporcionam um maior nimero de sitios eletroativos para ocorréncia dos
processos de eletrdlise. Além disso, contribuem para um transporte de massa eficiente, de

modo a aumentar a relagdo sinal-ruido (BAIG et al., 2019).

1.2 ELETRODOS QUIMICAMENTE MODIFICADOS

O termo eletrodo quimicamente modificado (EQM) foi introduzido por Murray e
colaboradores no ano de 1975 para designar eletrodos com espécies quimicamente ativas,
convenientemente imobilizadas em suas superficies, com o intuito de pré-estabelecer e
controlar a natureza fisico-quimica da interface eletrodo/solucao, visando uma melhora
na taxa de transferéncia de elétrons e pré-concentragdo das espécies em solugdo
(ASHWINI et al., 2019; BAIG et al., 2019; MOSES et al., 1975; SAJID et al., 2019) .

Para a constru¢ao de um EQM, a escolha do material do eletrodo base (substrato)

¢ um fator importante, dado que este deve apresentar caracteristicas apropriadas e ser
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adequado para o método de imobilizacdo. Dentre os materiais amplamente utilizados,
estdo o ouro, platina, carbono vitreo e pasta de carbono (SOUZA, 1997). O eletrodo de
carbono vitreo (GCE, do inglés Glassy Carbon Electrode) apresenta boas propriedades
elétricas e mecanicas, ampla janela de potencial, resisténcia ao ataque de solventes e
desempenho satisfatorio na eletroanalise, o que faz deste material um adequado substrato
para a fabricagdo de eletrodos quimicamente modificados (AMARE; ADMASSIE, 2020;
BAGHAYERI et al., 2021; WANG et al., 2012).

Além dos substratos € necessario um modificador, o qual deve ser devidamente
incorporado e imobilizado na superficie do substrato. Os modificadores mais estudados
sd0 nanomateriais a base de carbono (nanotubos de carbono, fulereno, grafite, carbon
black e principalmente grafeno) e nanoparticulas metalicas (HARIDAS et al., 2021;
HERNANDEZ et al, 2021; NELIS et al., 2021; PUSHPANJALI et al., 2021;
SULLIVAN et al., 2021; TASIC et al., 2021). A utilizagdo destes se deve aos supostos
efeitos eletrocataliticos proporcionados para diversas espécies, que ocasionam
diminuig@o nos sobrepotenciais € melhora nas respostas de corrente.

Os processos de modificagdes das superficies podem ser realizados via adsor¢do,
formag¢do de compositos, ligacdo covalente com sitios especificos da superficie do

eletrodo e recobrimento com filmes poliméricos (PEREIRA et al., 2002).

1.3 GRAFENO

O grafeno ¢ um material bidimensional com espessura de um atomo, formado por
4tomos de carbono hibridizados em sp? numa estrutura hexagonal densamente compacta,
conforme representado na Figura 1 (PRUNEANU et al., 2015). Foi descoberto no ano de
2004 pelos fisicos russos Andre K. Geim e Kostya S. Novoselov a partir da exfoliagao
micromecanica da grafite, o que conferiu aos pesquisadores o prémio Nobel de Fisica no
ano de 2010 (LOW et al., 2013). Sua obtencdo atualmente pode ser feita por varias rotas
sintéticas, como por exemplo, exfoliagdo mecanica da grafite, exfoliagdo quimica da
grafite (método de Hummers), deposicao quimica a vapor (CVD, do inglés Chemical
Vapor Deposition), além de tratamentos eletroquimicos envolvendo técnicas
voltamétricas (DA SILVA et al., 2020; JUANG et al., 2010; PARVEZ et al., 2015;
PUMERA et al., 2010; ZAABA et al., 2017).
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Figura 1 — Representacdo esquematica da estrutura do grafeno

Fonte: Adaptado de (ZARBIN; OLIVEIRA, 2013).

O método de Hummers € o mais utilizado visando a producdo em larga escala.
Este consiste em dispersar a grafite em um meio de acido sulfurico concentrado, nitrato
de sdédio e permanganato de potassio sob aquecimento (HUMMERS; OFFEMAN, 1958).
Estudos comprovam que o grafeno possui propriedades unicas, como elevada
condutividade elétrica, que é superior em até sessenta vezes a dos nanotubos de carbono,
alta flexibilidade, elevada 4rea superficial (2620 m? g! — valor tedrico) e resisténcia
mecanica superior ao agco (BROWNSON; BANKS, 2010). Diante disto, 0 mesmo vem
sendo empregado para construcao de super capacitores (HAO et al., 2020; YANG et al.,
2011), baterias (CHENG et al., 2017; WANG et al., 2021) e principalmente sensores
eletroquimicos (HALDORAI et al., 2017; PHONG et al.,2018; ROCHA; DORNELLAS;
etal.,2018).

1.3.1 Eletrodos modificados com grafeno

No desenvolvimento de novos sensores eletroquimicos, o recobrimento das
superficies de eletrodos com dispersdes a base de grafeno tem se destacado. Em virtude
do carater hidrofobico do mesmo, algumas alternativas sdo empregadas para facilitar a

sua dispersdo em meio aquoso, como a inser¢ao de grupos oxi-funcionais na estrutura e



29

o uso de banho ultrassom, tendo em vista que a condutividade elétrica ¢ mais elevada no
caso de uma melhor dispersdao do material (CHEN et al., 2012; VISWANATHAN;
RAMARAJ, 2019). Desta forma, a maioria dos sensores eletroquimicos a base de grafeno
sao desenvolvidos usando seus derivados, 0xido de grafeno (GO, do inglés Graphene
Oxide) e/ou 6xido de grafeno reduzido (rGO, do inglés Reduced Graphene Oxide).

O GO consiste em uma camada de grafeno funcionalizada com grupos epoxi,
hidroxila, carboxilicos e carbonila, sendo geralmente preparado a partir da oxidagdo de
flocos de grafite (NANDA et al., 2015). A introdugdo destes grupos funcionais na
estrutura resulta no aumento do espagamento interlamelar, bem como na alteragdo da
hibridagao dos atomos de carbono de sp? (planar) para sp? (tetraédrica). Entretanto, apesar
do ntimero de grupos oxi-funcionais melhorar a dispersabilidade do material, ocorre
também a presenca de defeitos na estrutura, o que contribui para um carater
predominantemente isolante (DREYER et al., 2010). A fim de restaurar a condutividade
do material, uma grande parte dos grupos oxi-funcionais no GO podem ser removidos via
redugdo quimica e/ou eletroquimica para obtengao do rGO, que apresenta caracteristicas
mais adequadas para sensores eletroquimicos (ROCHA; DORNELLAS; ef al., 2018).

O processo de modificacdo por adsor¢do vem sendo bastante utilizado para
incorporar dispersdes de rGO em diferentes substratos eletroquimicos. Em grande parte
dos trabalhos reportados na literatura, sdo observadas modifica¢des estaveis com baixa
dessorcao do modificador, possibilitando obter uma boa reprodutibilidade do sinal
analitico durante as analises (GAN et al., 2014; SILVA et al., 2020; VASCONCELOS et
al., 2020). O método drop casting ¢ o mais empregado para este propdsito, em razao da
simplicidade e baixo custo. Neste método um determinado volume da dispersdo do
modificador € gotejado sobre o substrato, seguido pela evaporacao do solvente, conforme

representado na Figura 2 (KALIYARAJ SELVA KUMAR et al., 2020).
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Figura 2 — Representacdo esquematica da modificagdo da superficie de um

substrato por adsor¢do utilizando o método drop casting

. Dispersdo com o
modificador

Fonte: Adaptado de (KALIYARAJ SELVA KUMAR et al., 2020).

Utilizando a base de dados Science Direct e o termo de busca “Electrochemical
sensor using reduced graphene oxide” com rela¢do a apenas “research articles”, foi
realizado um levantamento de publica¢des nos tltimos 10 anos envolvendo este material
para constru¢do de sensores eletroquimicos, onde ¢ notoério o aumento do nimero de

trabalhos, conforme mostrado na Figura 3.
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Figura 3 — Levantamento bibliografico dos tltimos 10 anos utilizando a plataforma

Science Direct e o termo de busca “Electrochemical sensor using reduced graphene

oxide”, acesso em 23 de abril de 2021.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2021).

Estes trabalhos evidenciam ganho de sensibilidade, seletividade e detectabilidade
em comparacgdo aos eletrodos sem modificagao e/ou modificados com outros materiais.
No que diz respeito as aplicagdes, muitas estao focadas no monitoramento de antibidticos
em amostras de interesse clinico, farmacéutico e alimenticio (CESARINO et al., 2016;
DA SILVA et al., 2018; EBRAHIMI et al., 2017; GOVINDASAMY et al., 2019;
HUANG et al., 2017; KUMAR et al., 2017; MATERON et al., 2021; YUE et al., 2020).

Huang e colaboradores utilizaram GCE modificado com grafeno e amino fenol
para determinagdo de levofloxacina em amostras de leite por voltametria de pulso
diferencial (DPV, do inglés Differential Pulse Voltammetry) com ampla faixa linear (0,05
— 100 umol L), baixo limite de detec¢do (LD) (0,01 umol L) e percentuais de
recuperagdes na faixa de 96 a 101%, demonstrando uma boa exatiddo das analises
(HUANG et al., 2017).

De forma similar, Kumar e colaboradores avaliaram simultaneamente amoxicilina
e lamefloxacina usando GCE modificado com rGO e nanoparticulas de paladio em
amostras de urina por voltametria de onda quadrada (SWV, do inglés Square Wave

Voltammetry). Foram obtidos LD de 81 nmol L' ¢ 9 umol L para lamefloxacina e
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amoxicilina, respectivamente, e percentuais de recuperagao para ambos analitos proximos
a 100 % (KUMAR et al., 2017).

Ebrahimi e colaboradores desenvolveram um eletrodo de pasta de carbono (CPE,
do inglés Carbon Paste Electrode) contendo 5% m/m de nanocomposito de rGO e 6xido
de cério para a quantificacao de sulfadiazina em amostras de formula¢des farmacéuticas
por SWV. Resultados concordantes com os valores fornecidos pelos rétulos dos
medicamentos foram verificados (EBRAHIMI et al., 2017).

A partir dos estudos mencionados, verifica-se a potencialidade do rGO para
construcdes de plataformas eletroquimicas eficientes visando a determinacdo de
diferentes classes de antibioticos. Além disso, nota-se que similarmente aos substratos
convencionais, o rGO também pode ser um suporte para posterior modificacao, em busca
de um sensor ainda mais sensivel e seletivo. Neste sentido, nanoparticulas metalicas (ouro
e prata) se mostram atrativas, visto que apresentam atividades eletrocataliticas para
diversos compostos (inorganicos e organicos), além de boa condutividade elétrica e
elevada area superficial (DONINI ez al., 2018; JIAN et al., 2018; NAQVI et al., 2019;
PIOVESAN et al., 2018; SAQUIB; HALDER, 2018).

1.4 AVALIACAO DE ANTIBIOTICOS EM FORMULACOES
FARMACEUTICAS E NO LEITE

O setor farmacéutico vem crescendo de maneira significativa no decorrer dos
anos, de modo que no ano de 2020 o movimento global em vendas alcangou 1,74 trilhdes
de dolares, segundo o levantamento da consultoria IQVIA.

O termo farmaco ¢ definido como uma substancia quimica ativa, que apresenta
propriedades  farmacologicas  para curar efetivamente patologias (DAS;
CHAKRABORTY, 2016). Dentre os farmacos, os antibidticos correspondem a maior e
mais importante classe empregada pela medicina humana e veterinaria. Estes sdo
compostos naturais ou sintéticos capazes de inibir ou causar a morte de bactérias e fungos
(HERNANDEZ et al., 2003; RIAZ et al., 2020). Sio classificados de acordo com alguns
critérios tais como: fonte de origem, espectro de atividade, mecanismo de acao e estrutura
quimica (O’ROURKE et al., 2020).

O crescente aumento na producao e desenvolvimento de antibidticos estimularam
as industrias farmacéuticas a atestarem a qualidade destes produtos com intuito de

assegurar a eficicia e a seguranca para a populacdo, tendo em vista os critérios pré-
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estabelecidos por agéncias reguladores. Neste sentido, um controle rigoroso do teor do
principio ativo em formula¢des farmacéuticas ¢ de extrema importancia, e deve ser
rotineiramente averiguado.

O uso de antibidticos para promover o crescimento, controlar pragas, tratar e
prevenir enfermidades do gado leiteiro pode gerar residuos perigosos no leite, quando
administrados de modo indevido sem respeitar receituarios e periodos de caréncia
(ROSANA GOMES et al., 2012). Segundo Du e colaboradores, os medicamentos de uso
veterinario nao sdo completamente eliminados durante a etapa de tratamento térmico do
leite (pasteurizacdo), o que pode ocasionar problemas para as industrias lacteas e para a
saude publica (DU et al., 2019).

Nas industrias de laticinios, a presenca de residuos de antibioticos no leite pode
gerar efeitos indesejaveis na produ¢do de produtos lacteos, devido a possivel inibicdo da
flora bacteriana nos processos de fermentagdo, causando considerdveis perdas
econdmicas. Em relacdo a satide humana, estes podem desencadear reacdes de
hipersensibilidade, alergia, acdo carcinogénica ou mutagénica, além de provocar
resisténcia bacteriana (LAERTE PEREIRA DE et al., 2006).

Devido aos efeitos danosos que residuos de antibioticos no leite podem causar, o
controle destes sdo de suma importancia e os valores maximos permitidos sao estipulados
por 6rgaos regulatérios de diversos paises. No Brasil, de acordo com a Lei n® 9782, de 26
de Janeiro de 1999, ¢ atribuido a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a
regulamentacdo, o controle e a fiscalizagdao de alimentos, no que se refere a residuos de
medicamentos veterinarios (BRASIL, 2018). Dentre alguns antibioticos empregados pela
medicina humana e praticas veterinarias, destacam-se a ciprofloxacina, tetraciclina e
cloranfenicol, uma vez que estes apresentam baixo custo e ampla acdo antibacteriana

(AL-AFY et al., 2018; HASSAN et al., 2021; KALUNKE et al., 2018).

1.4.1 Ciprofloxacina

A ciprofloxacina (CIP), nome usual do acido-1-ciclopropil-6-fluoro-1,4-diidro-4-
oxo-7-(piperazinil)3-chinolincarboxilico, estrutura quimica representada na Figura 4, ¢
um antibiotico sintético pertencente a classe das fluoroquinolonas, com atividade

antibacteriana frente a diversos microrganismos patogénicos (PULGARIN ez al., 2012).
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Figura 4 — Estrutura quimica da ciprofloxacina
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2021).

As quinolonas surgiram acidentalmente como subproduto da sintese de um agente
antimaldrico. A primeira quinolona foi o acido nalidixico, que apresentou atividade
apenas frente a enterobactérias e, portanto, sua prescri¢cao era restrita a infecgdes simples
do trato urinario (FRADE et al., 2014; SOUSA et al., 2012). A introducao de diferentes
grupos funcionais na estrutura das quinolonas originou compostos com um espectro de
acdo mais amplo, melhor efeito farmacocinético e menor toxicidade (FEDOROWICZ;
SACZEWSKI, 2018; SOUSA et al., 2012). Atualmente as quinolonas s3o agrupadas em
trés geracdes: a primeira abrange quinolonas ndo fluoradas, a segunda ¢ composta por
quinolonas mono-fluoradas e a terceira ¢ formada por quinolonas di e tri-fluoradas. A CIP
¢ considerada uma quinolona de segunda gera¢do (BILIBIO, 2014).

Em humanos, a CIP ¢ eficaz no tratamento de infec¢des pulmonares, urinarias e
digestivas, onde a mesma atua inibindo a sintese da DNA-girase bacteriana. Em praticas
veterinarias ¢ comumente empregada no tratamento de mastite, uma inflamagdo nas
glandulas maméarias (ANACLETO et al., 2018; PULGARIN et al., 2012). Segundo a
ANVISA o limite maximo residual (LMR) de CIP em amostras de leite é 0,1 mg L!
(BRASIL, 2018).

A determinagdo de CIP em produtos farmacéuticos e no leite tem sido descrita na
literatura por diferentes métodos analiticos, incluindo principalmente a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance Liquid Chromatography)
(CINQUINA et al., 2003; IDOWU; PEGGINS, 2004; SCHERER et al., 2014) e a
eletroforese capilar (MICHALSKA et al., 2004; MORENO-GONZALEZ et al., 2017).

Estas técnicas analiticas permitem o desenvolvimento de métodos sensiveis, robustos e
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seletivos, todavia, as mesmas necessitam de laboriosos tratamentos de amostras (o que
afeta diretamente a frequéncia analitica), apresentam custos elevados de equipamentos
e/ou manutencdo e elevada geracdo de residuos (mais pronunciado nos métodos
cromatograficos).

Diante disto, visto que a CIP apresenta grupo eletroativo em sua estrutura,
metodologias utilizando técnicas eletroanaliticas comegaram a ser desenvolvidas com o
proposito de se estabelecer métodos alternativos com baixo custo instrumental, boa
frequéncia analitica, simplicidade, sensibilidade e portabilidade (ALVES et al., 2021;
FOTOUHI; ALAHYARI, 2010; GARBELLINI ef al., 2015; HU et al., 2018; STEFANO
etal.,2016; YUAN et al., 2018).

Alves e colaboradores avaliaram o comportamento eletroquimico da CIP
utilizando um eletrodo de grafite de lapiseira (PGE, do inglés Pencil Graphite Electrode).
Sob esta plataforma eletroquimica foi observado a oxidagao irreversivel da CIP em +1,03
V com processo de transporte de massa caracterizado por difusao. Um método por SWV
com boa faixa linear (12 — 55 pmol L) e detectabilidade (5,6 pmol L) foi desenvolvido
para a determinacdo de CIP em formulagdes farmacéuticas, onde as amostras
necessitaram apenas de dissolugdo e sucessivas dilui¢des em eletrolito suporte. Niveis de
recuperagoes proximos a 102 % e teores do principio ativo concordantes com os valores
determinados por analises cromatograficas, demonstraram a confiabilidade dos resultados
(ALVES et al., 2021).

Stefano e colaboradores destacaram a potencialidade do uso do eletrodo de
carbono impresso (SPCE, do inglés Screen-Printed Carbon Electrode) modificado com
nanotubos de carbono, associado a andlise por injecdo em batelada (BIA, do inglés Batch
Injection Analysis) e em fluxo (FIA, do inglés Flow Injection Analysis) com detec¢ao
amperométrica (sob potencial de +1,0 V) para o controle de qualidade de CIP em
formulagdes farmacéuticas. Ambos sistemas de andlise apresentaram adequada precisao
com desvio padrao relativo (RSD) inferior a 5%, boa detectabilidade (LD < 0,1 pumol L"
1) e elevada frequéncia analitica (130 andlises por hora). A exatiddo do método foi
atestada pelos niveis de recuperagdes (97 — 102 %) e concordancia com os valores
encontrados por eletroforese capilar (STEFANO et al., 2016).

Com respeito a aplicagdo em amostras de leite, Yuan e colaboradores modificaram
a superficie do GCE com um nanocomposito contendo nanoparticulas de ouro (AuNPs),
nitreto de carbono e grafeno para o monitoramento de residuos de CIP. Um método por

SWV com faixa linear de 0,6 a 120 umol L' e LD de 0,42 umol L™ foi desenvolvido. A
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amostra de leite necessitou de uma etapa de preparo, onde acido tricloroacético foi
adicionado para precipitagdo das proteinas, seguida pela centrifugacdo, extragdo com
acetato de etila e filtracdo. Diferentes concentra¢des de CIP (1, 5 e 10 umol L) foram
utilizadas para a fortificagdo da amostra de leite. Percentuais de recuperacao variando de
93,6 a 101,2 % ressaltaram a exatiddo das medidas eletroquimicas (YUAN et al., 2018).

Hu e colaboradores avaliaram o desempenho eletroquimico de um SPCE
modificado com nanocompdsito de nanotubos de carbono, nanoparticulas de V»0Os,
quitosana e uma fita simples de DNA para a deteccdo seletiva de CIP em leite por
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS, do inglés Electrochemical Impedance
Spectroscopy). Sob parametros experimentais otimizados, foi obtida uma faixa linear de
0,5a8,0ngmL"!eLD de0,5ng mL"'. O tratamento das amostras de leite foi realizado
de forma semelhante ao estabelecido por Yuan et al. As amostras de leite foram
fortificadas com diferentes concentracdes de CIP e resultados de recuperagdes aceitaveis
(94,5 — 97,8 %) foram obtidos. Um inconveniente deste método, foi a necessidade de um
elevado tempo para a incubagdo da CIP sobre o sensor (aproximadamente 3 hrs), o que
pode inviabilizar a aplicacdo em andlises de rotina (HU et al., 2018).

Além do emprego de material biologico como o0 DNA, eletrodos modificados com
polimeros molecularmente impressos (MIP, do inglés Molecularly Imprinted Polymer)
proporcionam adequada seletividade as medidas eletroquimicas, de forma que simples
diluicdes das amostras de leite sejam suficientes para a deteccdo de CIP com
confiabilidade (KUMAR et al., 2020; SURYA et al., 2020). Demais sensores € métodos
eletroquimicos para quantificagdo de CIP s3o descritos em uma revisdo recentemente

publicada na literatura cientifica (RUDNICKI et al., 2020).

1.4.2 Tetraciclina

O primeiro membro da classe das tetraciclinas foi descoberto no ano de 1945 por
Benjamin Duggar, a clortetraciclina, que ¢ um produto da fermentacdo natural de uma
bactéria do solo (Streptomyces aureofaciens). Esta descoberta provocou uma corrida na
pesquisa e obtengdo de novas tetraciclinas com grande sucesso (SHLAES, 2006). Assim,
de 1950 a 1970, varios membros da classe das tetraciclinas comecaram a ser
desenvolvidos de forma natural e sintética possibilitando as tetraciclinas figurarem entre
os antibioticos mais usados nos Estados Unidos (PEREIRA-MAIA et al., 2010; SPEER
etal., 1992; ZHANEL et al., 2004)
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A tetraciclina (TET), nome wusual do 2-(amino-hidroxi-metilideno)-4-
demitilamino-6,10,11,12a-tetrahidroxi-6-metil-4,4a,5,5a-tetrahidrotetraceno-1,3,12-
triona, cuja estrutura quimica esta apresentada na Figura 5, ¢ um antibiotico semi-sintético
produzido a partir da clortetraciclina. Possui atividade frente a microrganismos Gram-
positivos e Gram-negativos, e atua inibindo a biossintese das proteinas através da ligacao

na subunidade 30S do ribossoma bacteriano (PEREIRA-MALIA et al., 2010).

Figura 5 — Estrutura quimica da tetraciclina.
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor (2021).
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Pela medicina humana a TET ¢ utilizada para tratar infecgdes do trato respiratério
e acnes em estagio avangado, enquanto que em praticas veterinarias ¢ empregada no
tratamento de infec¢des como a mastite e também, em niveis sub-terapéuticos, na ragao
animal para fins profilaticos (prevenir o aparecimento de infec¢des) (TREETEPVIUIT et
al., 2006). Segundo a ANVISA o LMR de TET em amostras de leite ¢ 0,1 mg L
(BRASIL, 2018). Ja o Ministério da Agricultura, pela portaria 193, de 12 de maio de
1998, proibe o uso de TET como aditivo na alimentagao do gado leiteiro.

Desta forma, diversos métodos analiticos para a avaliagdo de TET em amostras de
farmacos e leite foram desenvolvidos. Grande partes destes envolvem o HPLC (AL-AFY et
al., 2018; LI et al., 2013), eletroforese capilar (MAMANI et al., 2006), espectrofotometria
(NI et al., 2010; RODRIGUEZ et al., 2016), fluorescéncia (TAN; CHEN, 2012) e
quimioluminescéncia (HAN et al., 1999). Todavia, devido a eletroatividade da TET, métodos
eletroanaliticos vem se mostrando como uma importante ferramenta analitica para o

monitoramento da mesma (BESHARATI et al., 2019; CALIXTO; CAVALHEIRO, 2017;
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DELGADO et al, 2018, MASAWAT, SLATER, 2007, SHI, 2017,
WANGFUENGKANAGUL et al., 2004).

Masawat e Salter estabeleceram um método portatil usando eletrodo impresso de ouro
associado ao sistema FIA com deteccdo amperométrica (potencial de +1,2 V) visando o
controle de qualidade de formulagdes farmacéuticas e avaliacao de residuos de TET em
amostras de alimentos. Uma ampla faixa linear (1 — 500 pmol L!) com LD de 0,96 umol L-
! foi obtido. Os teores de TET determinados nos fArmacos foram concordantes com os valores
pré-estabelecidos pelos rétulos dos medicamentos. As amostras de alimentos avaliadas
(frango e camardo) foram fortificadas com diferentes concentragdes de TET (0,5; 1,0 e 5,0
mg Kg!), sendo obtidos percentuais de recuperagdes satisfatorios (83,4 a 99,3 %)
(MASAWAT; SLATER, 2007).

Calixto e Cavalheiro desenvolveram um CPE com compdsito de grafite-poliuretano
(grafite 60 % m/m) para determinar TET em amostras de leite bovino e materno por DPV. O
comportamento eletroquimico da TET foi investigado por voltametria ciclica, onde dois
sinais de oxidagdo irreversiveis foram observados em 0,90 e 1,10 V, respectivamente. As
amostras de leite foram fortificadas em dois niveis de concentracdo (0,22 e 3,40 pmol L) e
um processo de extragdo em fase solida aliado a uma etapa de pré-concentragdo foram
necessarios para o preparo das amostras. Um LD de 2,46 umol L' com percentuais de
recuperacdo variando de 83 a 99 % foram obtidos (CALIXTO; CAVALHEIRO, 2017).

Diferentemente de Calixto e Cavalheiro, alguns trabalhos empregam apenas etapas
de diluicao para o preparo de amostras de leite, com a finalidade de diminuir o custo € o
tempo das andlises (BESHARATI et al., 2019; DELGADO et al., 2018; SHI, 2017).

Delgado e colaboradores propuseram o desenvolvimento de um sensor de baixo custo
(US § 0,005 por camada de modificacdo) a partir da modificagdo da superficie do GCE via
adsor¢do, usando uma dispersao contendo carbon black e amido de batata. Utilizando este
sensor associado a DPV, as amostras de leite foram simplesmente diluidas (2 vezes) em
eletrélito suporte e niveis de recuperagdo na faixa de 89 a 93 % foram obtidos, demonstrando
adequada exatidao dos resultados. De forma semelhante, porém incorporando materiais
biologicos a superficie eletrodica para melhora de seletividade, Besharati e Shi monitoraram
satisfatoriamente residuos de TET em amostras de leite (BESHARATI et al., 2019; SHI,
2017).

Uma revisdo focado em (bio)plataformas eletrocataliticas para o monitoramento de
TET foi recentemente publicada, demonstrando a relevancia dos estudos eletroquimicos

acerca deste antibiético (YANEZ-SEDENO et al., 2021).
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1.4.3 Cloranfenicol

O cloranfenicol (CLO), nome usual do D-(-)-treo-2,2,-dicloro-N-(B-hidroxi-a-
((hidroximetil)-p-nitrofenil), ¢ um antibidtico de amplo espectro pertencente a classe dos
anfenicois, que apresenta excelentes propriedades antibacteriana e farmacocinética
(MARTINS JUNIOR ef al., 2006; RENATA CABRERA DE et al., 2007). Foi descoberto
em 1947 apo6s ser isolado do Streptomyces Venezuelae, e sua estrutura quimica, conforme
mostrada na Figura 6, foi identificada e produzida artificialmente em 1949, tornando-o
primeiro antibidtico a ser produzido ao invés de ser extraido de um microrganismo

(SMADEL, 1950).

Figura 6 — Estrutura quimica do cloranfenicol
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor (2021).

O CLO ¢ um composto lipossolivel que permeia a membrana celular e se liga a
subunidade protéica S0S dos ribossomos das células de procariontes, evitando a transferéncia
de aminoécidos das cadeias peptidicas em formagao, inibindo a sintese proteica (MARTINS
JUNIOR et al., 2006). E efetivo contra cocos e bacilos (incluindo anaerdbios) gram-positivos
e gram-negativos, Rickettsia, Mycoplasma, e Chlamydia (GIKAS et al., 2004). Este amplo
espectro de atividade bacteriana, aliado ao baixo custo e alta disponibilidade fez do CLO um
antibidtico bastante utilizado no tratamento de infec¢des de animais produtores de alimentos.

Atualmente, seu uso clinico em humanos ¢ limitado ao tratamento de conjuntivite
aguda, meningite bacteriana e febre tifoide, em caso de outros antibidticos serem mais toxicos
e/ou menos eficazes. Contudo, a administracdo independente da dose pode desencadear

efeitos colaterais perigosos, como anemia aplastica (diminuig¢ao dos glébulos vermelhos por
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toxicidade aguda da medula dssea) e a sindrome do bebé cinza, uma situacao patologica que
pode ser fatal em 40 % dos casos se ndo tratada de forma apropriada (MARTINS JUNIOR
et al.,2006; MCINTYRE; CHOONARA, 2004).

Diante destes graves efeitos colaterais, a utilizacdo do CLO tem sido reavaliada em
todo o mundo. No Brasil, Estados Unidos, Unido Europeia e outros paises, o uso de CLO em
preparacgdes farmacéuticas de uso veterinario, ragdes e aditivos de ragdes para animais cujos
produtos sejam destinados a alimentagao humana esta proibido (BRASIL, 2018; EC, 2010;
FAO, 2018). Neste sentido, ¢ de fundamental importancia o desenvolvimento de métodos
analiticos sensiveis para a determinacdo deste contaminante em amostras de alimentos de
origem animal.

Os métodos mais comumente empregados para este proposito sdo o HPLC
(MOHEBI et al., 2020; NIANG et al., 2017, VARGAS MAMANI et al, 2009),
cromatografia gasosa (SHEN et al., 2009) e eletroforese capilar (MAMANI et al., 2008;
VERA-CANDIOTI et al., 2010). Como discutido anteriormente, apesar destes métodos
possibilitarem uma determinacdo sensivel e seletiva, demandam de alto investimento
financeiro para aquisi¢do e/ou manutenc¢do de equipamentos € consumiveis, sao demorados
e necessitam de tratamentos de amostras dispendiosos.

Por outro lado, métodos eletroanaliticos sdo simples, envolvem analises rapidas em
equipamentos de baixo custo e portateis com sensibilidades comparaveis as metodologias
cromatograficas. Visto que o CLO (semelhantemente aos outros antibidticos) apresenta
grupo funcional eletroativo em sua estrutura, estudos utilizando diferentes sensores e técnicas
eletroanaliticas foram introduzidos para aplicagdes em formulagdes farmacéuticas
(CODOGNOTO et al., 2010; TALEBIZADEHSARDARI et al., 2020; ZHUANG et al.,
2014) eno leite (GOVINDASAMY et al.,2017; KARTHIK et al.,2016; RAJAll et al., 2019;
YUAN et al., 2018).

Codognoto e colaboradores utilizaram um eletrodo de ouro modificado com 2-
Mercapto-5-metilbenzimidazol para verificar o comportamento eletroquimico do CLO.
Medidas por voltametria ciclica identificaram um processo de eletrdlise proximo a -0,62 V,
que foi associado a reducdo do grupo nitro a hidroxilamina. Entretanto, a partir de estudos
hidrodindmicos observou-se um sinal analitico com maior intensidade no potencial de -0,75
V, que foi selecionado para as analises. Um método com deteccdo amperométrica associado
ao sistema FIA foi proposto para a determinagao rapida de CLO em solugdes oftalmologicas.

Ampla faixa linear (50 — 1000 pmol L) e LD de 44 pmol L' foram obtidos. As amostras



41

foram simplesmente diluidas em eletrdlito suporte e os resultados foram concordantes com
as analises por HPLC (CODOGNOTO et al., 2010).

Em um estudo mais recente, Talebizadehsardari e colaboradores modificaram a
superficie do GCE com espécies de Ho*"/Co304 e observaram que a partir de um transporte
de massa controlado por difusdo, o CLO sofreu um processo de redu¢do em -0,50 V. Dois
métodos eletroanaliticos foram desenvolvidos utilizando a cronoamperometria ¢ a DPV.
Melhores condi¢oes foram estabelecidas usando a DPV, onde uma faixa linear de 0,01 a 800
pmol L' com LD de 7,1 nmol L™ foram alcancados. Este método foi aplicado em solugdes
oftalmologicas, soro sanguineo humano e urina com excelentes niveis de recuperacdes (99 a
103 %) (TALEBIZADEHSARDARI et al., 2020).

Com respeito a detecgdo em amostras de leite, Rajaji e colaboradores utilizando um
SPCE modificado com nanoestruturas de MnQO3, avaliaram a presencga de residuos de CLO.
Antes de todas medidas eletroquimicas foi necessario purgar N2 nas solugdes de analise para
remocao do oxigénio dissolvido, pois este estava afetando a redugdo do CLO. Sob condig¢des
otimizadas por DPV, foi observado um sinal de redu¢do em aproximadamente -0,65 V com
duas faixas lineares (0,015 — 1,28 e 1,35 — 566 umol L) e LD de 4,3 nmol L!. As amostras
de leite foram simplesmente diluidas em eletrolito suporte e fortificadas com diferentes
concentracdes de CLO (10, 20 e 50 umol L), sendo obtidos percentuais de recuperagio
satisfatorios (95 — 97 %) (RAJAJL et al., 2019).

Govindasamy e colaboradores investigaram uma dispersao contendo nanotubos de
carbono funcionalizados e nanoesferas de sulfeto de molibdénio (MoS») para a modificacao
do GCE visando a detecgdo ultra sensivel de CLO em residuos de leite. Estudos por
voltametria ciclica na presenca de CLO evidenciaram um possivel efeito eletrocatalitico
proporcionado pelo modificador, onde ganho de sinal (6 vezes) e antecipagdo de potencial
(em 157 mV) foram observados em rela¢do ao eletrodo limpo. Um método utilizando a
amperometria (potencial fixado em -0,52 V) com faixa linear variando de 0,08 a 1392 umol
L' e LD de 0,015 pmol L™ foi desenvolvido. O preparo das amostras de leite envolveu a
adi¢do de acido perclorico, centrifugagdo e filtracao. Percentuais de recuperagao na faixa de
95,9 a 97,6 % atestaram a confiabilidade das resultados (GOVINDASAMY et al., 2017).
Demais sensores e métodos eletroanaliticos sdo descritas em um revisdo recentemente

publicada pelo nosso grupo de pesquisa na Analytica Chimica Acta (DE FARIA et al.,2021)
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1.5 TECNICAS ELETROANALITICAS

Como demonstrado em grande parte das aplicagdes apresentadas, as técnicas
eletroanaliticas, mais especificamente as voltamétricas, vém ganhando prestigio na
comunidade cientifica por apresentarem inimeras vantagens. Diante disto, um entendimento
das técnicas mencionadas e como os fendmenos eletroquimicos ocorrem ¢€ relevante.

As técnicas voltamétricas envolvem a aplica¢ao de potenciais controlados ao longo
do tempo em uma célula eletroquimica, com o intuito de promover uma reacao na interface
do eletrodo/solucao. A forma com que os potenciais sdo aplicados e as correntes geradas sao
amostradas € o que diferencia cada uma das técnicas voltamétricas. Para realizar as medidas
eletroquimicas ¢ necessario um arranjo experimental contendo trés eletrodos, os quais sao
denominados eletrodo de trabalho, referéncia e auxiliar. As rea¢des redox se processam a
partir da polarizac@o do eletrodo de trabalho, onde ocorre uma transferéncia de carga entre o
eletrodo e a solug¢do gerando uma corrente elétrica, que ¢ registrada em funcao do tempo ou
potencial aplicado (BARD, 1980).

Dois tipos de corrente surgem ao polarizar o eletrodo de trabalho (corrente faradaica
e corrente capacitiva). A corrente faradaica esta relacionada a transferéncia de elétrons entre
o eletrodo e as espécies eletroativas da solugdo. Esta obedece a Lei de Faraday, que determina
que a corrente ¢ proporcional a quantidade de espécie consumida e/ou formada na superficie
do eletrodo. A corrente capacitiva estd associada com a formagdo de uma dupla camada
elétrica na interface eletrodo/solugdo, em razao da aplicacdo e/ou variagdo do potencial.
Diferentemente da faradaica, esta corrente nao esta relacionada com nenhuma reacao redox
(GROSSER, 1993).

Com respeito ao transporte de massa das espécies eletroativas, existem trés formas
possiveis: migragdo, conveccao e difusdo. A migracao esta associada ao movimento de
espécies carregadas por atracao eletrostatica devido a acdo de um campo elétrico; a conveccao
consiste no movimento das espécies a partir de uma agdo mecanica (agitacdo do sistema); e
a difusdo ¢é referente a formacao de um gradiente de concentragao entre superficie do eletrodo
e o seio da solucdao (TICIANELLI; GONZALEZ, 2005). Uma vez que apenas 0 processo
difusional mantém uma relagdo proporcional com a concentragdo da espécie investigada, os
demais transportes de massa devem ser minimizados na etapa de medida. O transporte
convectivo pode ser facilmente minimizado mantendo a solugdo em repouso, enquanto que

a adigdo de um eletrolito nao reativo nas condigdes do experimento (eletrolito suporte), em
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concentragdo bem superior a espécie analisada (geralmente 50 a 100 vezes) € suficiente para
minimizar o efeito de migracdo (BARD, 1980).

Para estudos exploratdrios, onde se desconhece o comportamento eletroquimico da
espécie a ser investigada, a voltametria ciclica (CV, do inglés Cyclic Voltammetry) € a técnica
voltamétrica mais adequada. Nesta técnica, uma varredura de potencial em forma linear,
segundo uma onda triangular, conforme mostrado na Figura 7, ¢ aplicado ao eletrodo de
trabalho. Geralmente inicia-se a aplica¢ao do potencial em uma regiao livre de reagdes redox,
e em seguida este potencial ¢ varrido até um valor extremo (que seja suficiente para as reagdes

redox ocorrerem) e retorna ao valor inicial, finalizando um ciclo (ELGRISHI et al., 2018).

Figura 7 — (A) Representagao esquematica da forma de aplicagao de potencial utilizado na

voltametria ciclica; (B) voltamograma ciclico caracteristico de uma espécie reversivel
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Fonte: Adaptado de (MIRCESKI et al., 2018).

Esta técnica ¢ bastante empregada para investigagdo de mecanismos de
oxidacdo/redug¢do, estudo de eletrolito suporte/pH, reversibilidade de processos
eletroquimicos, cinética de transporte de massa, entre outros (ABDEL-HAMID et al., 2016;
FLEXER etal.,2008; NICHOLSON; SHAIN, 1964). Para fins quantitativos, a amperometria
(AMP) e as técnicas de pulso DPV e SWV sdo mais adequadas, em razdo do menor efeito
capacitivo frente ao processo faradaico (MEKASSA et al., 2017).

A AMP ¢ uma técnica eletroanalitica, em que um potencial constante e controlado é
aplicado sobre o eletrodo de trabalho para promover a oxidagdao ou redug¢do de compostos
eletroativos, e a corrente gerada € monitorada ao longo do tempo, conforme representado na

Figura 8 (ADELOJU, 2005). Como o potencial permanece fixo durante a andlise, a
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contribui¢do capacitiva ¢ minimizada, tendo em vista que a mesma decai abruptamente com
o tempo. Além disso, diferentemente das técnicas voltamétricas, o sistema ¢ mantido sob
agitagdo durante as medidas, o que possibilita um transporte de massa mais eficiente e um
menor efeito de contaminagdio da superficie do eletrodo (GONZALEZ-LOPEZ;
FERNANDEZ ABEDUL, 2020). A mesma ¢ bastante associada aos sistemas BIA e FIA para
obtengdo de métodos eletroanaliticos extremamente rapidos e sensiveis (STEFANO et al.,

2016).

Figura 8 — (A) Representagdo esquematica da forma de aplicagdo do potencial na

amperometria; (B) amperograma obtido para um experimento associado ao FIA
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).

Um inconveniente da AMP ¢ a sua baixa seletividade, visto que se potenciais
elevados (positivos ou negativos) forem aplicados, pode ocorrer oxidagdo e/ou reducio de
outras espécies eletroativas, além da de interesse. Neste sentido, ¢ aconselhavel utilizar
valores minimos de potencial.

Determinagdes simultaneas sdo possiveis de serem realizadas a partir do uso da
amperometria de multiplos pulsos (MPA, do inglés Multiple Pulse Amperometry), no entanto,
¢ necessario que haja uma diferenca de pelo menos 0,1 V entre os potenciais das espécies
investigadas para que fatores de correcdes confidveis sejam obtidos (SANTOS et al., 2009).
Todavia, determinagdes simultdneas sdao mais investigadas utilizando a DPV e SWV
(MEKASSA et al., 2017; YUE et al., 2020).

Na DPV uma série de pulsos com amplitude constante sao sobrepostos a uma rampa
de potencial com incrementos e tempo de modulagdo de pulso bem definidos. O processo de

amostragem de corrente ¢ realizado antes da aplicagao do pulso e ao final do pulso, de forma
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que a primeira ¢ instrumentalmente subtraida da segunda, e o resultado ¢ plotado versus o
potencial aplicado (Figura 9). O objetivo de se trabalhar com duas amostragens de corrente e
a diferenca destas ¢ minimizar a contribuicdo capacitiva para que concentragdes baixas
possam ser detectadas (SIMOES; XAVIER, 2017). Diversos métodos eletroanaliticos

utilizando esta técnica para avaliagdo de antibidticos foram descritos anteriormente.

Figura 9 — (A) Representacao esquematica da forma de aplicagao do potencial e

amostragem da corrente na DPV; (B) voltamograma resultante
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Fonte: Adaptado de (PACHECO et al., 2013).

Finalmente, a SWV consiste na aplicagdo de uma onda simétrica com amplitude
constante sobreposta a uma rampa com incrementos de potencial e frequéncia bem definidos.
De forma a minimizar o efeito capacitivo as correntes sao amostras ao final dos pulsos diretos
e reversos, ¢ a diferenca destas (a qual ¢ proporcional a concentracao do analito), ¢ gravada
versus o potencial aplicado (Figura 10). Diante disto, para espécies com comportamento
reversivel uma melhor sensibilidade e detectabilidade € verificada frente a DPV. Além disso,
a SWV permite trabalhar com velocidades de varredura extremamente altas (1 V s), o que
também contribui para o ganho de sensibilidade e/ou detectabilidade, devido a menor
quantidade de espécie eletroativa consumida durante a varredura (MIRCESKI et al., 2018;

SIMOES; XAVIER, 2017).
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Figura 10 — (A) Representacdo esquematica da forma de aplica¢do do potencial e
amostragem da corrente na SWV; (B) voltamograma resultante de um processo irreversivel

e (C) voltamograma resultante de um processo reversivel
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Fonte: Adaptado de (SOUZA et al., 2003).

1.6 ANALISE POR INJECAO EM FLUXO

O sistema FIA tem sido bastante explorado para anélise de varios compostos, tendo
em vista que proporciona inimeras vantagens as metodologias analiticas, tais como: uso de
instrumentagdo versatil, baixo custo dos componentes do sistema, elevada frequéncia
analitica, baixo volume de amostra, minimo risco de intoxicacdo do analista (em
consequéncia da menor exposicdo aos reagentes € amostras em comparagdo aos
procedimentos manuais), além da possibilidade de automagio (CERDA et al., 2014). Pode
ser associado a detec¢@o por espectrofotometria (HUANG et al., 2021), espectrometria de
massas (LA NASA et al., 2020), espectrometria de absor¢ao atomica (ZARE-DORABEI et
al., 2018), eletroquimica (SANTOS et al., 2020), entre outros, para analises de rotina.
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Foi desenvolvido em 1975 por Ruzicka e colaboradores com a ideia de obter um
sistema para realizar analise de maneira continua, de forma que medidas fossem efetuadas
rapidamente com minimo tratamento das amostras (RUZICKA; HANSEN, 1975;
RUZICKA et al., 1977). Na Figura 11, é apresentado um arranjo tipico de um sistema
FIA.

Figura 11 — (A) Representacao esquematica dos componentes de um sistema FIA em
linha tnica; (B) gradiente de concentracdo da amostra em momentos distintos no fluxo

transportador e (C) respectivos sinais analiticos
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Fonte: Adaptado de (STEFANO, 2016).

Conforme mostrado na Figura 11A, o liquido transportador ¢ impulsionado por
um sistema propulsor com o objetivo de conduzir a amostra (ou solug¢ao padrao), que ¢
injetada no meio. Bombas peristalticas associadas a amortecedores de pulsos sdo as mais
adequadas para este proposito, pois apresentam elevada versatilidade (controle de vazao
em varias tubulagdes simultaneamente por sistemas computadorizados). Alcas de
amostragem com volumes bem definidos (geralmente entre 50 € 300 uL) sdo incorporadas
aos injetores e preenchidas com o auxilio de uma seringa. Injetores manuais ou
automaticos sdo responsaveis por inserir a amostra ou solugdo padrdo no meio
transportador (BERGAMIN F° et al., 1978).

Logo apos a injecao da amostra no fluxo transportador, o perfil de concentracao ¢

retangular (Figura 11B-1), entretanto conforme a mesma flui em dire¢do ao sistema de
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deteccao ela se dispersa e forma um fluxo laminar (Figura 11B-2). O processo de
dispersao ocorre devido a agdo convectiva, isto ¢, o fluxo laminar faz com que o centro
do fluido se movimente mais rapido do que a fragdo proxima as paredes dos tubos. Outro
fator ¢ a difusdo, que também provoca alteracao no perfil do fluxo devido ao gradiente de
concentracao (STEFANO, 2016).

O sistema de detecgdo ¢ posicionado no término das tubulagdes dentro de uma
célula, sendo responsavel pela quantificagdo dos analitos conduzidos pela solugdo
transportadora. Desde que a vazdo, volume injetado e dimensdes do sistema sejam
mantidos constantes durante toda andlise, resultados reprodutiveis e confidveis sdo
obtidos. Importantes aplicagdes com detectores eletroquimicos (principalmente os
amperométricos) em amostras de farmacos e alimentos sdo descritas pela literatura

cientifica (DE FARIA et al., 2020; MEDEIROS et al., 2010; SANTOS et al., 2015).

1.7 ANALISE POR INJECAO EM BATELADA

Em virtude da necessidade de sistemas que possibilitem realizar anélises rapidas
de um grande nimero amostras, bem como aplicacdes em campo, Wang e Taha
desenvolveram no ano de 1991 o sistema BIA (WANG; TAHA, 1991). Este sistema
envolve a adi¢cdo de um pequeno volume de solu¢do, com o auxilio de uma pipeta injetora,
diretamente sobre a superficie do eletrodo de trabalho, que ¢ posicionado em uma
configuragdo wall-jet, imerso em um grande volume de eletrélito suporte, conforme
representado na Figura 12. Apesar de apresentar algumas semelhangas com o sistema FIA
(elevada frequéncia analitica, boa sensibilidade e reprodutibilidade), o BIA dispensa o
uso de bombas ou vélvulas e tubulagdes, sendo mais facilmente adaptavel em anélises in

loco.
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Figura 12 — Representag¢do esquematica de um sistema BIA com detec¢ao
eletroquimica, (a) corpo da célula, (b) tampa superior, (c) tampa inferior, (d) eletrodo de
trabalho (configuracao wall-jet), (e) eletrodo de referéncia, (f) ponteira da pipeta para

injecdo, (g) eletrodo auxiliar e (h) solucao de eletrolito suporte

Fonte: Adaptado de (QUINTINO; ANGNES, 2004).

Com base na Figura 13 ¢ possivel explicar o principio de uma medida
eletroquimica (com detec¢ao amperométrica) envolvendo o sistema BIA, onde pequenos
volumes de solucdo (20 a 200 uL) contendo a espécie de interesse sdo injetados com uma
micropipeta eletronica (volume e velocidade de injecdo bem controlados), formando uma
regido que sofre dispersao homogénea em direcao a superficie do eletrodo de trabalho
(WANG et al., 1992). Devido ao processo de oxidag¢do/reducao, sinais transientes bem
definidos (proporcionais a concentracdo do analito) sdo obtidos, seguido de um
decréscimo de intensidade até a linha base, ocasionado pela dilui¢gdo do analito em um
grande do volume eletrélito suporte (QUINTINO; ANGNES, 2004).

Caracteristicas interessantes sdo estabelecidas em aplicacdes eletroanaliticas
utilizando este sistema, tais como: facilidade de operagdo, baixo volume de amostra, alta
frequéncia analitica e adequada sensibilidade e detectabilidade. Além disso, € verificado
um menor efeito de contaminacdo do eletrodo de trabalho, devido ao menor tempo de
contato das espécies com a superficie do eletrodo. Todavia, caso o analito apresente um
elevado carater adsortivo, uma etapa de agitacdo pode ser empregada (ROCHA;
CARDOSO; TORMIN; et al., 2018). A distancia entre a ponteira da micropipeta € o

eletrodo de trabalho deve ser fixada criteriosamente (distancia recomendada entre 2 a 3
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mm), para evitar possiveis perturbacdes e/ou medidas irreprodutiveis (BRETT et al.,

1995; ROCHA; CARDOSO; MENDONCA, et al., 2018).

Figura 13 — Etapas na inje¢do de uma amostra sobre a superficie do eletrodo de trabalho
pelo sistema BIA, (A) estado antes da injecdo, (B) instante em que a solugdo comega a
ser injetada na superficie do eletrodo, (C) ultimo contato da solucdo injetada com o
eletrodo, (D) processo de diluicao/dispersao em meio de eletrolito suporte, (E)

superficie do eletrodo retorna as condigdes de linha base.
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Fonte: Adaptado de (QUINTINO; ANGNES, 2004).

Recentemente as células BIAs vém sendo construidas via impressao 3D de forma
a minimizar ainda mais o custo das analises (CARDOSO et al., 2018), e associadas a
detectores voltamétricos (técnicas de pulso) e amperométricos para estudos envolvendo
triagem e/ou quantificagao de compostos de interesse forense, farmacéutico e alimenticio
(DA COSTA OLIVEIRA et al., 2019; FREITAS et al., 2017; FREITAS et al., 2021;
STEFANO et al., 2017).

Diante das informacgdes prestadas, torna-se oportuno investigar o desempenho do
GCE modificado com rGO em sistemas convencionais (estacionarios) e/ou BIA e FIA
associados as técnicas de pulso (SWV e DPV) e amperométrica, a fim de desenvolver
métodos eletroanaliticos simples, rapidos, sensiveis e de baixo custo para a avaliagdao de

CIP, TET e CLO em amostras de leite e formulagdes farmacéuticas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver métodos eletroanaliticos simples, sensiveis, rapidos e de baixo custo

utilizando o GCE modificado com rGO para determinagao de residuos de antibioticos em

amostras de leite ¢ formulagdes farmacéuticas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)
b)

c)
d)

e)

2)
h)

Sintetizar o rGO via redugdo quimica do GO;

Caracterizar o rGO por espectroscopia Raman, na regido do infravermelho,
microscopia eletronica de varredura e difracao de raios X;

Modificar o eletrodo de GCE com rGO utilizando o método drop casting;
Investigar a resposta eletroquimica dos antibidticos nos diferentes sensores;
Estudar o transporte de massa, efeito do pH, potencial de oxidacdo, e mecanismo
de oxida¢ao/redugao dos antibioticos;

Desenvolver métodos analiticos utilizando técnicas voltamétricas (SWV e DPV)
e/ou amperométricas associadas aos sistemas BIA e FIA para a quantificagao de
CIP, TET e CLO;

Comparar os métodos desenvolvidos;

Aplicar os métodos para determinacdo de CIP, TET e CLO em amostras de
formula¢des farmacéuticas e leite;

Comparar os resultados obtidos eletroquimicamente frente as analises

cromatograficas.
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3 PARTE EXPERIMENTAL
3.1 Instrumentagdo, eletrodos e células eletroquimicas

As medidas eletroquimicas foram realizadas utilizando um potenciostato
PGSTATI128N (EcoChemie, Utrecht, Holanda) interfaceado a um microcomputador
equipado com o software NOVA 2.1.4. Células eletroquimicas compostas por um GCE
(0¥ = 3,0 mm) modificado com rGO, um eletrodo de Ag/AgCl,KClsa € um eletrodo de
platina foram utilizadas para as analises. Como recipiente para as determinagdes
envolvendo a CV, SWV e DPV, foi utilizado um béquer de 5 mL.

Para as analises com o sistema FIA foi utilizado uma bomba peristéaltica, um
injetor manual (Cena, USP), seringa, al¢as de amostragem (50 a 250 uL) e uma célula
eletroquimica construida no laboratério de pesquisa Nucleo de Pesquisa em
Instrumentacdo e Separagdes Analiticas (NUPIS) da Universidade Federal de Juiz de
Fora. As solugdes foram transportadas por tubos de polietileno de 1 mm de didmetro
interno ¢ 25 cm de comprimento (percurso analitico). 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 2,0 mL). A mesma apresenta um orificio inferior, onde
uma agulha de aco inox foi adaptada para entrada da solugao (utilizada também como
eletrodo auxiliar) e outros trés para entrada do eletrodo de trabalho, referéncia e saida da
solucdo. O eletrodo de trabalho foi posicionado a uma distancia de aproximadamente 2
mm da linha final da tubulagdo (configuracao wall-jet), evitando assim, causar dispersao
do analito no fluxo ou difusao sem toda a amostra entrar em contato com a superficie do
eletrodo. Para minimizar vazamentos durante as analises, em cada um dos encaixes dos
eletrodos com a celula eletroquimica foi utilizado parafilm® (Bemis NA, Wisconsin,

Estados Unidos). Na Figura 14 est4 representado o sistema FIA utilizado para as analises.
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Figura 14 — (A) Representa¢do dos componentes do sistema FIA utilizado nas analises
eletroquimicas, (a) eletrdlito suporte, (b) bomba peristaltica, (c) seringa para
preenchimento da alga de amostragem, (d) injetor, (¢) alca de amostragem, (f) amostra,

(g) célula eletroquimica; (B) célula eletroquimica ampliada, (a) eletrodo de trabalho, (b)

eletrodo de referéncia, (c) entrada do fluxo (tubo de aco inox) e (d) saida do fluxo.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2021).

As analises pelo sistema BIA foram realizadas em uma célula de
politetrafluoroetileno (PTFE) (didmetro interno de 6,0 cm, altura de 3,0 cm e volume
interno de aproximadamente 85 mL). Esta apresenta um orificio na extremidade inferior
para posicionamento do eletrodo de trabalho na configuragdo “wall-jet”, e trés aberturas
na extremidade superior. 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, enquanto que as outras duas sdo
destinadas ao posicionamento do eletrodo de referéncia e auxiliar. As inje¢des das
amostras ou solucdes padroes foram realizadas com uma micropipeta eletronica
(Eppendorf®, Multipette stream), que dispde de volumes e velocidades de inje¢do nas
faixas de 102200 uL e 16,5 ¢ 370 uL s}, respectivamente. Na Figura 15 est4 representado
o sistema BIA utilizado nas andlises.

Algumas estratégias foram usadas para aumentar a robustez deste sistema, como
revestir a extremidade inferior da micropipeta eletronica com teflon para fixa-la melhor
no corpo da célula, impedindo que a ponteira da micropipeta se movimente durante as
analises e a solucdo atinja locais diferentes da superficie do eletrodo de trabalho, gerando
sinais irreprodutiveis. Além disso, a célula foi suportada sobre uma estante metalica para

minimizar possiveis movimentos durante as medidas.
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Figura 15 — (A) Representacdo da célula BIA e (B) componentes do sistema BIA
utilizado nas andlises eletroquimicas, (a) micropipeta eletronica, (b) eletrodo de

referéncia, (c) eletrodo auxiliar (d) corpo da célula, (e) eletrodo de trabalho, (f) estante

metalica.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2021).

3.2 REAGENTES E SOLUCOES

Todas as solu¢des foram preparadas com agua deionizada de alta pureza com

resistividade maior ou igual a 18 MQ cm, obtida de um sistema de purificacdo de agua
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Milli Q (Millipore, Bedford, MA, USA). Todos os reagentes utilizados foram de pureza
analitica.

Padroes analiticos de CIP, TET, CLO, bem como o GO e borohidreto de sodio
(NaBH4) foram adquiridos da Sigma Aldrich. Acido fosforico, acético e bérico (Vetec,
Brasil) foram utilizados para a preparagao do tampao Britton-Robinson (BR) 0,04 mol L
!, 0 qual apresenta uma capacidade tamponante com valores de pH entre 2 e 12. Este foi
selecionado como eletrdlito suporte para todas medidas eletroquimicas. Como solvente
para a dispersao do rGO foi utilizada a dimetilformamida (DMF) (Vetec, Brasil).

Solugdes estoques de CIP, TET e CLO com concentragdes na faixa de 2-10 mmol
L' foram preparadas diariamente em meio de 4cido acético (0,1 mol L), tampdo BR

(0,04 mol L™, pH 10), e 4gua/etanol (1:1), respectivamente.

3.3 SINTESE DO OXIDO DE GRAFENO REDUZIDO

O rGO foi obtido via redugdo quimica do GO com NaBH4. Primeiramente foi
preparada uma dispersio de 6xido de grafeno em 4gua (1 mg mL™) utilizando um banho
ultrassonico (Unique, USC 2850, Sdo Paulo, Brasil) com frequéncia de 25 KHz por 30
min. A reducao procedeu-se na propor¢ao de 1 mL de dispersao aquosa de GO (1 mg mL"
1) para 6 mg de NaBHa4, sob refluxo a 125 °C por 180 min (GAO et al., 2009). O sélido
preto formado (rGO), foi filtrado em papel de filtro, lavado diversas vezes com agua

deionizada e seco a 100 °C em estufa por 24 horas.

3.4 Modificagao da superficie do GCE com rGO via drop CASTING

Neste trabalho todos os sensores foram preparados utilizando o GCE como
substrato. Antes do processo de modificacdo, uma etapa de limpeza e condicionamento
da superficie do GCE foi realizado. A limpeza consistiu no polimento da superficie do
eletrodo em suspensdo de alumina (0,3 pum), lavagem com 4gua deionizada, sonicacio
em banho ultrassom por 5 min com etanol absoluto e com dgua deionizada,
respectivamente, e posteriormente seco com pano liso.

Em seguida, 2 mL de DMF foram adicionados a 2 mg de rGO em um eppendorf
e sonicados em banho ultrassom por aproximadamente 30 min para promover a dispersao

do material. Imediatamente ap6s o tempo decorrido, 10 pL da dispersao de rGO foi
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adicionada com o auxilio de uma micropipeta sobre a superficie do GCE, e
posteriormente o eletrodo foi aquecido em estufa por 30 min a 50 °C para evaporacao do
solvente (ROCHA; DORNELLAS; et al., 2018). Apos a evaporacdo do solvente foi
possivel observar a superficie do GCE modificada com rGO (GCE/rGO), uma vez que
conferiu ao eletrodo uma leve camada de material carbdnico ao longo de sua superficie,
que recobriu nao somente a superficie condutora ativa, mas também o polimero base,

conforme representado na Figura 16.

Figura 16 — Etapas do processo de modifica¢ao da superficie do GCE com uma

suspensao de rGO.

‘n = =
Vd P Aquecimento
: - em estufa Q
10 L 50 °C / 30 min .
- ™
Suspensao de rGO GCE modificado
1 mg mL-' em DMF com rGO

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2021).

Testes de modificagdes do rGO com nanoparticulas de prata (AgNps) e ouro
(AuNps) também foram realizados com intuito de avaliar o possivel efeito sinérgico dos
materiais. As nanoparticulas metalicas foram sintetizadas segundo as metodologias
descritas por Frens e Meisel, e fornecidas pelo grupo de pesquisa Labnano da
Universidade Federal de Juiz de Fora (FRENS, 1973; LEE; MEISEL, 1982). Estas ja se
encontravam devidamente caracterizadas. A modificagdo do rGO foi feita por adi¢ao de
10 pL de suspensodes coloidais de AuNps ou AgNps sobre a superficie do GCE/rGO,
sendo o solvente novamente evaporado em estufa por 30 min a 50 °C (processo
semelhante ao representado na Figura 16) (LI ez al., 2012).

Apbs todos os processos de modificagdo, o eletrodo foi lavado com é4gua
deionizada e eletrolito suporte. Para ativagdo do mesmo em meio de eletrolito suporte,
realizou-se voltamogramas ciclicos até obter ciclos reprodutiveis. Geralmente, 4 ciclos
eram suficientes para obter varreduras de potenciais reprodutiveis. A cada dia de trabalho

foi realizada uma nova modificagdo da superficie do eletrodo.
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3.5 CARACTERIZACOES DOS MATERIAIS

Os materiais (GO e rGO) foram caracterizados por espectroscopia Raman,
espectrocopia na regido do infravermelho, microscopia eletronica de varredura e difracao
de raios X. As analises relativas a espectroscopia Raman foram realizadas utilizando um
espectrometro Raman dispersivo da marca Bruker, modelo Senterra, e um laser He/Ne
(633 nm) com poténcia de incidéncia de 20 mW. Os espectros Raman foram obtidos para
amostras de GO e rGO na forma de pd, com acumulagdes de 5 a 10 e tempo de
acumulagio de 20 s na regido de 500 a 2500 cm™'.

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho foram efetuados através de
um espectrometro FT-IR Frontier Single Range — MIR da marca Perkin Elmer, entre 4000
e 600 cm!. As analises dos materiais foram realizadas no estado sélido, utilizando o
acessorio de Reflectacia Total Atenuada (ATR) com cristal de diamante.

Os difratogramas de raios X do GO e rGO foram obtidos em um equipamento
Bruker, modelo D8 Advance DaVinci com geometria Bragg-Brentano, tubo de cobre
(1,540561&), filtro de Ni e detector linear LynxEye, operando com voltagem de 40 kV e
corrente de 40 mA, utilizando a faixa angular de 5° a 60° e fenda de 6 mm.

As imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) foram obtidas em um
micrdscopio eletronico da marca FEI, modelo Quanta 250, utilizando tensdes entre 5 e 30
kV e ampliagdes de até 1000 vezes. Foram realizadas imagens do material na forma de

po e sobre o GCE/rGO, GCE/rGO/AgNps e GCE/rGO/AuNps.

3.6 AQUISICOES E PREPARO DAS AMOSTRAS DE FORMULACOES
FARMACEUTICAS E LEITE

Quatro amostras de formulac¢des farmacéuticas, sendo duas com o principio ativo
de CIP (comprimidos) e duas de TET (cépsulas), de diferentes marcas, contendo 500 mg
de cada um dos antibidticos, segundo as bulas dos fabricantes, foram fornecidas por
usuarios dos medicamentos. Uma procura em diversas farmdcias e agropecuarias da
cidade de Juiz de Fora a respeito de formulagdes farmacéuticas contendo o CLO foi
realizada. Entretanto, em todos os estabelecimentos ndo foi verificada a presenca de
medicamentos com este principio ativo (isto pode estar relacionado ao seu efeito toxico,

conforme discutido na se¢ao 1.5.3).
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As amostras farmacéuticas contendo a CIP foram previamente pulverizadas com
o auxilio de um almofariz/pistilo, e em seguida, uma massa de 10 mg do farmaco foi
transferida para um baldo volumetrico de 10 mL, e avolumado com eletrolito suporte
tampao BR (0,04 mol L', pH 6,0). As amostras farmacéuticas contendo a TET ja se
encontravam pulverizadas no interior das capsulas, portanto 10 mg das mesmas foram
adicionadas a um baldo volumétrico de 10 mL, o qual foi avolumado com eletrolito
suporte tampao BR (0,04 mol L', pH 10,0). Ambos procedimentos de preparo nio
necessitaram de filtragdo. Estudos de adicdo e recuperagdo foram avaliados utilizando
uma concentragio de 25 pmol L™ de cada um dos antibidticos.

Quatro amostras de leite UHT (do inglés, ultra-high temperature), sendo dois
integral e dois desnatado foram adquiridos em supermercados da cidade de Juiz de Fora.
Estes foram selecionados devido a estudos reportarem a presenca de residuos de
antibioticos mesmo apos o processo de pasteurizacdo (DU et al., 2019). Apds a aquisi¢do,
os leites foram estocados em um refrigerador (8-12 °C).

As amostras de leite foram diluidas cinquenta vezes em eletrélito suporte tampao
BR (0,04 mol L"), com base no trabalho de Silva e colaboradores (SILVA et al., 2012).
Testes com menores diluicdes demonstraram uma possivel contaminagao da superficie
do eletrodo, onde sinais com baixa precisdo (perda de intensidade ao longo das injecdes)
foram observados. Para as determinagdes envolvendo a CIP, TET e CLO, as amostras de
leite foram fortificadas para uma concentragdo final de 10, 25 e 27 pumol L,
respectivamente, na célula eletroquimica. Estes niveis de concentragdes avaliados estao
de acordo com os valores empregados em outros trabalhos eletroanaliticos recentemente
reportados na literatura (DELGADO et al., 2018; RAJAJI et al., 2019; YUAN et al.,
2018). Cada estudo de fortificacdo foi realizado separadamente, uma vez que as
determinagdes ndo foram simultaneas. Todas as andlises foram realizadas em triplicatas

auténticas.

3.7 DETERMINACOES DOS ANTIBIOTICOS POR CV, SWV, BIA E FIA COM
DETECCAO AMPEROMETRICA

Estudos preliminares com a CV, usando os diferentes sensores eletroquimicos na
presenca das solu¢des de CIP, TET e CLO foram efetuados com intuito de verificar o
sensor mais adequado para quantificagao dos antibioticos nas amostras de formulagdes

farmacéuticas e leite. Além disso, a mesma foi empregada para a otimizacao do pH do
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eletrolito suporte, avaliacdo do processo de transporte de massa de cada um dos analitos
e investigacao dos mecanismos de oxidacao/reducdo.

Para quantifica¢do da CIP nas amostras de farmacos e leite foram investigadas a
SWYV, FIA com deteccao amperométrica (FIA-AMP) e BIA com deteccao amperométrica
(BIA-AMP). Parametros relacionados com a SWV (amplitude, frequéncia e incremento
do potencial), FIA-AMP (potencial de analise, volume da al¢a de amostragem e vazado do
eletrolito suporte), BIA-AMP (potencial de analise, volume e velocidade de inje¢ao)
foram devidamente otimizados. De forma semelhante, a TET foi avaliada pelos sistemas
BIA-AMP e FIA-AMP. Finalmente, um método por DPV foi estudado para a
quantificagdo de CLO nas amostras de leite, onde os parametros relacionados a técnica
(amplitude, incremento de potencial e tempo de modulagdo) foram previamente

otimizados.

3.8 DETERMINACOES CROMATOGRAFICAS DOS ANTIBIOTICOS

Um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia da marca Shimadzu, modelo LC-6AD,
equipado com autoamostrador (SIL-10AF), detector de diodos UV-Vis (SPD-M20A) e
uma coluna C18 (250 mm x 4,60 mm , Sum, Phenomenex) foi utilizado para a
determinag@o de CIP nas amostras de farmacos e leite. A fase movel foi composta por
uma mistura de 0,017 mol L' de tampao fosfato (pH 2,3) e metanol (40:60) utilizando o
modo isocratico. A coluna C18 foi utilizada a 40 °C, com vazio de 1,0 mL min™!, volume
de injec¢ao de 50 pL e deteccao UV no comprimento de onda de 278 nm. As amostras de
formulagdes farmacé€uticas foram dissolvidas diretamente no solvente ¢ filtradas com
filtros de seringa de membrana de PTFE, porosidade de 0,45 um.

Em relagio as amostras de leite, 2 mL de HCI (2 mol L") foram adicionados a 1
mL de amostra. A mistura foi agitada e centrifugada a 2000 rpm por 10 min. Este processo
de adicdo de HCI foi repetido trés vezes. Os sobrenadantes foram coletados e o pH
ajustado para 2,3 usando uma solugdo de NaOH (1 mol L!). Em seguida, uma etapa de
filtragao foi realizada em filtro de membrana PTFE (porosidade de 0,45 pm), e a solugao
resultante foi avolumada com fase mével para um baldo volumétrico de 10,00 mL.

Um cromatografo liquido ultra rapido 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 um), amostrador automatico (SIL-20ACHT UFLC) e detector
espectrofotométrico UV-VIS (SPD-20A UFLC) foi utilizado para determinagao da TET
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nas amostras de farmacos e CLO em leite. Para a TET utilizou-se elui¢do isocratica com
solugdo de acetonitrila/acido acético (20:80, pH 3,0), volume de injecdo de 2 pL, vazdo
de 0,7 mL min"! e deteccio no comprimento de onde de 350 nm. Com relagdo ao CLO,
as analises também foram realizadas no modo isocratico, com solugdo de metanol/acido
fosforico (60:40, pH 3,0), volume de injecdo de 10 pL, vazio de 0,9 mL min'! e
comprimento de onde de 280 nm. Os preparos das amostras de farmacos e leite foram

similares ao descrito anteriormente para as analises com a CIP.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CARACTERIZACOES DOS MATERIAIS

O GO e rGO foram primeiramente caracterizados por espectroscopia Raman. Na
Figura 17 estdo apresentados os espectros Raman obtidos para ambos os materiais. Duas
bandas (D e G) foram observadas, sendo a banda D (1350 cm™') relacionada a presenca
de defeito estrutural sp’, presenca de heterodtomo e/ou ligagdo incompleta e a banda G
(1590 cm™) associada a presenca de carbono sp? (AMBROSI; PUMERA, 2016). Apds a
redu¢do quimica do GO com borohidreto de s6dio houve um aumento da razdo Ip/I de
1,0 para 1,1, o que resultou em um material mais desorganizado estruturalmente devido
a formagdo de defeitos na estrutura do rGO (perda de dominios grafiticos) (ROCHA;
DORNELLAS; et al., 2018; YIGIT et al., 2016).

Figura 17 — Espectros Raman do GO (vermelho) e rGO (preto), obtidos utilizando um
laser de He/Ne (633 nm) com poténcia de saida de 20 mW.
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor (2020).

Em seguida os materiais foram caracterizados por espectroscopia na regido do

infravermelho (Figura 18) para confirmar se o processo da reducao quimica do GO arGO
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foi eficiente. No espectro do GO ¢é possivel observar bandas em 3200 cm!
(correspondente ao alongamento O-H), 1730 cm™! (associado as vibragdes C=0 ), e em
1625 cm™! (relacionada ao alongamento C=C de alcenos). As bandas em 1220 e 1040 cm’
I correspondem aos modos de vibragio de C-O-C e C-O, respectivamente (KONIOS et
al., 2014). Com respeito ao rGO, ndo foi verificada a presencga da banda de absor¢do em
3200 cm™!, enquanto que houve uma diminui¢io na intensidade das bandas C-O-C e C=O0,

indicando a remog¢ao da maioria dos grupos contendo oxigénio apds a redugdo quimica.

Figura 18 — Espectros de infravermelho do GO (vermelho) e rGO (preto) obtidos pelo

modo de reflectancia total atenuada com cristal de diamante
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2021).

Difratogramas de raios X também foram obtidos para o GO e rGO, conforme
mostrado na Figura 19. O GO apresentou um pico intenso em 11,5°, que esté relacionado
ao plano (002) do grafite, onde ocorre um aumento da distincia interplanar entre as
camadas do grafeno (0,830 nm) devido a presenca de grupos funcionais contendo
oxigénio, caracteristico do 6xido de grafeno (MENG; PARK, 2012). Apds a reducao
quimica do GO, pode-se notar no difratograma do rGO uma diminui¢do consideravel da
intersidade do pico em 11,5° e o aparecimento de dois picos, um mais intenso e largo

centrado em aproximadamente 26° e outro em 43°, referentes aos planos de (002) e (100)
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de estruturas grafiticas. O pico largo em 26° pode estar relacionado a um empilhamento
irregular do grafeno de acordo com a sua reorganizacao no estado sélido apds a redugao

do material (JU et al., 2010).

Figura 19 — Difratograma de raios X obtidos para o GO e rGO. Condigdes de
analise: tubo de cobre (1,540561&), filtro de Ni e detector linear LynxEye, operando com

voltagem de 40 kV e corrente de 40 mA, utilizando a faixa angular de 5° a 60° e fenda

de 6 mm.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).

Para a avaliacdo morfologica do rGO no estado solido e nas superficies
modificadas (GCE/rGO, GCE/rGO/AgNps e GCE/rGO/AuNp)s foi utilizada a
microscopia eletronica de varredura. As imagens obtidas estdo representadas na Figura

20.
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Figura 20 — Imagens obtidas por microcopia eletronica de varredura para o (A) rGO no
estado solido, (B) para a superficie do GCE/rGO, (C) GCE/rGO/AgNps e (D)
GCE/rGO/AuNps. Condigdes: tensdo de 30 Kv e ampliagdes de 1000 vezes

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).

A partir da Figura 20A, verifica-se que o rGO no estado solido apresentou folhas
de grafeno agregadas com diferentes tamanhos na escala micrométrica. Apos a
modificacdo da superficie GCE com a suspensdo de rGO (Figura 20B) foi observado a
presenca de flocos de grafeno recobrindo uma grande parte da superficie do eletrodo.
Com relacdo as nanoparticulas metalicas (Figura 20C e 20D), estas se aglomeraram
depois do processo de secagem e ficaram localizadas sobre os flocos de rGO, e em regides
da superficie do GCE que nao foram ocupadas pelo rGO. Nao foi possivel estimar o

tamanho das nanoparticulas, em virtude da baixa resolucao do equipamento utilizado.
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4.2 ESTUDOS ELETROQUIMICOS COM A CIPROFLOXACINA
4.2.1 Investigacio do comportamento eletroquimico da ciprofloxacina por CV

Um estudo inicial por CV na auséncia e presenca de uma solu¢do de CIP (500
pumol L) em meio de eletrélito suporte, tampdo BR (0,04 mol L™, pH 6,0), foi realizado
para comparacdo da resposta da CIP nos diferentes sensores (GCE, GCE/rGO,
GCE/rGO/AgNps, GCE/rGO/AuNps ¢ GCE/GO), a fim de selecionar o mais adequado
para a quantificagdo do analito. Na Figura 21 estdo representados os voltamogramas

ciclicos obtidos na faixa de potencial de 0,0 a 1,3 V.

Figura 21 — Voltamogramas ciclicos obtidos com os diferentes sensores, GCE (preto),
GCE/rGO (vermelho), GCE/rGO/AgNps (azul), GCE/rGO/AuNps (verde) e GCE/GO
(rosa) na (A) auséncia e (B) presenca de uma solugio de CIP (500 umol L'!) em meio

de tampdo BR (0,04 mol L™, pH 6,0), com velocidade de varredura de 100 mV s™.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).

Sobre a superficie do GCE verificou-se um pico de oxidacao irreversivel da CIP
em aproximadamente +1,2 V, enquanto que no GCE/rGO observou-se um pico de
oxidagdo irreversivel em +1,1 V (antecipacao do potencial em 0,1 V) e um ganho de sinal
analitico de cinco vezes frente ao GCE. Isto pode estar relacionado ao incremento da area
eletroativa devido a rugosidade do nanomaterial (ROCHA; DORNELLAS; ef al., 2018;
SILVA et al., 2020), bem como a possiveis efeitos eletrocataliticos, uma vez que o
processo de transferéncia eletronica foi facilitado. O incremento na area eletroativa ¢é
evidenciado a partir dos voltamogramas na presenca de apenas eletrélito suporte (Figura

21A), onde houve um aumento da corrente capacitiva de aproxidamente trés vezes no
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GCE/rGO em comparagao ao eletrodo sem modificagdo. No GCE/GO nao foi observada
a oxidagdo da CIP, visto que as propriedades isolantes do material provavelmente
dificultaram a transferéncia eletronica (DREYER et al., 2010).

Com os sensores GCE/rGO/AgNps e GCE/rGO/AuNps nao foi notado um ganho
de sinal analitico e/ou deslocamento de potencial significativo frente ao GCE/rGO. Um
sinal anodico em 0,30 V e um catodico em 0,55 V, referentes a oxidagdo da prata e
reducdo do ouro, respectivamente, foram observados. Apds sucessivos ciclos com ambos
sensores, observou-se que as intensidades dos sinais de prata e ouro diminuiram
consideravelmente em razdo de uma possivel dessor¢do destas nanoparticulas para a
solucdo, o que ocasionou medidas eletroquimicas irreprodutiveis para a CIP. Neste
sentido, o processo de imobilizagdo das nanoparticulas sobre o rGO necessita de uma
melhor investiga¢ao (uso de polimeros e/ou outros modos de modifica¢do). Diante disto,
apenas o sensor GCE/rGO foi escolhido para os demais estudos com a CIP.

Para a otimizagao do pH do eletrolito suporte foram selecionados valores na faixa
de 2,0 a 10,0; utilizando o tampao BR (0,04 mol L"). Os voltamogramas ciclicos, bem
como as relacdes dos sinais e potenciais de oxidacao da CIP com o pH usando o GCE/rGO

estdo representados na Figura 22.
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Figura 22 — (A) Voltamogramas ciclicos de uma solu¢do de CIP (300 pmol L!) em
meio de tampdo BR (0,04 mol L") com valores de pH iguais a 2,0 (preto); 4,0
(vermelho); 6,0 (azul); 8,0 (verde); 10,0 (rosa); (B) relagdo entre a corrente € o pH e (C)
relacdo entre o potencial de pico (E,) € o pH, com velocidade de varredura de 100 mV s
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).

Através dos voltamogramas ciclicos obtidos (Figura 22A), observa-se que houve
um deslocamento do potencial de pico para valores mais proximos de 0,0 V, a medida
que o pH do meio aumentou, demonstrando uma maior facilidade de oxidar a CIP em
meio alcalino. No entanto, de acordo com a Figura 22B, foi verificado ganho de sinal
analitico somente até o pH 6,0; visto que a CIP apresenta baixa solubidade em meio
basico (BLOKHINA et al., 2016). Desta forma, o tampdo BR (0,04 mol L', pH 6,0) foi
selecionado.

A Figura 22C mostra uma relagdo linear (R?> > 0,99) entre Ep e pH
(comportamento pH-dependente), que apresentou um coeficiente angular de -50 mV pH-

I, Este valor ¢ relativamente proximo do valor tedrico de um sistema nerstiano (-59 mV
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pH™), sugerindo que o niimero de prétons e elétrons envolvidos na oxidagdo da CIP sdo
iguais.

O processo de transporte de massa da CIP sobre a superficie do GCE/rGO também
foi investigado por CV, variando a velocidade de varredura de 25 a 200 mV s, na

presenca de 200 pmol L' de CIP em meio de tamp3o BR (0,04 mol L™, pH 6,0), conforme

apresentado na Figura 23.

Figura 23 — (A) Voltamogramas ciclicos de uma solu¢do de CIP (200 pmol L") em
meio de tamp3o BR (0,04 mol L', pH 6,0) com velocidades de varreduras, (a) 25, (b)
50, (¢) 75, (d) 100, (e) 150 e (f) 200 mV s usando o GCE/rGO e; (B) Estudo do
potencial de pico (Ep) com o logaritmo da velocidade de varredura. O gréfico inserido

em (A) representa o ajuste linear entre a corrente e a velocidade de varredura.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).

Usando o GCE/rGO foi obtido um ajuste linear (R?> 0,99) entre a corrente de
pico e a velocidade de varredura (Figura 23A), indicando que o regime de transporte de
massa das espécies de CIP foi controlado predominantemente por adsor¢do.
Comportamento diferente foi verificado sobre o0 GCE (ndo mostrado), onde obteve-se um
ajuste linear entre a corrente de pico e a raiz quadrada da velocidade, caracterizando um
transporte de massa por difusdo. Neste sentido, a mudanca do regime de transporte de
massa da CIP ap6s o processo de modifica¢do pode estar associada a formagdo de uma
fina camada porosa de rGO sobre a superficie do GCE, que poderia confinar as espécies
de CIP no seu interior. Este aprisionamento das moléculas de CIP, provavelmente

contribuiu para o incremento do sinal analitico no GCE/rGO frente ao GCE. Resultado
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similar foi verificado em eletrodo modificado com nanotubos de carbono (JALAL et al.,
2019).

Nesta etapa de estudo do transporte de massa usando o GCE/rGO, foi observado
um deslocamento do potencial de pico (Ep) da CIP para valores mais positivos, conforme
aumentava-se a velocidade de varredura (v), sendo obtido uma relagio linear (R? > 0,98)
entre Ep e log v (Ep (V) = 1,145 + 0,064 log v (V s!)), como mostrado na Figura 23B. Os
coefientes deste ajuste podem ser relacionados com a Equagdo 1, descrita por Laviron
(para comportamento irreversivel e controlado por adsor¢ao), de forma a avaliar o nimero

de elétrons envolvidos na reacao de oxidagdo da CIP (LAVIRON, 1979).

2.303 RT
anF

Ep (V) =A+ log v (Equagéo 1)

Onde A ¢ uma constante relacionada ao potencial formal do eletrodo Eo, a é o coeficiente
de transferéncia eletronica, n ¢ o nimero de elétrons envolvidos na reacao, R, T e F sdo a
constante do gas ideal, temperatura e constante de Faraday, respectivamente.

De acordo com o coeficiente angular obtido, o nimero calculado de elétrons foi
de 1,84 (assumindo a = 0,5), sugerindo que a oxidagdo eletroquimica da CIP envolveu
dois elétrons. Como discutido anteriormente, no processo de oxidacao da CIP o ntimero
de prétons € igual ao numero de elétrons, portanto ha dois prétons e dois elétrons na
oxidagdo da mesma. Na Figura 24 esté representado um possivel mecanismo de oxidagao

da CIP, que ¢ consistente com outros estudos da literatura cientifica (REDDY et al.,

2018).

Figura 24 — Mecanismo da oxidagao eletroquimica da CIP
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).
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4.2.2 Avaliacao da ciprofloxacina por SWV

Devido a técnica de SWV possibilitar o uso de elevadas velocidades de varredura
e proporcionar boa detectabilidade (minimiza¢do da contribuicdo capacitiva), a mesma
foi selecionada para o desenvolvimento do primeiro método eletroanalitico usando
GCE/rGO visando a determinagdo de CIP. Os parametros relacionados com a técnica
(amplitude da onda, frequéncia e incremento de potencial) foram devidamente avaliados
com o objetivo de obter a melhor resposta, em termos de intensidade da corrente e perfil
voltamétrico. A otimizagdo foi realizada em triplicata de maneira univariada utilizando
uma solugio de concentragio de CIP 30 umol L', Na Figura 25 estio representadas as

respostas analiticas em funcao de cada um dos parametros avaliados.

Figura 25 — Resultados obtidos a partir da otimizagdo da (A) amplitude, (B) frequéncia
e (C) incremento do potencial, para a determinacgao de CIP por SWV usando GCE/rGO.
Concentragio de CIP: 30 pmol L, eletrdlito suporte: tampdo BR (0,04 mol L', pH 6,0)

e eletrodo de referéncia: Ag/AgCl,KCl(sat).
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O primeiro parametro estudado foi a amplitude da onda, onde trabalhou-se com
valores de 5 a 85 mV. De acordo com a Figura 25A, ¢ possivel observar que houve ganho
consideravel de sinal analitico até 35 mV de amplitude. Apds este valor ocorreu uma
diminui¢do e um alargamento significativo do sinal de oxidacdo da CIP. Portanto, 35 mV
foi a condigao otimizada.

Em seguida, a influéncia da frequéncia da onda foi avaliada no intervalo de 10 a
80 Hz. De acordo com a Figura 25B, tem-se que o maior sinal analitico foi em 40 Hz,
sendo que a partir deste houve perda de intensidade e precisdo das medidas. Desta forma,
a frequéncia foi fixada em 40 Hz para dar continuidade ao processo de otimizacao.

Por fim, foi investigado o incremento do potencial, o qual associado com a
frequéncia, fornece a velocidade de varredura. Através da Figura 25C, verifica-se que
houve um aumento do sinal analitico significativo até o incremento de 10 mV, que pode
estar relacionado a um menor consumo de espécies eletroativas. Apds este valor, o sinal
manteve-se constante com baixa precisdo das medidas. Neste sentido, o incremento de
potencial foi selecionado em 10 mV, o que conferiu a analise por SWV uma velocidade
de varredura de 400 mV s™..

Sob os parametros previamente otimizados, um estudo de repetibilidade (n = 7)
com uma concentra¢io de CIP de 10 umol L' foi realizado para verificar a precisio das
respostas eletroquimicas sobre a superficie do GCE/rGO por SWV (Figura 26A). Um
RSD menor que 7,0 % foi obtido, demonstrado uma adequada precisao das medidas. Em
seguida, foi construida uma curva analitica com concentragdes de CIP na faixa de 6 a 40
umol L, (Ip = 2,49 + 0,40 [CIP] / umol L), a qual apresentou uma boa linearidade (R?
=0,991), conforme representado na Figura 26B. Em concentrag¢des abaixo de 6 pmol L™!

nao foi possivel estabelecer relagdes lineares.
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Figura 26 — (A) Voltamogramas referentes ao estudo de repetibilidade da CIP (10 pmol
L) por SWV usando GCE/rGO; e a (B) Curva analitica na faixa de 6 a 40 umol L™!, (a)
tampao BR (0,04 mol L', pH 6,0) e (f) 40 umol L 'de CIP. Condigdes instrumentais:
amplitude 35 mV, frequéncia 40 Hz e incremento de potencial 10 mV, eletrolito

suporte: tampdo BR (0,04 mol L', pH 6,0) e eletrodo de referéncia: Ag/AgCl,KCl(sat).
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).

Os limites de deteccao (LD) e quantificagdo (LQ) foram calculados de acordo com

a [UPAC (MOCAK et al., 1997), segundo as Equacdes 2 e 3:

LD =22 (Equagio2)  LQ === (Equagdo 3)

Onde sb ¢ a incerteza associada ao coeficiente linear e S € o coefiente angular.

Os valores de LD e LQ foram calculados em 021 e 0,70 pumol L
respectivamente. Neste sentido, o LD por SWV usando GCE/rGO (correspondente a
0,069 mg L!) foi inferior ao LMR de CIP em leite (0,1 mg L"), mostrando detectabilidade
adequada com a legislagdo brasileira. A frequéncia analitica por SWV foi estimada em
50 andlises por hora, visto a necessidade da troca de béqueres e lavagem dos eletrodos no

decorrer das analises.

4.2.3 Avaliacio da ciprofloxacina por FIA-AMP

Para a determinacdo da CIP pelo sistema FIA-AMP foram investigadas as
influéncias do potencial de anélise, volume de alga de amostragem e vazao do eletrolito
suporte sobre a resposta analitica da CIP, com o objetivo de se estabelecer um método

rapido, preciso e sensivel. Para estes estudos, foi utilizado uma solu¢do de CIP com
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concentragio de 50 pmol L' e medidas eletroquimicas realizadas em triplicata (n = 3).
Na Figura 27 estdo representados os resultados deste processo de otimizagao.

Primeiramente otimizou-se o potencial de andlise (Figura 27A), onde cada
potencial foi avaliado separamente, em virtude do software NOV A 2.1.4 ndo possibilitar
a analise por MPA. Trabalhou-se com potenciais de 0,8 a 1,4 V, onde foi observado o
inicio da oxidacao da CIP em 0,9 V e aumento significativo do sinal analitico até 1,1 V,
o qual foi fixado para as demais otimizagoes.

Posteriormente investigou-se o volume da alca de amostragem (50 a 200 pL),
conforme mostrado na Figura 27B. Foi verificado um aumento linear da intensidade de
corrente até¢ 150 pL, sendo que apos este valor o sinal tendeu a estabilidade,
possivelmente devido a saturacdo dos sitios eletroativos da superficie eletroédica. Desta
forma, o volume de 150 pL foi selecionado. Por ultimo foi avaliada a vazao do eletrélito
suporte, trabalhando com valores de 1,0 a 2,6 mL min™! (Figura 27C). Em vazdes baixas,
observou-se sinais alargados de pequena intensidade, em razao da dispersao do analito no
percurso analitico. A medida que a vazdo foi aumentando, sinais transientes bem
definidos foram obtidos. Houve aumento de intensidade sem perda de precisdo até 1,8

mL min™', sendo esta a vazio otimizada.
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Figura 27 — (A) Otimizagao do potencial de andlise para CIP pelo sistema FIA-

AMP usando GCE/rGO na faixa de 0,8 a 1,4 V; al¢a de amostragem: 50 puL e vazao do

eletrolito suporte: 1,5 mL min!, (B) Otimizagdo do volume da al¢a de amostragem no

intervalo de 50 a 200 pL; potencial: 1,1 V e vazio do eletrolito suporte: 1,5 mL min!;
(C) Otimizagio da vazio na faixa de 1,0 a 2,6 mL min™'; potencial: 1,1 V e al¢a de

amostragem de 150 pL. Concentragdo de CIP: 50 umol L, eletrolito suporte: tampao

BR (0,04 mol L', pH 6,0) e eletrodo de referéncia: Ag/AgC1,KCl(sat).
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).

Sob os parametros otimizados, foram construidas curvas analiticas com
incrementos crescentes e descrescentes de concentragio de CIP (1-100 pmol L), para
verificar a linearidade e o efeito de memoria apds sucessivas adigdes de padrdo. O
amperograma e as respectivas curvas analiticas referentes a este estudo estdo
representados na Figura 28. As curvas com concentracdes crescentes (a-f), (Ip = 0,043 +
0,112 [CIP] / pmol L) e decrescentes (f-a) (Ip = 0,032 + 0,111 [CIP] / umol L),
apresentaram bons ajustes lineares (R* = 0,999) e coeficientes angulares equivalentes,
evidenciando que nao houve efeito de memoria apos sucessivas adi¢des do padrao de CIP.

Os valores de LD e LQ foram calculados em 0,28 ¢ 0,93 umol L™!, respectivamente, sendo
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possivel notar que o LD (correspondente a 0,092 mg L!) também foi inferior ao LMR de

CIP em leite.

Figura 28 - (A) Amperograma obtido pelo sistema FIA-AMP usando GCE/rGO com
concentragdes crescentes e decrescentes de CIP, (a) 1 pmol L', (b) 10 umol L, (c) 30
pumol L, (d) 50 pmol L, (e) 75 umol L™ e (f) 100 umol L'!; (B) Respectivas curvas
analiticas plotadas. Condi¢des instrumentais, potencial de analise: 1,1 V, alga de
amostragem: 150 uL e vazdo do eletrélito suporte: 1,8 mL min™!, eletrélito suporte:

tampao BR (0,04 mol L', pH 6,0) e eletrodo de referéncia: Ag/AgClKCl(sat)
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).

Um estudo de repetibilidade (n = 10) foi realizado com uma concentragdo de 10
umol L' de CIP (Figura 29), sendo obtido um RSD de 2,8 %, demonstrando que ndo
houve contaminagdo da superficie do eletrodo e que a resposta eletroquimica da CIP
apresentou precisdo adequada. A frequéncia analitica do sistema FIA-AMP foi estimada

em aproximadamente 110 analises por hora.
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Figura 29 — Estudo de repetibilidade (n = 10) do sistema de anélise FIA-AMP
utilizando uma concentragio de CIP de 10 umol L. Condig¢des instrumentais, potencial
de andlise: 1,1 V, al¢a de amostragem: 150 pL e vazdo do eletrdlito suporte: 1,8 mL

min’!, eletrdlito suporte: tampdo BR (0,04 mol L', pH 6,0) e eletrodo de referéncia:

Ag/AgCLKCl(sat)
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).

4.2.4 Avaliacao da ciprofloxacina por BIA-AMP

Semelhantemente a investigagdo pelo sistema FIA-AMP, inicialmente foram
realizados estudos envolvendo a otimizacdo das condigdes experimentais de analise
(potencial, volume e velocidade de injecdo), conforme mostrado na Figura 30. Para este
fim, empregou-se uma solugio de CIP 50 pmol L' com medidas realizadas em triplicata
(n = 3). Em potenciais superiores a 0,9 V, observou-se o processo de oxidacdo da CIP
com incremento de sinal analitico at¢é 1,3 V (Figura 30A). Entretanto, de forma a
proporcionar uma melhor seletividade ao método, o potencial de 1,1 V foi selecionado.

O volume de injecdo foi avaliado na faixa de 20 a 100 pL (com incrementos de
20 pL), conforme mostrado na Figura 30B. Um aumento da intensidade do sinal
instrumental foi verificado de 20 a 60 pL, porém a partir de 60 puL. ocorreu uma perda

consideravel de precisao das medidas. Desta forma, 40 pL foi a condi¢do 6tima definida
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no experimento. Finalmente, a velocidade de injecdo foi investigada de 73,6 a 316,8 uL

s (Figura 30C), com relagdo proporcional ao aumento do sinal analitico até 220,8 pL s

!, a qual foi escolhida para as analises.

Figura 30 — (A) Otimizacao do potencial de analise para CIP pelo sistema BIA-AMP

usando GCE/rGO na faixa de 0,8 a 1,3 V; volume de inje¢ao: 40 uL e velocidade de

inje¢do: 220,6 uL s™!, (B) Otimizagio do volume de injecdo no intervalo de 20 a 100

uL; potencial: 1,1 V e velocidade de inje¢do: 220,6 uL s™'; (C) Otimizacdo da

velocidade de inje¢do na faixa de 73,6 a 316,8 pL s™'; potencial: 1,1 V e volume de

injecdo de 40 pL. Concentragdo de CIP: 50 pmol L, eletrolito suporte: tampio BR
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Curvas analiticas com concentracdes crescentes e decrescentes de CIP na faixa de

1 a 50 pmol L! foram construidas para verificar a linearidade, assim como o efeito de

memoria durante as analises (Figura 31). As curvas com concentragdes crescentes (a-e),

(Ip=0,584 + 0,247 [CIP] / pmol L, R?=0,999) e decrescentes (e-a) (Ip = 0,471 + 0,245
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[CIP] / umol L, R? = 0,997), apresentaram boa linearidade com sensibilidades

semelhantes, ressaltando que ndo houve efeito de memoria nesta faixa de concentracao
estudada.

Figura 31 — (A) Amperograma obtido pelo sistema BIA-AMP usando GCE/rGO com
concentragdes crescentes e decrescentes de CIP, (a) 1 umol L', (b) 10 umol L, (c) 25
umol L1, (d) 35 umol L, (e) 50 pmol L™!; (B) Respectivas curvas analiticas plotadas.

Condigdes instrumentais, potencial de andlise: 1,1 V, volume de inje¢do: 40 pL,
velocidade de injegdo: 220,8 uL s, eletrdlito suporte: tampao BR (0,04 mol L', pH
6,0) e eletrodo de referéncia: Ag/AgCl,KCl(sat).
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).

Os LD e LQ foram calculados em 0,16 ¢ 0,53 pmol L', respectivamente, onde
novamente o LD (correspondente a 0,052 mg L) foi inferior ao LMR de CIP em leite. A
precisao do método foi avaliada por meio de um estudo de repetibilidade (n = 10)
utilizando uma concentragdo de CIP de 10 umol L', como mostrado na Figura 32.
Obteve-se um RSD de 3,1 %, o que indicou uma boa precisao das medidas e auséncia de

contaminagdo da superficie do eletrodo. A frequéncia analitica foi estimada em 180

analises por hora.
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Figura 32 — Estudo de repetibilidade (n = 10) do sistema de anélise BIA-AMP
utilizando uma concentragio de CIP de 10 umol L. Condigdes instrumentais, potencial
de analise: 1,1 V, volume de injecdo: 50 pL, velocidade de injegdo: 220,8 pL s7!,
eletrolito suporte: tampao BR (0,04 mol L', pH 6,0) e eletrodo de referéncia:

Ag/AgClKCl(sat)
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).

Uma limitagdo do método BIA-AMP ¢ o volume interno da célula, que permite
um volume total de solugao de 85 mL. Considerando a adi¢do inicial de 50 mL de
eletrolito suporte, a célula BIA permitiu a adi¢ao de 875 injecdes de 40 pL. Depois disso,
a solugdo interna precisou ser substituida por uma nova solug¢do de eletrélito suporte.
Mesmo ap0s essa troca de solucdo, o eletrodo modificado apresentou respostas estaveis
com baixa variacdo de corrente para a CIP (< 7%). Porém, no inicio de cada dia, uma

nova modificagdo da superficie do GCE era realizada.
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4.2.5 Aplicaciao dos métodos SWV, FIA-AMP e BIA-AMP para determinacao de

ciprofloxacina em amostras de formulac¢ées farmacéuticas e leite

Antes de proceder com as andlises das amostras, foi realizado um estudo
comparativo das caracteristicas analiticas de ambos os métodos desenvolvidos para a

determinagdo da CIP usando o GCE/rGO, como descrito na Tabela 1.

Tabela 1 — Comparagdo das caracteristicas analiticas de ambos métodos desenvolvidos

para a determinagdo da CIP.

Caracteristicas analiticas SWVv FIA-AMP BIA-AMP

Faixa linear (umol L) 6-40 1-100 1-50
LD (umol L) 0,21 0,28 0,16
Sensibilidade (pA L pmol™) 0,40 0,11 0,25
Volume de injecao (ul) - 150 40

Velocidade de injecdo (uL s™) - 30? 220,8
Frequéncia analitica (a h™!) 50 110 180
% RSD (n=10) 7,0 2,8 3,1

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).
21.80 mL min™' foi convertido para uL s

A partir da Tabela 1 nota-se que os trés métodos foram precisos (RSD < 7,0 %)
com detectabilidades na mesma ordem de concentragdo (submicromolar). Todavia, o
método por SWV apresentou uma melhor sensibilidade, enquanto que FIA-AMP e BIA-
AMP forneceram maiores faixa linear e frequéncia analitica, respectivamente. De
maneira geral, as tendéncias observadas entre os sistemas BIA-AMP e FIA-AMP sao
bastante similares, no entanto, condigdes com melhores sensibilidades ¢ detectabilidade
(mesmo com menor volume de inje¢do) sdo alcancadas no sistema BIA-AMP, que pode
estar relacionado a um transporte de massa mais eficiente (rapida injecdo da amostra
diretamente na superficie do eletrodo). Tendo em vista as particularidades de cada uma
das metodologias, todas foram aplicadas para quantificagdo da CIP nas amostras de
formulacdes farmacéuticas e leite.

Nas Figuras 33, 34 e 35 estdo representados os voltamogramas e amperogramas
referentes as determinagdes de CIP nas amostras de formulagdes farmacéuticas e leite

utilizando os métodos desenvolvidos.
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Figura 33 — (A) Voltamogramas obtidos por SWV para determinagao de CIP em
amostra de leite, (a) leite desnatado, (b) leite desnatado fortificado (10 pmol L); e (B)
em formulagdes farmacéuticas, (c) tampao BR (0,04 mol L', pH 6,0), (d) amostra de
farmaco, (¢) amostra de farmaco fortificada (25 umol L!). Condi¢des instrumentais:
amplitude 35 mV, frequéncia 40 Hz, incremento de potencial 10 mV, eletrodo de

referéncia: Ag/AgClKCl(sat).
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).
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Figura 34 — Amperograma obtido pelo sistema FIA-AMP para determinacao de CIP nas

amostras de farmacos (Ao e Bo), farmacos fortificados (A1, B1), leites desnatados (Co e

Do), leites desnatados fortificados (Ci e D1), leites integrais (Eo e Fo), leites integrais

fortificados (E; e F1). Curva analitica: (a) 1 pmol L', (b) 5 umol L, (¢) 10 pmol L,

(d) 30 pmol L, (e) 50 umol L' e (f) 75 umol L!. Condigdes instrumentais, potencial

de analise: 1,1 V, al¢ca de amostragem: 150 pL e vazao do eletrdlito suporte: 1,8 mL

min’!, eletrélito suporte: tampao BR (0,04 mol L', pH 6,0).
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).
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Figura 35 — Amperograma obtido pelo sistema BIA-AMP para determina¢ao de CIP nas
amostras de farmacos (Ao e Bo), farmacos fortificados (A1, B1), leites desnatados (Co e
Do), leites desnatados fortificados (Ci e D1), leites integrais (Eo e Fo), leites integrais
fortificados (E; e F1). Curva analitica: (a) 1 umol L', (b) 5 umol L, (¢) 10 pmol L,
(d) 30 pmol L, (e) 50 umol L' e (f) 75 umol L!. Condigdes instrumentais, potencial
de analise: 1,1 V, volume de injecdo: 40 uL, velocidade de injecdo: 220,8 uL s,

eletrolito suporte: tampdo BR (0,04 mol L', pH 6,0)

Corrente /

0 250 500 750 1000 1250 1500
Tempo /s

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).

Primeiramente duas amostras de farmacos com teor de CIP (500 mg) foram
analisadas. Estudos de adi¢do e recuperagdo foram efetuados com uma concentragio de
CIP igual a 25 pmol L' para avaliar a exatiddo. Os excipientes presentes nas formulagdes
farmaceéuticas, celulose microcristalina, povidona, croscarmelose sédica, didxido de
silicio, estearato de magnésio, copolimero de dalcool polivinilico, polietilenoglicol,
macrogol e didxido de titdnio, ndo foram eletroativos nas condigdes de andlises
estabelecidas para a CIP. A Tabela 2 mostra, os valores de recuperagdo, os teores obtidos

e a comparagao dos resultados com o HPLC.
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Tabela 2 — Teores de CIP e percentuais de recuperagdo obtidos a partir das analises das amostras de farmacos por SWV, FIA-AMP, BIA-AMP e

HPLC (n=3).
SWV FIA-AMP BIA-AMP HPLC
Amostra
Massa (mg) % recuperagdo  Massa (mg) % recuperacdo  Massa (mg) % recuperacdo Massa (mg)
A 505+ 34 10211 534+6 113+£7 512+29 89+5 580 + 25
B 496 + 36 97+ 12 528 £ 18 111+£3 497 £ 11 95+2 464 £ 20

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).
Valor fornecido pelos fabricantes: 500 mg.
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De acordo com Tabela 2, verifica-se que os métodos desenvolvidos obtiveram
percentuais de recuperagdes para CIP satisfatorios (89 a 113 %), demonstrando adequada
exatiddo das analises. Os teores de CIP determinados foram concordantes com valor
fornecido nos rétulos dos medicamentos. Além disso, os resultados foram comparados
com as andlises por HPLC de forma simultanea utilizando a ANOVA fator inico, onde a
95 % de confianca, ndo houve evidéncias de diferencas significativas entre os resultados,
uma vez que 0 Fealculado (0,24) foi menor que 0 Fiabelado (6,59). Portanto, os métodos
eletroanaliticos sdo atrativos para a determinacdo de CIP em amostras de farmacos, visto
a confiabilidade dos resultados.

Em relagdo as analises de leite, conforme mostrado nas Figuras 33, 34 e 35, todas
amostras analisadas ficaram com a concentragao de CIP abaixo do LD. Com isso, para
avaliar a aplicabilidade dos métodos utilizando o sensor a base de grafeno, as amostras
foram intencionalmente contaminadas com concentragio final de 10 umol L' de CIP na
célula eletroquimica. Na Tabela 3 estdo representados os percentuais de recuperagao

obtidos para cada uma das amostras avaliadas.

Tabela 3 — Valores de recuperagdo para CIP nas amostras de leite (n = 3).

SWv FIA-AMP BIA-AMP HPLC
Amostras (%) (%) (%) (%)
recuperacao recuperacao recuperacao recuperacao
C 90+5 103+3 84+ 1 91+2
D 109 £ 13 108 £2 109+3 87+3
E 84 £8 101 £1 99 +4 85+4
F 95+11 111+£2 98 +2 115+ 13

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).
C e D: leites desnatados, E e F: leites integrais.

Excelentes percentuais de recuperacdao da CIP (84 a 111 %) evidenciaram a
exatidao das analises. Além disso, com 95 % de confianga, utilizando novamente a
ANOVA fator Unico, ndo foi verificado diferengas significativas entre os resultados das
analises eletroquimicas e 0o HPLC, uma vez que o Feaiculado (1,04) foi inferior ao Frabelado
(3,49). Isto ressalta a confiabilidade dos resultados, e permite inferir que os constituintes

das amostras de leite (gorduras, vitaminas, proteinas, entre outros) ndo influenciaram na
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resposta eletroquimica da CIP sobre o GCE/rGO, apés simples dilui¢do das amostras de
leite no eletrdlito suporte.

Os trés métodos desenvolvidos para CIP utilizando o sensor a base de grafeno
foram comparados com outros métodos eletroanaliticos reportados na literatura, usando
diferentes sensores e/ou técnicas (Tabela 4). Frente aos sensores de diamante dopado com
boro € a maioria dos eletrodos modificados com nanotubos de carbono, uma melhor
detectabilidade e um menor potencial de analise foram observados, mostrando um
processo de transferéncia eletronica facilitado sobre o GCE/rGO. Além disso, destaca-se
as caracteristicas portateis dos sistemas FIA-AMP e BIA-AMP com elevada frequéncia

analitica e aplicabilidade satisfatoria em amostras de farmacos de leite.
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Tabela 4 — Comparagio dos métodos desenvolvidos com outros métodos eletroanaliticos reportados na literatura para a determinagao de

CIP.
Potencial vs Frequéncia
Sensor Meétodo Ag/AgCLKCl(sat) 1L analitica/ah”™  Amostras Referéncias
umol L~
/'V !
PGE SWv 1,05 5,6 60%* Farmacos (ALVES et al., 2021)
(FOTOUHI; ALAHYARI,
MWCNT/GCE AMP 0,98 6,00 45% Urina e soro
2010)
Nafioo/MWCNT/BDD DPV 1,40 0,005 35% Agua (GAYEN; CHAPLIN, 2016)
BDD DpPV 1,20 2,46 30% Urina (GARBELLINI et al., 2015)
Farmacos e
BDD BIA-AMP 1,20 0,30 80 el (MONTES et al., 2014)
eite
MWCNT/Grafite BIA-AMP 1,20 5,90 90 n. m. (SILVA et al., 2019)
C-SPE BIA-AMP 1,20 0,10 130 Farmacos (STEFANO et al., 2016)
MWCNT/V,0s/quitosana EIS - 0,0015 12 Leite (HU et al., 2018)
SWv 1,10 0,21 50
Farmacos e
GCE/rGO FIA-AMP 1,10 0,28 110 i Este trabalho
eite
BIA-AMP 1,10 0,10 180

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).

MWCNT: nanotubos de carbono de multiplas camadas, PGE: pencil grafite electrode BDD: diamante dopado com boro, rGO: 6xido de grafeno reduzido,
GCE: eletrodo de carbono vitreo, AMP: detec¢do amperométrica, DPV: voltametria de pulso diferencial, SWV: voltametria de onda quadrada, EIS:
espectroscopia de impedancia eletroquimica, FIA-AMP: anélise por injegdo em fluxo com detec¢do amperométrica, BIA-AMP: anélise por injegdo em
batelada com detec¢ao amperométrica C-SPE: eletrodo impresso de carbono; n.m: ndo mencionado;*frequéncia analitica estimada pelo discente.
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4.2.6 Conclusoes parciais

Esperimentos por CV mostraram que dentre os sensores avaliados para a
determinag¢do de CIP, o mais adequado foi o GCE/rGO, onde ocorreu ganho de sinal
analitico consideravel (5 vezes) e antecipacao do potencial de oxidagdo em 100 mV frente
ao GCE. Estudos com as nanoparticulas metalicas necessitam de uma melhor
investigacao no processo de modificacdo, visto que a partir das medidas eletroquimicas
realizadas, provavelmente houve a dessor¢ao destas para a solucao. O transporte de massa
da CIP sobre o GCE/rGO foi caracterizado por adsor¢do, enquanto que no GCE foi
verificado um efeito difusional. Esta modificacdao do transporte de massa e os supostos
efeitos eletrocataliticos, podem ser responsaveis pelo aumento do sinal analitico em
comparacao ao GCE. Um mecanismo de oxidagdo da CIP foi proposto, com dois elétrons
e dois protons envolvidos na reagdo.

Os métodos (SWV, FIA-AMP, BIA-AMP) apresentaram boa detectabilidade (LD
< 0,28 umol L), precisdo (RSD < 7,0 %) e frequéncia analitica superior a 50 analises
por hora. Estes foram aplicados satisfatoriamente em amostras de firmacos e leite com
percentuais de recuperacdo na faixa de 84 a 113 %, e valores concordantes com o HPLC,
o que demonstrou a confiabilidade das analises. Desta forma, mais especificamente os
métodos BIA-AMP e FIA-AMP (em razdo das maiores frequéncias analiticas e
caracteristicas portateis) sdo promissores para analises de rotina envolvendo o controle
de qualidade de formulagdes farmacéuticas. Em contrapartida, devido a SWV
proporcionar uma melhor seletividade frente a AMP, esta se mostra mais adequada para

avaliar residuos de CIP em amostras de leite.
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4.2.7 Publicac¢des

Os métodos desenvolvidos para determinac¢dao de CIP em amostras de formulacdes
farmacéuticas e leite usando GCE/rGO foram publicados em periddicos reconhecidos

internacionalmente.

Lucas V. Faria, Jian F. S. Pereira, Gustavo C. Azevedo, Maria A. C. Matos, Rodrigo A.
A. Mundz, Renato C. Matos, Square-Wave Voltammetry Determination of
Ciprofloxacin in Pharmaceutical Formulations and Milk Using a Reduced Graphene
Oxide Sensor, Journal of the Brazilian Chemical Society, v. 30, n. 9, 1947-1954,
2019.

Lucas V. Faria, Thalles P. Lisboa, Guilherme F. Alves, Davi M. Farias, Maria A. C.
Matos, Rodrigo A.A. Muioz, Renato C. Matos, Electrochemical Study of Different
Sensors for Simple and fast Quantification of Ciprofloxacin in Pharmaceutical
Formulations and Bovine Milk, Electroanalysis, v. 32, n. 10, 2266-2272, 2020.

Lucas V. Faria, Davi M. Farias, Thalles P. Lisboa, Maria A. C. Matos, Rodrigo A. A.
Muiioz, Renato C. Matos, Batch injection analysis with amperometric detection for
fluoroquinolone determination in urine, pharmaceutical formulations, and milk samples
using a reduced graphene oxide—modified glassy carbon electrode, Analytical and
Bioanalytical Chemistry, volume especial (Promising Early-Career (Bio)Analytical
Researchers), 2021, doi: 10.1007/s00216-021-03342-3.
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4.3 ESTUDOS ELETROQUIMICOS COM A TETRACICLINA
4.3.1 Investigacdo do comportamento eletroquimico da tetraciclina por CV

Voltamogramas ciclicos foram realizados na auséncia e presen¢a de 300 pmol L
'de TET, em meio de tampdo BR (0,04 mol L', pH 10,0), na faixa de 0,0 a 1,4 V usando
apenas o GCE e GCE/rGO, tendo em vista que conforme discutido anteriormente, o
processo de modificagao do rGO com as nanoparticulas nao foi eficiente. Este estudo foi
efetuado de modo a investigar a necessidade da modificagao da superficie do GCE com

rGO. Na Figura 36 estdo representados ambos os voltamogramas ciclicos.

Figura 36 — Voltamogramas ciclicos obtidos utilizando GCE (vermelho) e GCE/rGO
(preto) na auséncia e presenga de TET (300 pmol L") em meio de tampido BR (0,04 mol
L', pH 10,0) com velocidade de varredura de 100 mV s’
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2019).

Sobre o GCE, dois processos de oxidacdes irreversiveis (0,92 e 1,10 V) com baixa
intensidade de corrente foram verificados (destacados na ampliagdo inserida na Figura
36). Apos a modificacdo com rGO, dois processos de oxidagdo irreversivel (0,68 ¢ 0,92
V) com ganho de sinal analitico de sete e trés vezes, respectivamente, frente ao GCE

foram observados. Além do incremento no sinal, houve também a antecipacao dos



91

potenciais de oxidagdao da TET, mostrando que o rGO facilitou a transferéncia eletronica,
em virtude das provaveis caracteristicas eletrocataliticas. Diante destas observagoes, o
GCE/rGO foi selecionado para os demais estudos eletroquimicos envolvendo a TET.
Valores de pH na faixa de 2,0 a 10,0 foram selecionados para otimizar o pH do
eletrolito suporte tampao BR (0,04 mol L), visando a melhor condi¢io para a resposta
eletroquimica da TET. A Figura 37 mostra os voltamogramas ciclicos obtidos e as

relacdes do E;, e corrente de pico de ambos os processos de oxida¢do da TET com o pH

do meio.

Figura 37 — (A) Voltamogramas ciclicos de uma solugio de TET (300 pmol L) em
meio de tampao BR (0,04 mol L) com valores de pH iguais a 2,0 (preto); 4,0
(vermelho); 6,0 (azul); 8,0 (verde); 10,0 (rosa); (B) relagdo entre a corrente € o pH e (C)

relagdo entre o Ep e o pH, com velocidade de varredura de 100 mV s\,
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).

Neste estudo verificou-se que semelhantemente ao ocorrido com a CIP, o
comportamento eletroquimico da TET também foi dependente do pH do meio. Ocorreu

uma antecipagdo dos potenciais de ambos os processos de oxidag¢do para regides mais
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proximas de 0,0 V; a medida que o meio foi se tornando alcalino, indicando uma maior
facilidade da oxidac¢do da TET em condigdes basicas (Fgura 37A). Sinais analiticos com
maiores intensidades foram alcangados utilizando o pH igual a 2,0; contudo, neste meio
foram necessarios elevados potenciais para promover a oxida¢do da TET. Com isso, no
intuito de proporcionar uma melhor seletividade as medidas amperométricas, o pH 10,0
foi escolhido.

Os coeficientes angulares obtidos através das relagdes lineares entre o Ep e pH
(Figura 37C) foram de -52 e -48 mV pH!, os quais sdo relativamente proximos do valor
tedrico (-59 mV pH™!). Portanto, ha evidéncias de que em ambas etapas de oxidacio da
TET, o numero de prétons e elétrons sao iguais. Segundo Kushikawa e colaboradores,
nos dois processos de oxidagao da TET estdo envolvidos dois protons e dois elétrons,

como indicado na Figura 38 (KUSHIKAWA et al., 2016).

Figura 38 — Reacdes dos processos envolvendo a oxidacao eletroquimica da TET

HiC._ _CHj

OHHO CH;, N

OH O OH O NH,

Fonte: Adaptado de (KUSHIKAWA et al., 2016).

A investigacdo do transporte de massa da TET sobre a superficie do GCE e
GCE/rGO, foi efetuada com velocidades de varredura no intervalo de 25 a 300 mV s!, na
presenca de TET (200 umol L) e eletrélito suporte tampdo BR (0,04 mol L, pH =

10,0). A Figura 39 representa os voltamogramas ciclicos realizados usando o GCE/rGO.
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Figura 39 — Voltamogramas ciclicos de uma solugio de TET (200 pmol L!) em meio

de tampdo BR (0,04 mol L*!, pH 10,0) com velocidades de varreduras, (a) 25, (b) 50, (c)

75, (d) 100, (e) 150 e (f) 200 mV s™! usando o GCE/rGO. O grafico inserido em (A)

representa o ajuste linear entre a corrente e a velocidade de varredura.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2019).
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Foi evidenciado um transporte de massa caracterizado pela adsorcao das espécies

de TET sobre o GCE/rGO nas duas etapas de oxidagao, visto que ajustes lineares entre as

correntes de oxidagio e a velocidade de varredura (R?> > 0,99) foram obtidos.

Comportamento semelhante foi observado sobre o GCE (ndo mostrado) e em SPCE

(HAYATI et al., 2016).

4.3.2 Avaliacao da tetraciclina por FIA-AMP

Em busca de uma metodologia simples e rapida para analises de rotina envolvendo

a TET, o sistema FIA-AMP foi inicialmente avaliado. As otimiza¢des dos parametros,

potencial de andlise, volume da al¢a de amostragem e vazao do eletrdlito suporte foram

realizadas usando uma solu¢do de TET (50 pmol L), com medidas eletroquimicas em

triplicata (n = 3). Na Figura 40 estdo representados os resultados obtidos durante os

estudos de cada um dos parametros.
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O primeiro parametro avaliado foi o potencial de analise (Figura 40A), onde foi
observado incremento de sinal analitico significativo sem perda de precisdo até 0,9 V.
Sob este potencial, certamente os dois processos de oxidacdo da TET ocorreram, visto os
estudos preliminares por CV. Desta forma, 0,9 V foi fixado para as demais etapas de
otimizacgao.

Volumes de 50 a 200 uL foram selecionados para a otimizagdo da alca de
amostragem (Figura 40B). As respostas analiticas aumentaram consideravelmente até 200
uL, contudo, com esta condi¢cdo houve uma maior varia¢ao entre as medidas (perda de
precisdo), por este motivo, 150 puL foi a condi¢do selecionada. As vazodes do eletrolito
suporte foram variadas de 1,0 a 2,6 mL min”' (Figura 40C). A medida que a vazio
aumentava, um ganho no sinal analitico foi observado, em consequéncia de uma menor
dispersdo do analito no percurso analitico (25 cm). A vazio de 1,8 mL min! foi escolhida,
uma vez que ap6s 2,0 mL min™ ocorreu perda de precisio nas medidas e o consumo de
eletrolito aumentou em até 50 % para um ganho de sinal analitico de 25 % com relagao a

vazao selecionada, o que justificou a escolha em termos de custo-beneficio.
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Figura 40 — (A) Otimizacao do potencial de analise da TET por amperometria na faixa
de 0,5 a 1,0 V; alca de amostragem: 50 uL e vazio do eletrdlito suporte: 1,5 mL min™,
(B) Otimizagao do volume da al¢a de amostragem no intervalo de 50 a 200 pL;
potencial: 0,9 V e vazio do eletrdlito suporte: 1,5 mL min™'; (C) Otimizacio da vazio
do eletrélito suporte na faixa de 1,0 a 2,6 mL min™!; potencial: 0,9 V e al¢a de
amostragem de 150 uL. Concentracdo de TET igual a 50 pmol L! e eletrélito suporte,
tampao BR (0,04 mol L', pH 10,0).
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).

Curvas analiticas com concentracoes de TET crescentes e decrescentes foram
construidas na faixa de 10 a 50 pmol L™! sob as condi¢des otimizadas, para avaliagdo do
efeito de memoria apos sucessivas adi¢des do padrao de TET (Figura 41A). As curvas
com concentragdes crescentes (a-e), (Ip =-0,123 + 0,090 [TET / umol L', R =0,995) e
decrescentes (e-a) (Ip = -0,073 + 0,088 [TET] / umol L', R? = 0,993), apresentaram
adequadas linearidades com sensibilidades semelhantes, evidenciando que nao ocorreu
efeito de memoria neste intervalo de concentragao investigado, como mostrado na Figura

41B. Em experimentos posteriores foi observado um comportamento linear mais amplo,
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de 10 a 100 pmol L' (R? = 0,993). Os valores de LD e LQ foram calculados em 1,06 e

3,53 pmol L', respectivamente.

Figura 41 — (A) Amperograma obtido pelo sistema FIA-AMP usando GCE/rGO com
concentragdes crescentes e decrescentes de TET, (a) 10 pmol L, (b) 20 umol L, (¢)
30 pmol L', (d) 40 pmol L, (e) 50 umol L"!; (B) Respectivas curvas analiticas
plotadas. Condigdes de analise, potencial de anélise: 0,9 V, al¢ca de amostragem: 150 uL
e vazdo do eletrélito suporte: 1,8 mL min™!, eletrolito suporte: tampio BR (0,04 mol L,

pH 10,0).
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).

Em seguida, foi efetuado um estudo de repetibilidade (n = 10) utilizando uma
concentragido de TET de 25 umol L', sendo obtido um RSD igual a 2,9 %, mostrando
que ndo houve contaminagao do eletrodo e que as medidas eletroquimicas exibiram boa
precisdo (Figura 42). A frequéncia analitica deste método foi estimada em

aproximadamente 103 analises por hora.
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Figura 42 — Estudo de repetibilidade (n = 10) utilizando uma concentra¢do de TET de
25 umol L', Condi¢des instrumentais, potencial de andlise: 0,9 V, alca de amostragem:
150 pL e vazdo do eletrélito suporte: 1,8 mL min™!, eletrlito suporte: tampio BR (0,04

mol L, pH 10,0).
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).

4.3.3 Avalia¢ao da tetraciclina por BIA-AMP

Um método por BIA-AMP foi investigado a fim de novamente realizar um estudo
comparativo com FIA-AMP, em termos das caracteristicas analiticas obtidas. Diante
disto, fez-se necessario um estudo prévio dos parametros relacionados ao sistema de
analise. As influéncias do potencial de analise, volume e velocidade de injecdo foram
avaliadas para a determinacdo rapida, simples e sensivel de TET. Estes estudos foram
realizados com medidas em triplicata (n = 3) utilizando uma concentragdao de TET de 50
umol L' (Figura 43).

Em toda faixa de potencial estudada (0,5 a 1,0 V), conforme apresentado na Figura
43A, ocorreu um aumento do sinal analitico. Em potenciais a partir de 0,85 V foi
observado um incremento mais abrupto de corrente por causa da contribui¢ao do segundo
processo de oxidagdo da TET. Apesar de 1,0 V promover uma maior intensidade de sinal,

0,9 V foi novamente selecionado com a finalidade de minimizar possiveis interferéncias
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ao aplicar o método nas amostras (principalmente em leite). Volumes de 10 a 200 pL
foram estudados para otimizag¢ao do volume de inje¢do. A Figura 43B mostra um aumento
de sinal analitico consideravel de 10 a 100 pL. Apo6s 100 puL, o sinal tendeu a estabilidade
provavelmente devido a saturacao dos sitios eletroativos do GCE/rGO. Por esta razao, o
volume de injecdo de 100 pL foi fixado para avaliar a velocidade de injecdo, onde
investigou-se velocidades de 16,5 a 370 uL s™!. Através da Figura 43C, nota-se acréscimo

do sinal analitico sem perda de precisdo até 277 uL s, sendo esta a condi¢do otimizada.

Figura 43 — (A) Otimizacao do potencial de analise para TET pelo sistema BIA-AMP
usando GCE/rGO na faixa de 0,5 a 1,0 V; (B) Otimiza¢ao do volume de inje¢ao no
intervalo de 10 a 100 uL; (C) Otimizagao da velocidade de inje¢ao na faixa de 16,5 a
370 uL s™!. Concentragdo de TET: 25 umol L™, eletrolito suporte: tampao BR (0,04 mol
L1, pH 10,0) e eletrodo de referéncia: Ag/AgC1,KCl(sat).
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).

Curva analiticas com concentragdes de TET na faixa de 1 a 700 umol L™ foram

construidas para avaliar a linearidade do método BIA-AMP (Figura 44A). Duas faixas
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lineares foram obtidas, a primeira com maior sensibilidade de 10 a 100 pmol L (Ip =
0,149 + 0,374 [TET] / umol L', R? = 0,992) e a segunda de 100 a 500 umol L' (Ip =
19,32 + 0,145 [TET] / pmol L, R? = 0,998), como mostrado na Figura 44B. A perda de
linearidade apés 500 umol L est4 associada ao elevado efeito adsortivo da TET e/ou
seus produtos de oxidacdo (conforme mostrado anteriormente na Figura 38) sobre os
sitios ativos da superficie do GCE/rGO. Diante disto, o uso de agitacao e/ou aplicagao de
um potencial adicional para limpeza da superficie do eletrodo poderia ampliar ainda mais
a faixa linear, no entanto, para as aplicagdes propostas, os intervalos de concentracdes
lineares estabelecidos foram suficientes. Os valores de LD e LQ foram calculados em
0,035 ¢ 0,116 umol L"!, respectivamente. Nota-se que o LD (correspondente a 0,015 mg
L") foi inferior ao LMR (0,1 mg L) estabelecido pela legislagio.

Figura 44 — (A) Amperograma obtido pelo sistema BIA-AMP usando GCE/rGO
com concentra¢des de TET, (a) 1 pmol L', (b) 3 pmol L', (¢) 5 pmol L', (d) 10 umol
L, (e) 20 pmol L1, (f) 25 umol L', (g) 50 pmol L', (h) 75 pmol L', (i) 100 pmol L',
(j) 200 pmol L1, (k) 300 pmol L1, (1) 500 pmol L', (m) 700 umol L'!; (B) Respectivas
curvas analiticas plotadas. Condi¢des instrumentais, potencial de analise: 0,9 V, volume

de injecdo: 100 pL, velocidade de injecdo: 277 uL s, eletrolito suporte: tampdo BR
(0,04 mol L, pH 10,0) e eletrodo de referéncia: Ag/AgCl,KCl(sat).
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).

Um estudo de repetibilidade foi realizado através de inje¢des sucessivas (n = 10)
de uma solucio de TET 50 umol L (Figura 45), o que resultou em um RSD de 1,6 %,

indicando auséncia de contaminagdo do eletrodo (em baixas concentragdes) ¢ adequada
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precisdao das medidas. Uma frequéncia analitica de aproximadamente 103 analises por

hora foi obtida.

Figura 45 — Estudo de repetibilidade (n = 10) do sistema de anélise BIA-AMP
utilizando uma concentragdo de TET de 50 umol L!. Condigdes instrumentais,
potencial de anélise: 1,1 V, volume de injecdo: 100 pL, velocidade de injecao: 277 uL s
!, eletrolito suporte: tampao BR (0,04 mol L™, pH 10,0) e eletrodo de referéncia:
Ag/AgCLKCl(sat).
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).

Considerando a adi¢do inicial de 50 mL de eletrdlito suporte, a célula BIA
permitiu a adi¢cdo de 350 injegdes de 100 pL. Apods isso, a solugdo interna precisou ser
substituida. Entretanto, mesmo apds essa troca de solugdo, o eletrodo modificado
apresentou respostas estaveis com baixa variagao de corrente paraa TET (< 8%). Todavia,

no inicio de cada dia, uma nova modificacdo da superficie do GCE foi necessaria.
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4.3.4 Aplicagdo dos métodos FIA-AMP e BIA-AMP para determinacio de

tetraciclina em amostras de formulacdes farmacéuticas e leite

Primeiramente foi realizado um estudo comparativo das caracteristicas analiticas
das metodologias desenvolvidas para determinacdo de TET, conforme descrito na Tabela

5.

Tabela 5 — Comparagao das figuras de mérito de ambos métodos desenvolvidos para a

determinagao da TET.

Figuras de mérito FIA-AMP BIA-AMP
Faixa linear (umol L) 10-100 1-100 e 100-500

LD (umol L) 1,06 0,035

Sensibilidade (pA L pmol™) 0,073 0,374
Frequéncia analitica (h™") 103 103
Velocidade de inje¢do (uL s™) 30° 277
Volume de inje¢ao (uL) 150 100
RSD (n = 10) (%) 2,9 1,6

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).
21.80 mL min™' foi convertido para uL s

A partir da Tabela 5 verifica-se que o sistema BIA-AMP apresentou maior
sensibilidade e menor LD, o qual foi inferior ao LMR de TET em leite estabelecido pela
legislacdo. Isso pode ser explicado pela velocidade de injecdo extremamente elevada (9
vezes) alcangado no sistema BIA-AMP quando comparado ao sistema FIA-AMP. Estas
observagoes sao condizentes ao verificado para a CIP e com outros estudos reportados na
literatura cientifica que compararam os sistemas de analise FIA e BIA com deteccao
amperométrica (FERREIRA et al., 2012; STEFANO et al., 2016). Ambos os métodos
necessitaram de pequenos volumes de amostras (< 150 uL), apresentaram 6tima precisao
(RSD <2,9 %) com elevada frequéncia analitica (103 inje¢des por hora), o que os tornam
atrativos para analises de rotina. Uma caracteristica relevante observada para o GCE/rGO,
foi sua estabilidade ap6s um dia intenso na presenca do padrao de TET em ambos sistemas
de analise.

As Figuras 46 e 47 mostram os amperogramas relacionados as determinagdes de

TET nas amostras de formulagdes farmacéuticas e de leite pelos métodos FIA-AMP e
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BIA-AMP, respectivamente, usando o GCE/rGO (curvas analiticas e inje¢des das

amostras).

Figura 46 — Amperograma obtido pelo sistema FIA-AMP para determinacao de
TET nas amostras de farmacos (Ao ¢ Bo), farmacos fortificados (A1, B1), leites
desnatados (Co e Do), leites desnatados fortificados (Ci e D1), leites integrais (Eo e Fo),
leites integrais fortificados (E1 e F1), curva analitica (1) 10 pmol L', (2) 30 pmol L,
(3) 50 pmol L', (4) 75 pmol L' and (5) 100 umol L!. Condicdes instrumentais,
potencial de analise: 0,9 V, alca de amostragem: 150 pL e vazao do eletrdlito suporte:

1,8 mL min™!, eletrolito suporte: tampao BR (0,04 mol L', pH 10,0).
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Figura 47 — Amperograma obtido pelo sistema BIA-AMP para determinagao de TET
nas amostras de farmacos (Ao e Bo), farmacos fortificados (A1, B1), leites desnatados
(Co e Do), leites desnatados fortificados (C; e D), leites integrais (Eo e Fo), leites
integrais fortificados (E; e F1), curva analitica (1) 1 umol L™, (2) 3 umol L', (3) 5
pumol L, (4) 10 pmol L, (5) 25 umol L1, (6) 50 umol L' and (7) 75 pmol L.
Condig¢des instrumentais, potencial de analise: 0,9 V, volume de inje¢ao: 100 uL e

velocidade de inje¢do: 277 pL s, eletrolito suporte: tamp3o BR (0,04 mol L', pH

10,0).
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).

Os métodos foram aplicados inicialmente para a determinacdo de TET em duas
amostras farmacéuticas com teor nominal de 500 mg. Estudos de adi¢do e recuperagdo
foram realizados utilizando concentragdes de TET iguais a 15 e 25 pmol L' com o FIA-
AMP e BIA-AMP, respectivamente, para avaliar a exatidao das andlises. Os excipientes
presentes nas amostras de formulag¢des farmacéuticas analisadas, estearato de magnésio,
laurilsulfato de sodio, crospovidona e talco, ndo foram eletroativos nas condig¢des de
analise para TET. Na Tabela 6 estdo descritas as massas obtidas pelos métodos
desenvolvidos e por cromatografia liquida ultra rapida (UFLC, do inglés Ultra Fast

Liquid Chromatography), bem como os percentuais de recuperacao.
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Tabela 6 — Resultados referentes a determinacdo de TET nas amostras farmacéuticas por

BIA-AMP, FIA-AMP e UFLC (n = 3).

FIA-AMP BIA-AMP UFLC
Amostras Massa (%) Massa (%) Massa
(mg) recuperagao (mg) recuperagao (mg)
A 494 + 11 117+4 505+ 14 85+2 490+ 13
B 534+£19 101 4 553 +9 89+3 530+ 19

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).
Valor fornecido pelos fabricantes: 500 mg.

Niveis de recuperacdo na faixa de 85 a 117 % demonstraram uma adequada
exatiddo das andlises eletroquimicas em formulagdes farmacéuticas. Além disso, a
ANOVA fator inico foi novamente empregada para a comparagdo dos resultados de
forma simultdnea. Com nivel de confianga de 95%, verificou-se que o valor de Fcaicutado
(0,20) foi menor que 0 Fibelado (9,55), portanto ndo ha evidéncias de diferencas
significativas entre os resultados obtidos por BIA-AMP e FIA-AMP frente ao UFLC.
Estes resultados demonstram que as duas metodologias eletroanaliticas sdo confidveis e
excelentes alternativas para o monitoramento do principio ativo (TET) em farmacos, de
forma répida e com baixo custo.

Todas as amostras de leite analisadas estavam com as concentragdes de TET
abaixo do LD de ambos os métodos. Desta forma, as amostras de leites integral e
desnatado foram intencionalmente contaminadas com uma concentragao final de 25 pmol
L' de TET na célula eletroquimica, para verificar a aplicabilidade do sensor a base de
grafeno associado as medidas por BIA-AMP e FIA-AMP na determina¢do TET, apds
simples diluicdo das amostras. Os resultados obtidos para a anélise das amostras de leite

sdo mostrados na Tabela 7.
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Tabela 7 — Percentuais de recuperacao para TET nas amostras de leite (n = 3).

FIA-AMP BIA-AMP
Adicionado Determinado (%) Determinado (%)
Amostras

(umol L) (umol L") recuperagio  (umol L')  recuperagio
C 25,0 25614 102+£5 27,8+ 1,0 111+£4
D 25,0 26,8+ 1,9 107 £8 21,4+ 1,6 85+1
E 25,0 21,6 £0,6 86+ 3 264+ 1,4 106 £5
F 25,0 21,0+£0,9 84+3 24,0+ 0,6 96 +2

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).
C e D: leites desnatados, E e F: leites integrais.

Em razao da pandemia de Sars-CoV-2 e a consequente suspensdo das atividades
laboratoriais, ndo houve tempo habil para a avaliagdo de TET nas amostras de leite por
HPLC ou UFLC. Apesar disto, valores satisfatorios de recuperagdo foram verificados em
ambos os métodos analiticos (84 - 111%), demonstrando que possiveis constituintes
presentes nas amostras de leite (gorduras, vitaminas, proteinas, entre outros) ndo
interferiram na resposta eletroquimica da TET, utilizando o GCE/rGO.

Os métodos (FIA-AMP e BIA-AMP) foram comparados com outras metodologias
eletroanaliticas relatadas na literatura para determinacao de TET, conforme mostrado na
Tabela 8. Os dois sistemas propostos neste trabalho usando o GCE/rGO apresentaram
vantagens, tais como: maior frequéncia analitica e melhor detectabilidade sob um menor
potencial de oxidacdo (transferéncia eletronica mais facilitada). Além disso, foram
aplicados satisfatoriamente para a analise de amostras de farmacos e leite, envolvendo

apenas dissolucdes/dilui¢des das amostras em eletrolito suporte.



Tabela 8 — Comparagdo das caracteristicas analiticas dos métodos desenvolvidos (BIA-AMP e FIA-AMP) com outros métodos

eletroanaliticos relatados na literatura para a determinagdo de TET.

Potencial vs LD/ Frequéncia
Sensor Método ) Amostra Referéncias
Ag/AgCLKCl(sat)/V ~ pmol L analitica / a h™!
(PALAHARN et al.,
Au FIA-AMP 1,15 1,00 n.m. Farmacos
2003)
(KUSHIKAWA et al.,
PtNPs/C (0% 0,95 4,28 50%* Urina
2016)
(SATTAYASAMITSAT
BiFE FIA-AMP -1,30 1,20 20 Farmacos
HIT et al., 2007)
Mel@ERGO/ )
DPV 0,92 5,00 30%* Urina (KESAVAN et al., 2017)
GCE
GCE/MWNT
CvV 1,10 0,10 12%* n.m (WANG et al., 2011)
s-GNPs/MIP
GPU DPV 0,92 2,30 45% Agua (CALIXTO et al., 2012)
GR-SPCE DPV 0,60 0,08 40%* Leite (HAYATI et al., 2016)
(CALIXTO;
GPU DPV 0,92 2,60 45% Leite
CAVALHEIRO, 2017)
FIA-AMP 1,06
GCE/rGO 0,90 103 Farmacos e leite Este trabalho
BIA-AMP 0,035

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2020).
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Au: eletrodo de ouro; GCE: eletrodo de carbono vitreo; PtINPs/C: nanoparticulas de platina suportadas em carbono; BiFE: eletrodo de filme de bismuto;
Mel@ERGO: eletrodo quimicamente modificado com o6xido de grafeno reduzido e polimelamina; MWNTs-GNPs/MIP: polimero molecularmente
impresso modificado com nanotubos de carbono e nanoparticulas de ouro; GPU: compésito de grafite e poliuretano; rGO: 6xido de grafeno reduzido;
GR-SPCE: eletrodo impresso de carbono modificado com grafeno; FIA-AMP: analise por injegdo em fluxo com detec¢do amperométrica; CV: voltametria
ciclica; DPV: voltametria de pulso diferencial; BIA-AMP: analise por inje¢do em batelada com detecgdo amperométrica; LD: limite de detecgdo; a h™':
analises por hora; n.m: ndo mencionado,*frequéncia analitica estimada pelo discente segundo os parametros fornecidos nos artigos.
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4.3.5 Conclusoes parciais

Estudos por CV mostraram um incremento consideravel de sinal analitico, bem
como antecipacao dos processos de oxidagdo da TET sobre o GCE/rGO frente ao GCE,
0 que novamente pode estar relacionado aos efeitos eletrocataliticos do rGO e ao aumento
da area eletroativa. Investigagdes em diferentes valores de pH (2,0 a 10,0), revelaram
tranferéncia eletronica facilitada em meio alcalino, visto o consideravel deslocamento
para regides mais proximas de 0,0 V. Tanto no eletrodo ndo modificado como no
modificado, o regime de transporte de massa foi caracterizado pela adsorcdo das
moléculas de TET.

Dois métodos simples, rapidos e de baixo custo (BIA-AMP e FIA-AMP) foram
desenvolvidos para a avaliacio de TET em formulagdes farmacéuticas e leite. Os
resultados com relagdo as amostras de farmacos apresentaram adequada exatidao, uma
vez que foram concordantes, a 95 % de confianga, com os valores obtidos por UFLC.
Além disso, as aplicagdes em leite com simples dilui¢des em eletrolito suporte forneceram
consideraveis faixas de recuperagao (84 — 111 %), evidenciando que nao houve efeito de
matriz sobre as medidas eletroquimicas. Tendo em vista a melhor sensibilidade e
detectabilidade, o método BIA se mostrou mais adequado para o monitoramento de
residuos de TET em leite. Adicionalmente, ambas metodologias forneceram melhores
detectabilidades e maiores frequéncias analiticas sob um menor potencial de analise em

comparagdo a outros estudos reportados pela literatura cientifica acerca da TET.

4.3.6 Publicacoes

O estudo comparativo de ambas metodologias desenvolvidas para avaliacio de
TET em amostras de formulagdes farmacéuticas e leite usando GCE/rGO foi publicado

em um periddico reconhecido internacionalmente.

Lucas V. Faria, Ana P. Lima, Fausto M. Araujo, Thalles P. Lisboa, Maria A. C. Matos,
Rodrigo A. A. Mufioz, Renato C. Matos, High-throughput amperometric determination
of tetracycline residues in milk and quality control of pharmaceutical formulations:

flow-injection versus batch-injection analysis, Analytical Methods, v.11, n. 41, 5328-
5336, 2019.
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4.4 ESTUDOS ELETROQUIMICOS COM O CLORANFENICOL
4.4.1 Investigacdo do comportamento eletroquimico do cloranfenicol por CV

O comportamento eletroquimico do CLO foi investigado sobre o GCE e
GCE/rGO, mediante a realizacdo de voltamogramas ciclicos na faixa de -1,0 a 1,0 V, na
presenca de uma solugdo contendo 450 pmol L' de CLO em meio de tampio BR (0,04
mol L', pH 2,0). Apesar das medidas serem efetuadas em uma faixa de potencial
negativo, nao foi verificado influéncia do oxigénio dissolvido sobre os processos de
reducdo, portanto ndo houve a necessidade de purgar N> nas solucdes de analise. A Figura

48 representa as respostas eletroquimicas do CLO sobre os dois sensores eletroquimicos.

Figura 48 — Voltamogramas ciclicos obtidos utilizando GCE (vermelho) e GCE/rGO
(preto) na auséncia e presenca de CLO (450 umol L!) em meio de tampdo BR (0,04
mol L', pH 2,0). Condicdes instrumentais: velocidade de varredura: 100 mV s!,

potencial de condicionamento: -1,0 V, tempo de condicionamento: 15 s.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2021).

Em ambos os voltamogramas ciclicos foram observados um sinal anddico e dois
catédicos. No GCE estes ocorreram em +0,38, -0,018 e -0,67 V, enquanto que no

GCE/rGO os mesmos foram verificados em +0,21, +0,13 e -0,51 V, respectivamente.
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Desta forma, notou-se que em todos os processos de eletrélise do CLO sobre o eletrodo
modificado, houve deslocamento dos potenciais para valores mais proximos de 0,0 V, em
relacdo ao eletrodo nao modificado. Além disso, em termos de intensidade de corrente,
percebeu-se um ganho de aproximadamente 4 vezes em cada um dos sinais
eletroquimicos. Diante destas observacdes, evidencia-se uma provavel acdo
eletrocatalitica do rGO sobre as reagdes de reducdo e/ou oxidag¢do dos grupos funcionais
presentes na estrutura do CLO.

O mecanismo de oxidacdo/redu¢cdo do CLO ja é bem discutido na literatura
cientifica. Segundo Govindasamy e colaboradores (GOVINDASAMY et al., 2017), a
eletrolise do CLO envolve primeiramente a reducao irreversivel do grupo nitro a
hidroxilamina (-0,40 a -0,70 V), seguido pela oxidagdo da hidroxilamina a um derivado
nitroso (+0,20 a +0,40 V) e a reducdo deste a novamente hidroxilamina (+0,1 a -0,1 V),

conforme apresentado na Figura 49.

Figura 49 — Mecanismos das etapas de reducao e oxidagdo eletroquimica do CLO.
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Fonte: Adaptado de (GOVINDASAMY et al., 2017).

Como mostrado anteriormente na Figura 48, o sentido de varredura do potencial
foi de -1,0 para +1,0 V, desta forma era de se esperar que na primeira varredura (sentido
anddico), nenhum processo de oxidacao fosse observado, visto a necessidade da redugao
do grupo nitro a hidroxilamina. No entanto, antes da etapa de varredura, um potencial de
condicionamento de -1,0 V foi aplicado por 15 s para gerar a espécie reduzida na

superficie do eletrodo, bem como minimizar uma descarga brusca capacitiva.
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O pH do meio foi avaliado utilizando o tampao BR (0,04 mol L") em um intervalo
de 2,0 a 10,0; na presenca de 500 umol L' de CLO. Na Figura 50 estdo representados os

voltamogramas ciclicos e as influéncias dos valores de pH sobre o E, e corrente de pico.

Figura 50 — (A) Voltamogramas ciclicos de uma solugio de CLO (500 pmol L") em
meio de tampdo BR (0,04 mol L!) com valores de pH iguais a 2,0 (preto); 4,0
(vermelho); 6,0 (azul); 8,0 (verde); 10,0 (rosa); (B) relagao entre a corrente € o pH e (C)
relagdo entre o Ep e o pH. Condig¢des instrumentais: velocidade de varredura: 100 mV s

!, potencial de condicionamento: -1,0 V, tempo de condicionamento: 15 s.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2021).

Analisando a Figura 50A, verifica-se um comportamento dependente do pH para
todas as etapas de oxidacdo/reducdo. Conforme aumentou-se o pH do meio, ocorreram
deslocamentos dos potenciais para regides mais negativas, o que foi dificultando
principalmente a reduc¢do do grupo nitro. Uma vez que as maiores intensidades de sinais
analiticos foram obtidas em meio acido (pH 2,0) (Figura 50B), este foi selecionado de

modo a proporcionar sensibilidade e seletividade as futuras medidas eletroquimicas.
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Ajustes lineares decrescentes entre o Ep e pH (R? > 0,98) com coeficientes angulares de
-59,-55 ¢ -50 V pH'! foram obtidos (Figura 50A), ressaltando mesmo niimero de prétons
e elétrons durante as etapas de oxidagdo/reducao do CLO, o que foi condizente com o
reportado por Govindasamy e colaboradores (GOVINDASAMY et al., 2017).
Voltamogramas ciclicos com diferentes velocidades de varredura (70 — 300 mV
s!) foram realizados para investigar o regime de transporte de massa do CLO sobre as

duas plataformas eletroquimicas (GCE e GCE/rGO), como mostrado na Figura 51.

Figura 51 — (A) Voltamogramas ciclicos de uma solu¢do de CLO (400 pmol L") em
meio de tampao BR (0,04 mol L', pH 2,0) com velocidades de varreduras, (a) 70, (b)
93, (c) 114, (d) 135, (e) 155, (f) 175 (g) 197, (h) 217, (1) 238, (j) 260, (k) 280, ¢ (1) 300
mV s usando o GCE e; (B) usando GCE/rGO. Os graficos inseridos representam os

ajustes lineares entre a corrente (em moddulo) e a velocidade de varredura.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2021).

Apesar da realizagdo de voltamogramas ciclicos em uma ampla faixa de potencial
(-1,0 a 1,0 V), apenas a etapa referente a redu¢@o do grupo nitro foi investigada, dado que
as reagdes subsequentes sdao extremamente dependentes da ocorréncia deste processo.
Ajustes lineares entre as correntes de reducio e as velocidades de varredura (R? > 0,98),
demonstraram que em ambas as superficies eletrddicas, o transporte de massa das
espécies de CLO foi governado predominantemente por adsor¢do. Comportamentos
semelhantes foram observados em plataformas eletroquimicas a base de carbono

mesoporoso dopado com nitrogénio e nanotubos de carbono (BAIKELI et al., 2020;
KOR; ZAREL 2014).
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4.4.2 Avaliacao do cloranfenicol por DPV

A DPV foi escolhida para avaliagdo da reducdo eletroquimica do CLO sobre o
GCE/rGO. Tal como a SWV, esta permite o desenvolvimento de métodos com boa
detectabilidade, dado a minimizagdo da influéncia capacitiva frente a corrente faradaica.
Tendo em vista que a partir dos estudos preliminares por CV foi comprovado um regime
de transporte de massa caracterizado pela adsor¢do do CLO, além da otimizagao dos
parametros instrumentais relacionados a DPV (amplitude, incremento de potencial e
tempo de modulacdo), uma investigacao do tempo de acumulagdo (0 a 120 s) sob circuito
aberto foi realizado. Para estes estudos, utilizou-se uma concentracdo de 20 umol L' de
CLO em meio de tampio BR (0,04 mol L', pH 2,0) com medidas efetuadas em triplicata
(n = 3). As influéncias dos parametros estudados sobre as respostas eletroquimicas do
CLO estdo apresentadas na Figura 52.

Para a avaliacdo do efeito de acumulagao das espécies do CLO sobre o GCE/rGO,
o sistema foi mantido sob agitacao constante (300 rpm) antes da etapa de varredura, com
a finalidade de promover um transporte de massa mais eficiente. Em apenas 30 s de
acumulagdo ja foi notado uma saturacdo dos sitios ativos da superficie do eletrodo
modificado (Figura 52A), com incremento de 50 % do sinal analitico em relagdo ao
sistema em repouso. Estas observagdes ressaltam novamente o elevado carater adsortivo
da molécula de CLO sobre o rGO, o que pode estar associado as interagdes com 0s grupos
oxi-funcionais remanescentes da redu¢cdo do material. Desta forma, o tempo de 30 s foi
escolhido para a etapa de acumulagao.

A amplitude do pulso foi investigada no intervalo de 10 a 110 mV. Observou-se
aumento do sinal analitico sem perda de resolu¢do do perfil voltamétrico at¢ 70 mV, o
qual foi escolhido e fixado para as demais otimizacdes (Figura 52B). Em seguida, a
influéncia do incremento de potencial foi avaliada na faixade 1 a 12 mV. Assim como na
SWV, o incremento de potencial estd relacionado com a velocidade de varredura da
andlise. Desta forma, espera-se que com o aumento deste parametro ocorra ganho de sinal
analitico, em razao do menor consumo das espécies eletroativas. Foi observado uma
relacdo linear crescente entre o sinal analitico e o incremento de potencial até 8 mV
(Figura 52C). A partir deste valor, o sinal tendeu a estabilidade com perda de precisdo em
algumas situacdes (10 e 11 mV). Portanto, 8 mV foi a condi¢cdo 6tima, que conferiu a

analise uma velocidade de 18 mV s™'.
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Finalmente investigou-se a influéncia do tempo de modulacdao do pulso sobre a
resposta eletroquimica do CLO em um intervalo de 10 a 80 ms. Como discutido na
introducdo (se¢do 1.5), a amostragem da corrente na DPV ¢ efetuada antes da aplicacao
do pulso e ao final do pulso, de modo a minimizar o efeito capacitivo. Desta forma, o
tempo de modulacdo do pulso deve ser selecionado cuidadosamente com intuito de
diminuir a contribuicdo capacitiva. Verificou-se ganho de sinal analitico até 50 ms, o qual
certamente foi eficiente para uma discriminacdo do processo faradaico frente a descarga

capacitiva (Figura 52D).

Figura 52 — Resultados obtidos a partir da otimizagao do (A) tempo de acumulacao, (B)
amplitude, (C) incremento do potencial e (D) tempo de modulagao, para a reducao de
CLO por DPV usando GCE/rGO. Concentragdo de CLO: 20 umol L™, eletrélito
suporte: tampdo BR (0,04 mol L™, pH 2,0) e eletrodo de referéncia: Ag/AgCl,KCl(sat).
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2021).

Sob as condi¢des selecionadas, um estudo da repetibilidade (n = 10) usando uma

concentragio de CLO de 35 umol L' foi efetuado para verificar precisio das respostas
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eletroquimicas sobre o GCE/rGO (Figura 53). Um RSD de apenas 6,0 %, provou uma

adequada precisao das medidas.

Figura 53 - Estudo de repetibilidade por DPV (n = 10) utilizando uma concentragdo de
CLO de 35 pmol L', Condi¢des instrumentais, tempo de acumulagio: 30 s, amplitude:
70 mV, incremento de potencial: 8 mV, tempo de modulagao: 50 ms e eletrolito

suporte: tampao BR (0,04 mol L', pH 2,0).
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2021).

Curvas analiticas com concentragdes de CLO na faixa de 10 a 66 pmol L™! foram
construidas sobre o GCE e GCE/rGO para verificar a linearidade, bem como para
comparar ambas as plataformas eletroquimicas em termos de sensibilidade e
detectabilidade. Na Figura 54 estdo representados os voltamogramas correspondentes as

curvas analiticas.
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Figura 54 — (A) Voltamogramas obtidos por DPV a partir das curvas analiticas com

concentragdes de CLO variando de (a) tampdo BR (0,04 mol L™, pH 2,0), (b) 11, (c) 22,

(d) 34, (e) 45, (f) 56 e (g) 66 pmol L utilizando GCE (vermelho) e GCE/rGO (preto);

(B) respectivas curvas analiticas plotadas. Condi¢des instrumentais, tempo de

acumulagdo em circuito aberto: 30 s, amplitude: 70 mV, incremento de potencial: 8 mV,
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As caracteristicas analiticas de ambos os sensores, tais como: sensibilidade, faixa

linear, limites de deteccdo e quantificacdo, potencial de resposta eletroquimica e

frequéncia analitica, estdo descritas na Tabela 9.
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Tabela 9 — Comparagao das caracteristicas analiticas usando GCE e GCE/rGO para a

determinagdo de CLO por DPV

Sensores
Caracteristicas analiticas
GCE GCE/rGO
Faixa linear (umol L) 11-55 11-66
LD (umol L) 2,78 0,22
LQ (umol L) 9,25 0,73

Equacao do ajuste linear I, =0,93 + 0,023 [CLO] Ip=10,72 + 0,27 [CLO]
Sensibilidade (LA L

0,023 0,27
pmol ™)
Potencial vs.
-0,56 -0,36
Ag/AgCLKCl(sat) / V
Frequéncia analitica 30 30

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2021).

Através deste estudo comparativo, verificou-se que um melhor desempenho
analitico foi atingido sobre a superficie do GCE/rGO. Destacam-se maior detectabilidade
e sensibilidade (10 vezes superior), aliado a um potencial de redu¢ao mais proximo de
0,0 V, que pode auxiliar na seletividade das medidas eletroquimicas. Estes resultados sdo
concordantes com as observagdes preliminares por voltametria ciclica. Desta forma,
apenas o0 GCE/rGO foi avaliado para a determinacao de residuos de CLO em amostras de

leite.

4.4.3 Aplicacio do método por DPV para determinacido de cloranfenicol em

amostras de leite

Como discutido anteriormente na parte experimental (secao 3.6), houve grande
dificuldade em encontrar formulagdes farmacéuticas contendo o CLO como principio
ativo. Portanto, o método foi aplicado apenas nas amostras de leite desnatado e integral.
Tendo em vista que os niveis de CLO ficaram abaixo do LD, as amostras de leite foram
fortificadas para uma concentragio final de 27 umol L' de CLO na célula eletroquimica,
para investigar a aplicabilidade do método. Na Figura 55 estdo representados os

voltamogramas referentes as analises de uma amostra de leite desnatado e integral.
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Figura 55 — (A) Voltamogramas obtidos por DPV para determinacao de CLO em
amostra de leite desnatado; e (B) em amostra de leite integral; branco (linha preta),
amostras de leite (linhas vermelhas) e amostras de leite fortificadas com 27 umol L''de
CLO (linhas azuis). Condig¢des instrumentais, tempo de acumulacdo em circuito aberto:

30 s, amplitude: 70 mV, incremento de potencial: 8 mV, tempo de modulagao: 50 ms.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2021).

Na Tabela 10 estdo descritos os percentuais de recuperagdes obtidos para cada
uma das amostras de leite analisadas por DPV usando o GCE/rGO. Em virtude da
pandemia de Sars-CoV-2, e a consequente suspensao das atividades laboratoriais, foi
possivel analisar apenas duas amostras de leite (uma integral e uma desnatada) por UFLC

para a comparacao dos resultados.
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Tabela 10 — Percentuais de recuperacao para CLO nas amostras de leite (n = 3).

DPV UFLC
Adicionado Determinado (%) Determinado (%)
Amostras
(umol L) (umol L") recuperagio  (umol L')  recuperagio
C 27,0 29,2+0,6 108 £2 - -
D 27,0 26,7+1,7 98+ 6 23,5+1,6 87+6
E 27,0 252+1,4 96+ 5 243+1,1 90 + 4
F 27,0 259+1,4 93+5 - -

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2021).
C e D: leites desnatados, E e F: leites integrais.

Percentuais de recuperacao na faixa de 93 a 108 % demonstraram a exatidao, bem
como a seletividade das medidas eletroquimicas, dado que nao foi observado nenhum
processo de redugdo dos constituintes do leite (gordura, agucares, vitaminas, proteinas,
entre outros) durante a varredura de potenciais para regides catddicas. Além disso, com
95 % de confianga, ndo houve evidéncias de diferengas significativas entre os resultados
obtidos por DPV frente ao UFLC, visto que 0 tealculado (3,4) foi inferior ao tapetado (12,7), 0
que permitiu inferir sobre a confiabilidade dos resultados.

O desempenho analitico do método desenvolvido neste trabalho foi comparado
com outros métodos eletroanaliticos reportados pela literatura cientifica para
determinag¢do de CLO, como mostrado na Tabela 11. Apesar de apresentar uma faixa
linear mais estreita frente a grande parte dos trabalhos, boa detectabilidade associada a
uma condi¢do de transferéncia eletronica facilitada (potencial de redugdo mais proximo
de 0,0 V) foi alcancada. Além disso, muitos dos sensores avaliados necessitaram de um
nimero maior de materiais e etapas para as modifica¢des dos eletrodos (o0 que aumenta o
custo e afeta a frequéncia analitica), enquanto que no presente trabalho, um simples
protocolo de modificacao via drop casting foi adequado para a incorporagao do rGO sobre
GCE. No que diz respeito aos estudos com as amostras de leite, a maioria dos sensores
necessitaram de processos de extracdo, com uso de solventes organicos toxicos para o
preparo das amostras. Em contrapartida, simples diluicdo das amostras de leite em meio

de tampao BR (pH 2,0) foi suficiente para aplicacdo do método desenvolvido.
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Os resultados referentes a esta parte do trabalho foram submetidos para a Food

Analytical Methods, e no momento encontra-se sob revisao.
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Tabela 11 - Comparagdo do desempenho analitico do método desenvolvido por DPV usando GCE/rGO com outros métodos

eletroanaliticos relatados na literatura para a determinagido de CLO

Potencial vs

LD/

Sensor Método  Ag/AgCLKCl FL/pumol L™ 1 Amostras Preparo de amostra Referéncia
pmol L
(sat)/ V
3D CNTs@Cu _ . Extracdo com acetato (MUNAWAR
NPs@MIP v 0,50 105000 10 Leite de etila etal., 2018)
Adigao de acido
AUNPSGO/G s mp -0,45 1,5-2.95 0,25 Leite perclérico, (KARTHIK ef
CE . ~ ~ al., 2016)
centrifugagdo e filtragao
GCE/ . Diluigao em tampao (YADAYV et
C0304@rGO DPV -0,60 22000 1,16 Leite fosfato (pH 7,0) al., 2019)
) ) B Solugdes Diluigdo em agua (CODOGNOT
MMB/Au FIA-AMP 0.75 501000 a4 oftalmologicas deionizada Oetal.,2010)
ZnWO4/GCE cv -0,58 30 - 500 0,32 n.m. n.m. (SH;"(R ;)t al.,
Adigao de acido
tricloroacético
B-CD/CMK- . . ~ > (SUN et al.,
3@PDA/GCE SWV -0,63 0,5 -500 0,20 Leite centrifugagao, extyar,:ao 2018)
com acetato de etila e
filtragao
SPAN- Solugdes Diluigao em tampao (YANG et al.,
MoS,/CPE bPV 0,70 0,1-10 0,065 oftalmologicas fosfato (pH 7,0) 2015)
Si- o
) ) Solugdes Diluigdo em tampao (YALIKUN et
FeNOMEGE DRV 0.67 1-500 003 sfialmologicas  fosfato (pH 7,0) al., 2018)
Extracdo com acetato
OMIMPF¢/GN . . o (XIAO et al.,
P/SWNT/GCE n.m. -0,66 0,01-6 0,005 Leite de etila e zi_dlgao de 2007)
acetonitrila
. Diluig¢do em tampdo BR
GCE/rGO DPV -0,36 11-66 0,22 Leite Este trabalho

(pH 2,0)
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2021).

3D CNTs@Cu NPs@MIP: nanocomposito de nanotubos de carbono, nanoparticulas de cobre e polimero molecularmente impresso; AuNPs/GO/GCE:
eletrodo de carbono vitreo modificado com nanoparticulas de ouro e 6xido de grafeno; GCE/Co304@rGO: eletrodo de carbono vitreo modificado com
nanocristais de oxido de cobalto e oxido de grafeno reduzido, MMB/Au: eletrodo de ouro modificado com 2-mercapto-5-metilbenzimidazol;
ZnWO4/GCE: eletrodo de carbono vitreo modificado com tungstato de zinco; f-CD/CMK-3@PDA/GCE: eletrodo de carbono vitreo modificado com -
ciclodextrina, carbono mesoporoso ordenado e polidopamina; SPAN-MoS,/CPE: eletrodo de pasta de carbono modificado com polianilina e nanoesferas
de sulfeto de molibdénio; Fe/NOMC/GCE: eletrodo de carbono vitreo modificado com nanocompésito de carbono-silicio mesoporoso dopado com ferro
e nitrogénio; OMIMPFs/GNP/SWNT/GCE: eletrodo de carbono vitreo modificado com nanoparticulas de ouro, nanotubos de carbono e liquido i6nico;
GCE/rGO: eletrodo de carbono vitreo modificado com 6xido de grafeno reduzido; CV: voltametria ciclica; AMP: amperometria; DPV: voltametria de

pulso diferencial, FIA-AMP: analise por injegdo em fluxo com detecgdo amperométrica; SWV: voltametria de onda quadrada; FL: faixa linear; LD:
limite de detecgdo; n.m.: ndo mencionado.
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4.4.4 Conclusoes parciais

Medidas eletroquimicas por CV revelaram uma agao eletrocatalitica do rGO sobre
os processos de oxidagdo e/reducdo do CLO, dado os incrementos de corrente, assim
como deslocamento dos potenciais para regioes proximas de 0,0 V, frente ao eletrodo nao
modificado. Em ambas as superficies eletrodicas foi evidenciado um transporte de massa
caracterizado pela adsor¢cdo das moléculas de CLO. A partir da investigacao do pH do
meio com valores na faixa de 2,0 a 10,0, verificou-se que o comportamento eletroquimico
do CLO ¢ extremamente dependente do pH, sendo o pH 2,0, o mais adequado. Além
disso, notou-se que em cada uma das etapas de eletrolise, o numero de prétons e elétrons
sdo iguais, conforme reportado por outros estudos na literatura.

Um método empregando a DPV foi desenvolvida para a detecgao de CLO em
amostras de leite. Em condic¢des otimizadas, realizou-se uma comparacao das figuras de
mérito usando os sensores (GCE/rGO e GCE), sendo observado uma melhor performance
analitica sobre a superficie modificada. Percentuais de recuperagdo variando de 93 a 108
% com RSD de 6,0 %, atestaram a exatiddo e precisdo das analises. Além do mais, com
95 % de confianca, os resultados foram comparédveis aos valores estabelecidos pelas
analises por UFLC, comprovando a confiabilidade dos mesmos.

O desempenho analitico do método foi comparado com outros trabalhos
reportados na literatura cientifica, destacando-se boa detectabilidade, aliada a um simples
protocolo de modificacdo da superficie do eletrodo (via drop casting) e preparo de
amostra (diluicdo em eletrdlito suporte). Portanto, a metodologia proposta se mostra

promissora para o monitoramento de residuos de CLO em amostras de leite.
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5 CONCLUSOES FINAIS

No presente trabalho foi possivel sintetizar o rGO a partir do GO via redugado
quimica com borohidreto de sodio. Ambos materiais foram devidamente caracterizados
por espectroscopia Raman, espectroscopia na regido do infravermelho, difracdo de raios
X e microscopia eletronica de varredura. A partir das caracterizagdes espectroscopicas
constatou-se que a reacdo de reducao do GO a rGO foi eficiente, enquanto que
difratogramas de raios X mostraram um empilhamento irregular do rGO apds sua
reorganizacdo estrutural no estado solido. Imagens por microscopia eletronica de
varredura revelaram que uma grande parte da superficie do GCE foi efetivamente
modificada com rGO, e que as AgNps e AuNps se agregaram apoOs a etapa de secagem e
ficaram localizadas sobre os flocos rGO, e em outros locais nao preenchido pelo
nanomaterial carbonico.

Estudos por CV na presenca de cada um dos antibidticos (CIP, TET e CLO),
mostraram que usando o GCE/rGO ocorreram antecipagdes dos potenciais de
oxidacdo/reducdo com ganho consideravel de sinal analitico frente ao eletrodo nao
modificado, o que pode estar correlacionado ao incremento da area eletroativa e a agao
eletrocatalitica do nanomaterial.

Medidas eletroquimicas, mais especificamente com a CIP, evidenciaram que as
modifica¢des do rGO com as nanoparticulas de ouro e prata ndo ocasionaram melhoras
analiticas ao sensor que justificassem as suas utilizagdes. Além do mais, as mesmas
provavelmente foram facilmente dessorvidas para o seio da solugdo, em virtude da
diminui¢ao de intensidade dos sinais redox de ouro e prata apos a execugao de sucessivos
ciclos. Portanto, a etapa de modifica¢cao do rGO com as nanoparticulas requer uma melhor
investigacao, como por exemplo, o uso de polimeros e/ou outros modos de modificagado
para melhorar a retengdo destas sobre o eletrodo. Neste sentido, apenas 0 GCE/rGO foi
utilizado para o desenvolvimento das metodologias eletroanaliticas.

Para as determinagdes dos antibioticos nas amostras de formulagdes farmacéuticas
e no leite, diversos métodos eletroanaliticos foram propostos (SWV, BIA-AMP, FIA-
AMP e DPV). Estes apresentaram importantes caracteristicas analiticas, tais como:
precisdo, exatidao, detectabilidade adequadas, associadas a elevada frequéncia analitica
(mais pronunciado no BIA-AMP e FIA-AMP) e simples preparo de amostra (diluicao em

eletrolito suporte).
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Os teores dos principios ativos determinados nas preparagdes farmacéuticas
estavam de acordo com os valores pré-estabelecidos pelos rotulos dos fabricantes,
enquanto que os niveis de antibidticos nas amostras de leite, ficaram abaixo dos LD.
Percentuais de recuperacao nas amostras de leite variando de 84 a 111 %, demonstraram
que os constituintes do leite (gordura, vitaminas, proteinas, minerais, entre outros) nao
interferiram na resposta eletroquimica da CIP, TET e CLO utilizando o sensor a base de
grafeno. Nao houve evidéncias de diferencas significativas entre os resultados
eletroquimicos e os cromatograficos, o que confirmou a confiabilidade dos mesmos.

Todos os métodos desenvolvidos nesta tese foram devidamente comparados com
outros metodologias eletroanaliticas reportadas pela literatura cientifica, para a avaliagao
de CIP, TET e CLO. Na maioria dos casos, melhores condi¢des analiticas foram obtidas,
como: menores potenciais de oxidacdo/reducdo, maior detectabilidade, elevada
frequéncia analitica, além de aplicabilidade em amostras de formulagdes farmaceéuticas e
leite com resultados satisfatorios e confiaveis. Em virtude disto, grande parte do trabalho
j& se encontra publicado em revistas cientificas internacionais. De maneira geral, os
métodos propostos sdo promissores para a investigacdo de antibidticos em analises de

rotina envolvendo amostras de interesse alimenticio, farmacéutico, clinico e ambiental.
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PERSPECTIVAS

As perspectivas deste trabalho sdo:

a) Avaliar os sistemas de andlises BIA-AMP e/ou FIA-AMP para a quantificagao

rapida e sensivel de CLO em amostras de leite;

b) Propor um método por técnica de pulso (DPV ou SWYV) para a avaliacao

simultanea de CIP, CLO e TET;

¢) Estudar a etapa de modificagdo do rGO com as nanoestruturas metalicas, a partir
de um tratamento eletroquimico e uso de polimeros, de modo a melhorar adsor¢ao

das mesmas sobre a superficie eletrodo;

d) Aplicar os métodos desenvolvidos em outras amostras de interesse alimenticio,

clinico e ambiental;

e) Investigar a aplicabilidade do GCE/rGO para antibioticos de outras classes,

como os beta-lactamicos e as sulfanilamidas.
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