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RESUMO

Este trabalho descreve a preparacédo e viabilidade de sensores eletroquimicos a
base de nanomateriais carbonaceos e catalisadores biomiméticos da enzima P450,
visando a obtencdo de sensores sensiveis e seletivos para determinagdo de
tetraciclina. Para tal, inicialmente foram construidos sensores eletroquimicos usando
pasta de carbono modificada com 10% (m/m) de MWCNT-COOH (nanotubos de
carbono de paredes multiplas funcionalizados com grupos carboxila) e 10% (m/m)
de oOxido de grafeno (GO). A Voltametria de pulso diferencial adsortiva com
varredura anddica (VPDadVA) permitiu obter melhores resultados em solugéo
tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0); potencial e tempo de acumulagéo de 0,2 V e 30
s, respectivamente. Sob estas condi¢cdes o sensor apresentou uma faixa linear de
resposta entre 1,2 x 10° e 1,7 x 10 mol L™, sensibilidade de 1,2 x 10* (+1,0x10%) uA
mol L™ e limite de deteccdo de 3,6 x 10® mol L. Este sensor foi aplicado na
determinacdo de tetraciclina em urina sintética, aguas de rio e medicamentos,
obtendo-se recuperacdes com valores proximos a 100% e valores de repetibilidade
em termos do desvio padréo relativo (DPR) abaixo de 6%.

Na segunda etapa do trabalho, visando a obtengdo de um sensor biomimético, além
dos materiais nanoparticulados, as pastas de carbono foram individualmente
modificadas, com 11 compostos organometalicos que mimetizam o sitio ativo da
enzima P450. Dentre eles, apenas a bispiridilftalocianinaferro (Il), cloreto de
5,10,15,20-tetrafenil-21H, 23H-porfirinaferro (M) e 1,2,3,4,8,9,10,11,15,
16,17,18,22,23,24,25-hexadecafluoro-29H, 31H-ftalocianinacobalto (ll) apresentaram
resposta promissora usando voltametria ciclica. Entretanto, quando realizados

experimentos de quantificagdo através de VPDadVA nas condi¢gbes otimizadas,
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nenhum dos sensores mostrou respostas satisfatérias, apesar dos esforgos
realizados para conseguir a quantificagao da tetraciclina. Mostrando que neste caso,
os compostos avaliados ndo melhoraram a resposta do sensor previamente obtida
usando as nanoparticulas. Embora este resultado n&o tenha sido o esperado,
permite registrar que no caso da tetraciclina, nenhum dos 11 complexos avaliados &

adequado para promover a catalise eletroquimica deste farmaco.

Palavras Chaves: Tetraciclina, nanomateriais, catalisadores biomiméticos, sensores
eletroquimicos.




ABSTRACT

This work describes the preparation and feasibility of electrochemical sensors
based on carbonaceous nanomaterials and biomimetic catalysts of the P450
enzyme, in order to obtain sensitive and selective sensors for determination of
tetracycline. For this, electrochemical sensors were initially constructed using carbon
paste modified with 10% (w/w) of MWCNTCOOH (carbon nanotubes multi-walled
functionalized with carboxyl groups) and 10% (w/w) of graphene oxide (GO).
Differential pulse with adsorptive anodic stripping voltammetry (DPadSAV) provided
the best results in phosphate buffer 0.1 mol L™ (pH 7.0) and accumulation potential
and time of 0,2 V and 30 s, respectively. Under these conditions the sensor showed
a linear response range between 1.2 x 10° and 1.7 x 10 mol L™, sensitivity of 1.2 x
10* (+ 1,0 x 10%) pA mol L™ and detection limit of 3.6 x 10® mol L™". This sensor has
been applied to the determination of tetracycline in synthetic urine, river water and
pharmaceutical formulations with recovery values close to 100% and repeatability in
terms of relative standard deviation (RSD) below 6%.

In the second stage of the work in order to obtain a biomimetic sensor, in
addition to the nanoparticulate materials, carbon pastes were individually modified,
with 11 organometallic compounds that mimic the active site of P450 enzyme.
Among them, only bis(pyridil)phthalocyanine iron (ll); 5,10,15,20-tetraphenyl-21H,
23H-porphyrin iron (lll) chloride and 1,2,3,4,8,9,10,11,15,16,17,18,22,23,24,25-
hexadecafluoro-29H,31H-phthalocyanine cobalt (Il) showed promising response
using cyclic voltammetry. However, when performed experiments by VPD and
DPadSAV in optimized conditions, none of the sensors showed satisfactory

resposes, despite the efforts made to achieve the quantification of tetracycline.
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Showing that in this case, the these compounds did not improve the sensor response
previously obtained using the nanoparticles. Although this result was not expected,
allows you to register in the case of tetracycline, none of the 11 evaluated complex is

suitable to promote the electrochemical catalysis of this drug.

Keywords: Tetracycline, nanomaterials, biomimetic catalysts, electrochemical
sensors.
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1 INTRODU(}AO
1.1 Antibioticos

Desde as Ultimas décadas intensificou-se o combate das infecgdes
bacterianas tornando o tratamento médico mais eficaz, resultando numa reducéao
significativa da mortalidade causada por doencas microbianas. Entretanto com uso
indiscriminado de antibi6ticos proporcionou o surgimento de cepas resistentes, o que
levou a uma certa limitagdo as opgdes de tratamentos das infecgdes (SILVEIRA et
al., 2006).

Os antibidticos podem ser classificados em bactericidas e bacteriostaticos,
dependendo se o farmaco causa diretamente a morte das bactérias ou se apenas
inibe sua replicagao, respectivamente. A classificagdo se baseia no comportamento
do antibidtico in vitro e ambas as classes podem ser eficazes no tratamento de uma
infeccdo. Dentre eles temos amoxicilina, bacitracina, sulfanilamida, cloranfenicol,
rifampicina, clindamicina, ciprofloxacina, tetraciclina entre outros.

Também podem ser classificados como sendo de origem natural e seus
derivados semi-sinteticos, p-lactamicos, tetraciclinas, aminoglicosideos, macrolideos,
peptideos ciclicos esteptrograminas; ou de origem sintética como as sufonamidas,
fluoroquinolonas e oxazolidinonas (GUIMARAES, MOMESSO, PUPO, 2010).

Todo antibidtico ideal deve apresentar algumas caracteristicas como agao
antibacteriana seletiva e potente para agir em uma ampla série de microorganismos;
exercer sua atividade antibacteriana em presenga dos liquidos do organismo e nao
ser destruido por enzimas teciduais; nao perturbar as defesas do organismo; nao
produzir efeitos colaterias graves nem sensibilizagdo alérgica; nao provocar

resisténcia dos microorganismos sensiveis. Desse modo é indispensavel que a
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absorcdo, distribuicdo, destino e excregdo devem ser altamente eficientes

(CALIXTO, 2012).

1.1.1 Antibiéticos como promotores de crescimento

O uso de antibiéticos como promotores de crescimento ocorre em doses
subterapéuticas, aumentando também a produgcédo em vacas leiteiras e aves de
postura bem como o numero de filhotes em suinos. Seu mecanismo de agao esta
relacionado a modificagbes na flora intestinal de modo a diminuir as bactérias
sensiveis ao antibiético administrado, causando também a diminuicdo dos gastos
energéticos com a fermentacdo microbiana e direcionando essa energia para o
crescimento, atenuando a produgcdo de toxinas pelas bactérias a partir de
aminoacidos, de modo a libera-los para o desenvolvimento do animal bem como
diminuindo a espessura da parede intestinal, garantindo maior absorgdo de
nutrientes como vitaminas, minerais, aminoacidos e monossacarideos (GOMES,

2004).

1.1.2 Riscos ambientais e resisténcia a farmacos

Com a utilizagao destes antibidticos para prolongar a vida util de alimentos
pode-se colocar a saude em risco, pois ha a possibilidade de aparecer fenbmenos
alergénicos, em individuos sensiveis; carcinogénicos; alteragdes no equilibrio da
flora intestinal; podendo até aparecer bactérias resistentes no trato digestivo dos

consumidores (FOLLY, 2011).
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E conhecido como resisténcia bacteriana o fenémeno no qual um
microorganismo resiste a outras substancias devido a caracteristicas naturais ou
adquiridas pela espécie bacteriana. A resisténcia natural, ou intrinseca, ocorre
devido a mecanismos genéticos de carater hereditario para impedir a agdo de
antibioticos, seja pela auséncia de receptores ou pela presenga de estruturas com
essa funcionalidade. A resisténcia adquirida, por sua vez, pode ter origem em
mutacdes genéticas que resultam em sinteses de diferentes proteinas capazes de
tornar o medicamento ineficaz. O uso indiscriminado de antibiéticos pode induzir a
resisténcia adquirida devido a pressédo selecionadora sobre os microorganismos
fazendo surgir nova espécie bacteriana melhor adaptada e mais dificil de ser
combatida pelos medicamentos tradicionais. Ha também a resisténcia transferivel ou
cruzada, outra forma de resisténcia adquirida, na qual ocorre transferéncia de
material genético de um microorganismo resistente para outro sensivel transferindo-
Ihe a caracteristica da resisténcia a um ou mais antibiéticos (GOMES, 2004).
Com o aumento da utilizagdo destes antibidticos, aumentou também a
quantidade de residuos descartados na rede de esgoto levando ao aumento de

bactérias resistentes (DIAS, 1987).

1.1.3 Tetraciclina

Desde 1945 com a descoberta do primeiro membro da familia das
tetraciclinas (Figura 1), por Benjaminn Dugar, a partir da fermentagdo natural de
uma bactéria do solo Streptomyces aureofaciens até hoje sdo desenvolvidos e
sintetizados analogos a tetraciclina. Outras tetraciclinas foram identificadas mais

tarde, bem como produzidas a partir de semi-sinteses como as descritas
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recentemente da classe das glicilglicinas como metaciclina, doxyciclina, minociclina
e tigilciclina(CHOPRA, ROBERTS, 2001). Esta classe de antibidticos possui
propriedades favoraveis como uma grande faixa de agao, possui baixa toxicidade e
baixo custo, o que tornam seu uso facil e indiscriminado (MAIA, 2010). Sao
exemplos da classe das tetraciclinas a clorotetraciclina, doxiciclina, minociclina,
oxitetraciclina e a tetraciclina (SILVA,1999). Todas elas tém em comum uma
estrutura quimica denominada anel naftaleno e a diferenca entre os varios tipos de
tetraciclinas devem-se a diferengas nos grupos quimicos que se ligam ao anel
naftaleno, Figura 1 (HERBST, MACEDO, ROCCO, 2004) sendo que a forma de
excrecao da tetraciclina se da na forma ativa em 60% pela urina e de 20 a 50% nas

feses. (BEALE, 2011)

Figura 1: Estrutura quimica das tetraciclinas

Tetraciclinas tém sido prescritas como profilaxia e tratamento de infeccbes
principalmente respiratorias, como pneumonia. Entretanto, estudos mostram que
pode-se encontrar tetraciclina também no escarro, que pode ser explicado por este

tipo de tratamento do trato respiratorio, a qual ira penetrar no sebo sendo excretado
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pelo suor proporcionando também o tratamento contra acne (CHOPRA, ROBERTS,
2001). Adicionalmente, estudos tém demonstrado que tetraciclinas tem efeitos na
profilaxia e tratamento de malaria, Plasmodium falciparum Entamoeba histolytica,
Giardia lamblia, Leishmania, Trichomonas vaginalis, Toxoplasma gondii e até mesmo
para o tratamento de doengas causadas por protozoarios. Alternativamente, as
tetraciclinas também apresentam efeitos ndo antibacterianos como anti-inflamacgao e
imunossupregao pela inibicdo da lipase (ROBERTS, 2003), tornando ainda maior
seu campo de aplicagao.

Entretanto, os principais efeitos adversos do uso da tetraciclina sdo nauseas,
vémitos, anorexia, flatuléncia, pirose e diarréia. O efeito mais grave, porém, é o
atraso no crescimento dos ossos e formagao de manchas amareladas permanente
nos dentes de criangas durante a calcificagdo, quando administrada diretamente ou
a suas maes no periodo de lactagao ou gestacdo (KOROLKOVAS; BURCKHALTER
1988 p. 593-595).

Na medicina veterinaria, a tetraciclina também pode ser utilizada no
tratamento de infeccbes como a mastite em bovinos, aves, ovinos e suinos, e
também usado para melhorar o crescimento. Outro uso se da em aquacultura para
controle de infecgdes em salmédo, bagres e lagostas em cativerio (CHOPRA,

ROBERTS, 2001).

1.1.3.1 Métodos de determinacao de tetracilina

Na literatura séo descritos varios métodos para analise de tetraciclina como,
por exemplo, os métodos por determinagdo espectrofotométrica através da

complexacao (NIAZI, SADEGHI, 2006), eletroforese capilar (IBARRA et al, 2011) e a
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cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢cao UV, a qual é o método de
analise preconizado pela Farmacopeia brasileira (RUFINO, 2009; PRADO,
MACHINSKI, 2011). Atualmente, tem sido constatado um grande interesse na area
da eletroquimica, especialmente no desenvolvimento de sensores. As vantagens
que se obtém com o emprego de sensores eletroquimicos sao inumeras, como alta
seletividade e sensilidade, reprodutibilidade, robustez e principalmente o baixo
custo, tornando, assim, muito promissora essa metodologia de analise (WONG et al,

2014, LOWINSOHN et al, 2006).

1.2 Sensores eletroquimicos

O desenvolvimento de sensores eletroquimicos tem se destacado muito
recentemente, principalmente devido aos novos desafios impostos por amostras de
interesse industrial, clinico e ambiental, que tém levado a uma crescente busca por
meétodos analiticos cada vez mais eficientes.

A utilizagdo de técnicas eletroquimicas no desenvolvimento de sensores
eletroquimicos constitui-se em uma poderosa ferramenta para os quimicos analiticos
na resolugdo de seus problemas, especialmente por causa de algumas
caracteristicas vantajosas como a elevada sensibilidade das determinagdes, custo
moderado quando comparado a CLAE e portabilidade. A versatilidade das técnicas
eletroquimicas também merece destaque visto que é possivel controlar as reagdes
eletrodicas modificando a interface eletrodo-solugao através de correntes mais
baixas e diminuicdo da corrente capacitiva, além de, principalmente, priorizar a
corrente faradaica, que é a corrente de interesse (LOWINSOHN, BERTOTTI, 2006).

Deve-se enfatizar que as reacdes eletroliticas que ocorrem na superficie do eletrodo
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sdo heterogéneas e tem lugar na regiao interfacial entre o eletrodo e a solugao,
regidao onde a distribuicdo de carga difere da fase no interior da solugéo. O eletrodo
pode atuar como doador (redugéo) ou receptor (oxidagao) de elétrons transferidos
para ou desde as espécies em solugao (BRETT, 1997).

Na Figura 2 pode-se notar a evolugéo de trabalhos cientificos publicados
entre os anos de 2000 a 2014, com destaque em 2013 e 2014 que apresentaram
aproximadamente 2400 trabalhos cientificos publicados, mostrando o crecimento
exponencial e indicando o interesse da comunidade cientifica por esta area de

pesquisa.

Figura 2: Numero de trabalhos cientificos sobre sensores eletroquimicos publicados entre

janeiro de 2000 e dezembro de 2014 coletados da base de dados do SciFinder®.
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1.2.1 Eletrodos quimicamente modificados (EQM)

O termo eletrodo quimicamente modificado (EQM) foi introduzido no jargao
eletroquimico por Murray e colaboradores em 1975 para designar eletrodos com
espécies quimicamente ativas, deliberadamente imobilizadas em suas superficies,
com o objetivo de pré-estabelecer e controlar a natureza fisico-quimica da interface
eletrodo/solugao (SOUZA, et al, 1997). A modificagao da superficie do eletrodo pode
ocorrer com o uso de muitos compostos, como por exemplo, pelo uso de enzimas
como a acetilcolinesterase (biossensor), ou pelo uso de um composto organico ou
inorganico que imita a funcdo enzimatica (bioinspirado), ou que imita a estrutura
quimica do sitio ativo da enzima (biomimético). O fato € que a modificagdo da
superficie através do uso desses materiais permite melhorar a reatividade, e/ou
seletividade, e/ou sensibilidade do dispositivo, possibilitando o desenvolvimento de
eletrodos para varios propositos e aplicagdbes (WONG, 2014, PEREIRA, 2002,
SOTOMAYOR, 2006).

Sensores a base de pasta de carbono sdo um tipo de EQM que consiste em
uma mistura de grafite em pdé e um ou mais modificadores que permitira obter
caracteristicas vantajosas como alta sensibilidade e seletividade de um ou mais
analitos de interesse. Nesse tipo de sensor € utilizado um aglutinante, geralmente
o6leo mineral (Nujol®), para obtengdo da pasta de carbono modificada. As
caracteristicas vantajosas de um EQM sao verificadas quando se compara com a
resposta eletroquimica do eletrodo de pasta de carbono ndo modificada.

Por exemplo, no caso da construcdo de sensores biomiméticos, a pasta de
carbono é modificada com compostos redox capazes de mimetizar o sitio ativo de
enzimas redox (GOBATTO, et al., 2010; BONI, et al., 2010; WONG, et al., 2010). Na

literatura, recentemente, tem sido observado o uso de nanomateriais que contribuem
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com a resposta eletroquimica do sensor. Dentre este compostos podem ser citadas
as nanoparticulas metalicas e os nanomateriais carbonaceos, como nanotubos de
carbono e grafeno.

A Tabela 1 apresenta algumas aplicagbes para 0 uso destes materiais

descritos na literatura.

Tabela 1: Aplicagdes para uso de materiais carbonaceos com os respectivos modificadores.

Material carbonaceo Modificador Aplicacao
, Captopril
Pasta de carbono Acido 1,1-Ferrocenodicarboxilico
(KARIMI-MALEH,2009)
Captopril

Pasta de carbono bis(piridil)ftalocianinaferro (I1)
(WONG, 2010)

Paracetamol e acido ascoérbico

Nanotubo de carbono Nanotubo de carbono (NTC)
(DUARTE, 2013)

Carbamazepina

Pasta de carbono Ditiocarbamato
(SILVA, 2006)
. _ Cu (I), Pb (Il) e Bi (1lI)
Pasta de carbono Acidos humicos
(CRESPILHO, 2004)
2,7-bis(etilferrocenil) fluoreno-9- Glutationa

Pasta de carbono
ona (RAOOF, 2009)

Dideoxinosina
(OZOEMENA, 2009)

Pasta de carbono Metaloftalocianina

1.2.2 Modificagao da superficie do eletrodo

A modificacdo consiste na escolha adequada do material do eletrodo assim
como do método de imobilizagdo conveniente para manter a atividade redox do

modificador. Nesse contexto podem ser empregados para a modificagdo de
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eletrodos enzimas, no caso de biossensores, ou catalizadores biomiméticos
(complexos metélicos) para os sensores biomiméticos (WONG, 2010; PEREIRA,
2010).

Existem varios métodos de imobilizagdo destes materiais como: (/) a
adsorcao que consiste na interagao fisica do modificador na superficie do eletrodo;
(i) ligagao covalente, onde o modificador é fixado na superficie eletrédica por ligagéo
covalente, nesse tipo de imobilizagao € possivel manipular a reatividade dos grupos
funcionais na superficie do eletrodo oferecendo um método estavel; e (i) a
imobilizagao por oclusédo, que € aquela comumente usada na obtengao de pastas de
carbono modificadas, nas quais ha a mistura de grafite em p6, agente modificador e
um aglutinante podendo ser parafina ou 6leo mineral (VALLE, 2011, WONG, 2014,

PEREIRA, 2002).

1.2.3 Desenvolvimento de sensores eletroquimicos a base
de pasta de carbono

Nos ultimos anos a literatura tem mostrado um aumento significativo no
emprego de sensores amperométricos a base de pasta de carbono, os quais tem
sido preparados a partir de uma simples mistura de p6 de grafite e um modificador
seletivo ou até usando materiais mais elaborados como compostos de ftalocianina,

porfirina metalica e nanotubos de carbono (WONG, 2010 e BONI, 2010).

1.2.3.1 Nanotubos de carbono de (NC)

Nanotubos de carbono foram introduzidos por lijima em 1991 apresentando-

se como estruturas unicas e com propriedades mecanicas e eletrdbnicas notaveis
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(IIJIMA, 1991). Esses nanomateriais sdo compostos por folhas de grafeno enrolados
na forma de um cilindro fechado, com estruturas hexagonais ligadas entre si com
hibridizagao do tipo sp2 e dimensdes nanométricas, formando uma cavidade interna
oca. Os nanotubos de carbono sado estruturas quimicas altamente rigidas e
resistentes a tensdes mecanicas. Nesse sentido, os nanotubos de carbono possuem
uma boa estabilidade quimica e mecanica, bem como propriedades eletrocataliticas
elevadas e interessantes para o emprego nos eletrodos (ZARBIN, OLIVEIRA, 2013;
WONG, 2010). Desempenham simultaneamente as fungdes de condutores, tanto de
calor como de eletricidade dependendo da direcdo de seu enrolamento, e estédo
divididos em dois grandes grupos, os de parede simples, compostos pelo
enrolamento de uma unica folha de grafeno (SWCNT, single walled carbon
nanotubes) e os de paredes multiplas (MWCNT, multi walled carbon nanotubes)
(BELIN, et al., 2005).

Atualmente, nanotubos de carbono tém sido utilizados em numerosas
aplicagdes praticas como dispositivos emissores de elétrons, armazenagem de
energia, sensores eletroquimicos, entre outros (MOKHTAR, et al, 2012). A utilizagao
de nanotubos de carbono em sensores eletroquimicos permite obter maior area
superficial, amplificando o sinal analitico e algumas vezes até eletrocatalise
(MORAES, 2010; HU, HU, 2009). Entretanto recentemente, vem se intensificando os
estudos sobre a toxicidade desses nanotubos e do grafeno, quanto a exposicao a
esses nanomateriais, pois € conhecido que podem acelerar varias atividades

intracelulares no organismo (ZARBIN, OLIVEIRA, 2013).

1.2.3.2 Oxido de grafeno (GO)
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O grafeno consiste em uma folha plana de atomos de carbono com
hibridizagdo sp? densamente compactados, com espessura de um atomo e reunidos
em uma estrutura cristalina hexagonal. Atualmente, a comunidade cientifica e
tecnolégica vem se interessando pelas varias aplicagbes como eletronica,
armazenamento e conversdo de energia, biociéncias e biotecnologia. Algumas
propriedades fisico-quimicas do grafeno o torna muito vantajoso, como sua
excelente condutividade elétrica e térmica, resisténcia mecanica e, principalmente,
baixo custo, esta ultima propriedade muito interessante quando comparado a outros
nanomateriais. Em muitos trabalhos foi constatado que a imobilizagdo de grafeno na
superficie de eletrodos permite um aumento significativo da corrente faradaica,
levando a um aumento de sensibilidade de sensores devido ao aumento da
atividade eletrocatalitica (WONG, 2014,GEIM et al, 2007). Assim, a funcionalizagcédo
destes matérias proporciona pequenas distor¢ées na estrutura do grafeno alterando,
assim, auxiliando a transferéncia de carga através das carboxilas (TONEL, et al

2013).

1.3 Sistemas bio-inspirados

Sistemas bio-inspirados referem-se a simulagao/imitacdo da arquitetura de
sistemas biolégicos (ZAPP et al, apud SANTOS, CAVALHEIRO, 2014), os quais
espera-se que apresentem propriedades similares as daquele sistema que foi
imitado (KIM et al, 2005), desenvolvendo formas artificiais que podem imitar as
unicas e delicadas estruturas e fungbées naturais (WANG et al, 2013). Assim, bio-

inspiracdo envolve os conceitos de biologia, mecanismos e fungdes e é o ponto de
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partida para o desenvolvimento de materiais sintéticos com estrutura e funcgdes
avancadas.

Os materiais quimicos bio-inspirados sao importantes para diversas areas
como engenharia biomédica, bionanotecnologia, bioceramica e biossensoriamento.
A longo prazo, o caminho entre sistemas biolégicos e materiais bioinspirados
poderia originar uma “biologia artificial” na qual a evolugdo de componentes
biomiméticos seriam tdo comum quanto a transformacdo da natureza humana
(DUJARDIN, MANN, 2002).

Os sistemas bio-inspirados promovem um dialogo entre a ciéncia basica e
a engenharia aplicada, pois requer o conhecimento de como funciona um sistema
vivo, mas permite adicionar caracteristicas que nao estdo presentes nos modelos
biolégicos, garantindo performances superiores as naturais. Os processos
biomiméticos, por sua vez, possibilitam testes precisos para copiar e recriar
estruturas e fungdes sem precisar lidar com a complexidade dos sistemas vivos.
Entretanto, é importante destacar que ambos os conceitos sdo componentes
inseparaveis para o progresso tecnologico (VULLEV, 2011).

Assim, a somatoria dos avangos da ciéncia para obtencéo de sistemas bio-
inspirados acoplados as habilidades tecnoldgicas até agora desenvolvidas, permitem
o desenvolvimento de novas aplicagbes, com intuito de complementar ou imitar a
especificidade dos organismos biolégicos, através de sistemas biomiméticos. No
caso especifico dos biossensores, o intuito € a melhora em relagdo a sua
seletividade e robustez de modo a oferecer opgdes mais interessantes para

diagnosticos e tratamentos médicos.
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1.4 Sensores biomimeéticos

Nos dultimos anos a literatura tem mostrado a possibilidade de
desenvolvimento de sensores altamente seletivos, mais sensiveis e mais
duradouros, baseando-se na quimica biomimética de enzimas, cuja estrutura e
mecanismo de catalise sdo amplamente conhecidos (BLACKBURN et al., 1991;
SOLOMON, 1996; SONO et al.,1996).

Estratégias para a construgdo deste tipo de sensores, principalmente
voltamétricos, estdo baseadas na estrutura do sitio ativo da enzima tomada como
modelo e no mecanismo enzimatico da reacdo que sera catalisada, que na maioria
das vezes trata-se de enzimas redox. Assim, sensores biomiméticos sdo baseados
em analogos sintéticos de enzimas naturais que proporcionam uma maior
estabilidade do que os sensores baseados em materiais bioldgicos. O
desenvolvimento desses sensores se da pela mimetizagao do sitio ativo da enzima e
a reacao envolvida na catalise desta com o substrato, favorecendo uma
transferéncia eletrbnica que proporciona maior eficiéncia ao processo
(SOTOMAYOR; KUBOTA, 2002) e, desta forma, permitindo obter sensores mais

sensiveis e, ao mesmo tempo, seletivos e duradouros.

1.4.1 Enzimas P450

As enzimas P450 ou citocromo P450, da familia das oxido-redutases,
constituem um dos principais sistemas enzimaticos do organismo que atua sobre
diversos xenobiodticos, pesticidas, farmacos, entre outros. Localizam-se no reticulo
endoplasmatico liso, mitocéndrias e outras membranas. O termo P450 se refere ao

fato de que, quando ligada ao monoxido de carbono (CO), o complexo mostra um
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espectro de absorgcao caracteristico, com pico de absorcdo em aproximadamente
450 nm.

As enzimas P450 apresentam um sitio ativo que € comum a todas essas
enzimas, o composto organometalico ferro protoporfirina IX (Figura 3). O uso de
compostos mimetizadores € de extrema importancia tendo em vista a seletividade
promovida por essas enzimas. Assim, tem sido mostrado que complexos
organometalicos com estruturas semelhantes ao sitio ativo desta enzima, como
derivados de ftalocianinas e porfirinas de ferro, manganés e cobalto, sdo capazes de
desempenhar essa fungao (HLAVICA, 2004; CHAUHAN, KUMARI, 2007; HIRAO,
KUMAR, SHAIK, 2006). A utilizacdo destes materiais facilita a transferéncia
eletrbnica entre o analito e a superficie do eletrodo, podendo ser imobilizados na
superficie dos eletrodos através de algum agente imobilizador (WONG, 2014).

Na Figura 3, sao apresentadas as estruturas quimicas da ferro
protoporfirina IX e dos complexos organometalicos utilizados neste trabalho, na

tentativa de construcao de sensores biomiméticos para tetraciclina.

Figura 3: Estrutura do sitio ativo da P450, a ferro protoporfirina (1X) (a) e dos complexos 1, 2
3,4 .,8.,9,10 ,11, 15, 16, 17, 18, 22, 23, 24, 25 — Hexadecafluoro-29H-31H-

ftalocianina cobalto (Il) (b) e Bis(piridil)ftalocianina ferro (1) (c).

(@)




CAPITULO I
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2 OBJETIVO

Este trabalho tem por objetivo o desenvolvimento de sensores voltamétricos
seletivos, sensiveis e estaveis visando determinacdo de tetraciclina em amostras
ambientais, bioldgicas e farmacéuticas.

Para isto foi proposta a construgdo de sensores eletroquimicos modificados
com nanomateriais carbonaceos e complexos biomiméticos do sitio ativo da enzima

P450.



CAPITULO 1
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e Solugodes

Todos os reagentes empregados foram de grau analitico ou cromatografico
(CLAE), segundo a necessidade. Todas as solu¢des foram preparadas com agua
deionizada (resistividade = 18 MQ a 25°C) obtida de um sistema de purificagdo Milli-
Q (Direct-0,3).

Tetraciclina hidroclorada, nanotubos de carbono de parede multipla e grafeno
foram adquiridos da Sigma-AIdrich®_ Hidroxido de soédio, acido cloridrico e
dihidrogenofosfato de sodio foram obtidos da Synth-Brazil®.

Solugdes estoque de tetraciclina foram preparadas a partir da dissolugao de
40 mg do analito e dissolvidas com agua deionizada até um volume de 10,0 mL.

Os eletrolitos utilizados foram solugdes de tampao fosfato 0,1 mol L™ que
foram preparadas a partir de 13 g de fosfato monobasico de potassio anidro
dissolvidos em 1 litro, apds o ajuste de pH com solucdo 1,0 x 102 mol L™ de &cido

cloridrico para pH abaixo de 7,0 e hidréxido de sodio para pH acima de 7,0.

3.2 Medidas Eletroquimicas

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um micro-potenciostato da
Autolab Tipo Ill, usando uma célula eletroquimica convencional de 3 eletrodos,
contendo um eletrodo de referéncia de Ag|AgCl (KClss) comercial (Analion®),
eletrodo auxiliar de fio de platina em forma de espiral e eletrodo para uso com pasta

de carbono com didmetro de 4 mm, como eletrodo de trabalho.
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3.3 Construgao dos sensores eletroquimicos

3.3.1 Funcionalizacao de nanotubos de carbono de parede
multipla (MWCNT-COOH)

O método de funcionalizagdo para nanotubos de carbono consistiu em
misturar 20 mg de nanotubos de carbono de paredes multiplas com 100 mL de
solugdo de sulfonitrila (3H2SO4:1HNO3, concentrada). Essa mistura foi agitada
durante 12 horas e posteriormente realizada a filtracdo em papel de filtro com
diluicdo de 1:10 (solugédo/agua) e lavagem com agua ultra pura para retirada do
acido (pH proximo a 7). Apds isso, o material foi levado a estufa a 70 °C por 12
horas para secagem do material (WONG, et al., 2014). Apds este tratamento obteve-

se o nanotubo de carbono funcionalizado com grupos carboxila (MWCNT-COOH).

3.3.2 Funcionalizacao do grafeno (GO)

O método de funcionalizagdo para grafeno consistiu em misturar 20 mg de
grafeno com 100 mL de solugdo de sulfonitrila (1H2SO4:1HNO3). Essa mistura foi
agitada durante 4 horas e posteriormente realizada a filtragdo em papel de filtro com
diluicdo de 1:10 (solugédo/agua) e lavagem com agua ultra pura para retirada do
acido. Apds isso, o material foi levado em estufa a 70 °C por 12 horas para secagem
(SHESHMANI et al, 2013). Apds este tratamento obteve-se o grafeno em sua forma

oxidada (GO).
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3.3.3 Preparacgao do eletrodo de pasta de carbono
modificada com MWCNT-COOH e GO

A preparacao da pasta de carbono para determinacdo de tetraciclina foi
realizada inicialmente misturando 80 mg de pé de grafite, 10 mg de MWCNT-COOH,
10 mg de GO e 1,0 mL de tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0). O material foi
cuidadosamente homogeneizado com uma espatula de ago inox e, a seguir, deixado
secar ao ambiente por um periodo de 24 horas para evaporacédo da fase liquida.
Sobre o material seco, adicionou-se aproximadamente 90 yL do agente aglutinante,

6leo mineral (Nujol®), para a obtencdo da pasta de carbono modificada.

3.3.4 Preparagao do sensor biomimético

A preparacédo do sensor biomimético visando a determinacédo de tetraciclina
foi realizada de trés formas. Misturando 90 mg de pé de grafite, 10 mg do material
biomimético e 1,0 mL de tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0), ou misturando 80 mg
de grafite, 10 mg de complexo metalico, 10 mg de MWCNT-COOH e 1,0 mL de
tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0), ou misturando 70 mg de grafite, 10 mg de
complexo metalico, 10 mg de MWCNT-COOH, 10 mg de GO e 1,0 mL de tampéo
fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0) Estas misturas foram cuidadosamente homogeneizadas
com uma espatula de ago inox e, a seguir, deixadas secar ao ambiente por um
periodo de 24 horas para evaporagao da fase liquida. Apds secos sobre os materiais
foram adicionados 90 pL do agente aglutinante, 6leo mineral (Nujol®), e
homogeneizou-se todas as misturas obtendo-se as correspondentes pastas de
carbono modificadas. = Cada pasta, Figura 4A, preparada foi introduzida na

cavidade do eletrodo de trabalho de dimensdo de 4 mm didmetro e 1 mm de
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profundidade, Figura 4B. O eletrodo utilizado € composto por um suporte de teflon,
um disco de platina como contato com a pasta e uma haste de cobre para contato

elétrico.

Figura 4: Construgdo do eletrodo de pasta de carbono. (A) Pasta de carbono

modificada. (B) Eletrodo adequado para montagem do sensor.

Os complexos utilizados nesse trabalho encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2: Complexos organometalicos utilizados como modificadores biomiméticos.

Complexos testados como potenciais catalisadores P450

Ftalocianina cobre (Il)

Hexadecafluoro-29H-31H ftalocianina cobalto

Bis(piridil)ftalocianina ferro ()

Cloroftalocianina ferro (1)

Tetrakismetoxifenilporfirina cobalto (1)

Ftalocianina cobalto

29H,31H-Ftalocianina 1,4,8,11,15,18,22,25-octabutoxi niquel (1) (NiOPc)

Cloro 21H,23H-porfirina 5,10, 15,20-tetraquis (pentafluorophenil) ferro (11l

Protoporfirina IX

Cloreto de 5,10,15,20-Tetrafenil-21H,23H-porfirina ferro(lll)
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29H,31H-ftalocianina 1,4,8,11,15,18,22,25-octabutoxi zinco (I)

A utilizacdo de eletrodos de pasta de carbono permite realizar inumeras
analises eletroquimicas mediante um simples polimento da superficie do eletrodo em
papel sulfite limpo. Nas medidas eletroquimicas em voltametria de pulso diferencial,
o desvio padrao relativo e a barra de erro obtida de trés curvas analiticas foram

realizadas com o objetivo de confirmar a repetibilidade e a confiabilidade do sensor.

3.4 Analise de amostras de formulacoes farmacéuticas

O medicamento analisado foi o cloridrato de tetraciclina de 500 mg por
capsula, das marcas Teuto® e TetraMed®. Foram analisadas também capsulas de
cloridrato de tetraciclina de farmacias de manipulagdao, sendo também avaliada a
resposta dos excipientes das formulagdes que sao estearato de magnésio,
laurilssulfato de sédio e talco, visando estudar as possiveis interferéncias na
resposta do sensor.

Os medicamentos, que se encontravam como capsulas, foram abertos para
retirada do farmaco e dos excipientes. Em seguida foram preparadas solugdes a
partir de calculos de massa referente a tetraciclina presente nas capsulas em
relacdo a sua massa total. Depois de preparada uma solugdo aquosa de
concentracdo conhecida de tetraciclina, filtrou-se essa solugédo para a retirada de
substancias insoluveis.

A quantificagdo da tetraciclina em amostras farmacéuticas foi realizada com o
sensor proposto e os resultados obtidos foram comparados com o método adaptado

da Farmacopeia brasileira (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
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2010). As analises foram realizadas preparando-se os padrées com a finalidade de
se elaborar uma curva analitica. Cada solugao padrao foi filtrada em filtro de 0,45 ym
e entdo injetada no equipamento com volume de 20 pL usando como fase movel
acetonitrila:metanol:acido oxalico 0,1 mol L™ (70:12:18), coluna C8 e detector UV-Vis
fixado em A = 365 nm. Cabe ressaltar que cada amostra de tetraciclina foi preparada

da mesma forma que os padrdes e injetadas no cromatégrafo.

3.5 Analise de amostras ambientais e de urina artificial

O sensor proposto foi avaliado em trés amostras de aguas de rios localizadas
na regiao de Araraquara, interior do estado de Sdo Paulo (Brasil) e uma amostra de
urina artificial que foi preparada a partir dos seguintes reagentes: 0,73 g de NacCl,
0,40 g de KCI, 0,28 g de CaCl,, 0,56 g de Na,SO,, 0,35 g de KH,POq4, 0,25 g de
NH4CI, e 6,25 g de ureia os quais foram dissolvidos com agua ultra pura em um
baldo volumetrico de 250,0 mL (DEROCO et al, 2014).

Todas as amostras obtidas foram enriquecidas com tetraciclina obtendo-se
uma solugdo com concentracdo de 4,0 x 10° mol L' e analisadas
eletroquimicamente com o sensor proposto e por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE-UV).

O método de adicao de padrao foi utilizado para determinacao de tetraciclina
nas amostras preparadas e os resultados foram comparados com o método
comparativo (CLAE-UV). As amostras analisadas em CLAE foram previamente

filtradas em filtros de 0,45 um para evitar entupimento da coluna cromatografica.



CAPITULO IV
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desenvolvimento de sensor eletroquimico modificado
com MWCNT-COOH e 6xido de grafeno (GO) para
deteccao de tetraciclina

4.1.1Caracterizacao dos materiais nanoparticulados

A Figura 5 apresenta as imagens do grafite (A), onde observa-se a estrutura
em forma de “flocos” caracteristica do grafite, e MWCNT-COOH (B), onde observa-
se a estrutura caracteristica em “fio” propria dos nanotubos de carbono, que foram

obtidas por microscopia eletrénica de varredura (MEV).

Figura 5: Microscopias eletrbnicas de varredura dos materiais carbonaceos usados neste
trabalho (A) Grafite, (B) MWCNT-COOH. Medidas realizadas em um microscopio
eletrénico de varredura modelo JEOL JSM 7500F.

— 100nm IQ-UNESP 11/23/2012 o 10nm IQ-UNESP 11/23/2012
X 80,000 3.0kV SEI SEM WD 3.9mm 10:20:14 X 500,000 3.0kV SEI SEM WD 3.9mm 10:25:51

Na Figura 6 é mostrado um espectro no infravermelho com transformada de
Fourrier (FTIR) do MWCNT sem funcionalizar tal como adquirido da Sigma e do
MWCNT-COOH. Neste espectro de infravermelho podem ser destacadas as bandas

de absor¢do em 1654, que corresponde ao grupo C=0, e bandas na regido de 3000,
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1400, 1000 cm™ que correspondem aos grupos e -OH dos acidos carboxilicos que
estdo presentes no nanomaterial, evidenciando que o tratamento realizado para a

funcionalizagdo dos nanotubos de carbono foi bem sucedida.

Figura 6: Espectros de absorcéo no infravermelho de nanotubos sem funcionalizar (SIGMA)
e de nanotubos funcionalizados tal como descrito na parte experimental
(MWCNT-COOH) (B). Medidas realizadas em um espectrofotdmetro de

infravermelho por transformada de Fourrier Shimadzu IR Prestige-21.

% MWCNT -
100,5 ] MWCNT-COOH -

97 54|
] I
94 .
°© 183 cCO
94,5‘; OH
1 OH
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3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
i P 1/cm
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A Figura 7 A apresenta as imagens do 6xido de grafeno (GO) usado neste
trabalho obtidas por microscopia eletronica de varredura, na qual a estrutura do GO
se assemelha a “folhas de papel amassadas” ou enrugadas, tal como relatado e
conhecido na literatura (ZHU et al, 2010, WONG, 2014). Na Figura 7B é possivel
verificar a presenga do nanotubo funcionalizado, do grafeno ao fundo e das placas

de grafite.
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Figura 7: Micrografia eletrénica de varredura do 6xido de grafeno (A) e do grafite Nanotubo
funcionalizado e grafeno (B) usados neste trabalho. Imagens obtidas em

microscopio eletrénico de varredura modelo JEOL JSM 7500F.

’ h i
— 1pm IQ-UNESP 11/29/2013 — 1pm IQ-UNESP 5/8/2015
10,000 5.0kV SEI SEM WD 7.8mm 11:14:42 X 15,000 2.00kV SEI SEM WD 7.3mm 9:47:55

Ja o espectro de infravermelho do GO (FTIR), mostrado na Figura 8 mostra
algumas bandas de absorgéo caracteristicas para este nanomaterial. Em 1639 cm’™”
apresenta-se o pico correspondente da dupla ligagdo carbono-carbono (C=C), e em
1575 cm™ indica a ligacdo C=C presente em anéis aromaticos. A banda
caracteristica em 1382 cm™ sugere a deformacdo angular de C-H nas metilas, e a
banda 1219 cm™ corresponde a ligagdo carbono-oxigénio de acido carboxilico no
GO. Este ultimo pico indica que houve a funcionalizagdo do grafeno para éxido de
grafeno, sem modificar drasticamente a estrutura original do nanomaterial, pois os
picos do grafeno continuam nas mesmas posi¢cdes, porém mais definidos apds o
tratamento, indicando que, além de oxidar o grafeno, o material foi

convenientemente purificado.
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Figura 8: Espectros FTIR para o grafeno, tal como adquirido, e o grafeno funcionalizado
(GO). Medidas realizadas em um espectrofotometro de infravermelho por

transformada de Fourrier Shimadzu IR Prestige-21.
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4.1.2 Caracterizacao eletroquimica do sensor a base de
nanoparticulas carbonaceas

A partir dos resultados preliminares obtidos com o eletrodo modificado com
nanotubo funcionalizado iniciaram-se os testes com eletrodo de pasta de carbono
modificada com nanotubo de carbono funcionalizado (MWCNT-COOH) e 6xido de
grafeno (GO). A caracterizacéo eletroquimica foi realizada usando voltametria ciclica
em uma faixa de potencial de -1 a 1 V. As Figura 9 e Figura 10 apresentam os
voltamogramas ciclicos detalhados dos modificadores utilizados nesta parte do

trabalho, para fins de comparacéao, na presenca de tetraciclina.
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Figura 9: Voltamogramas ciclicos para sensor a base de pasta de carbono, EPC (A),
MWCNT/EPC (B), e MWCNT-COOH-GO/EPC (C) na presenga de tetraciclina na

concentragdo de 5,0 x 10*mol L™. Eletrélito: Tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0),

v=20mVs™
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Pode-se notar que, nesse intervalo de potencial estudado, a resposta do
sensor vai melhorando a medida que os materiais nanoestruturados sao inseridos na
preparagao da pasta de carbono. Na Figura 9A a tetraciclina apresenta um perfil
irreversivel, com um discreto pico de oxidagdo em cerca de 700 mV mV vs Ag/AgCl
(KClsat). Ao usar os MWCNT-COOH (Figura 9B), a reversibilidade da tetraciclina na
superficie do sensor € melhorada aparecendo um pico de oxidagao em 320 mV e um
pico de reducdo em -320 mV vs Ag/AgCl (KClsat), porém com um baixo ganho de
corrente. Ja no sensor a base de MWCNT-COOH-GO/EPC (Figura 9C), além da
melhora na reversibilidade, observa-se uma grande variacdo da corrente na
presenga de tetraciclina, como consequéncia da melhora da transferéncia eletrénica
do sistema. Assim, o0s sensores preparados com estes dois nanomateriais,
permitiram uma determinagdo mais sensivel da tetraciclina.

Deve-se enfatizar que ao usar grafeno e MWCNT nao funcionalizados, tal
como recebidos do fabricante, ndo foi possivel a deteccao eletroquimica da
tetraciclina sob as mesmas condi¢des mostradas na Figura 9, pois é conhecido que
estes nanomateriais, que sao a base de carbono, possuem diametros e
comprimento maiores que quando tratados, além de uma capa protetora que os
envolvem. Assim, o tratamento com um agente oxidante (solucdo concentrada de
HNO3/H,SO4, 1:1 e 1:3, m/m) removeu essa capa protetora (esfoliacdo) e, ao
mesmo tempo, diminuiu o didmetro e comprimento desses materiais, além de inserir
grupos carboxilas nas extremidades que contribuirdo enormemente com a
condutividade eletrénica no sensor (TROJANOWICZ, 2006, BELIN, 2005). O
tratamento quimico desses materiais permitiu aumentar as propriedades
eletroquimicas contribuindo assim com o aumento da seletividade e sensibilidade do

sensor.
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Quando foi avaliada a resposta do sensor em fungéo da variagao da velocidade

de varredura entre 10 — 500 mV s (Figura 10), constatou-se que o aumento de
velocidade promoveu maior sinal de corrente, e que o sensor foi bastante estavel,

uma vez que os voltamogramas ciclicos apresentaram-se sem ruido nenhum.

Figura 10: Variacdo da corrente de pico anddica com a velocidade e varredura. Condicbes
de analise: [Tetraciclina] = 5,0 x 10 mol L™, Eletrolito: Tampao fosfato 0,1 mol
L™ (pH 7,0).

10 mVs”

10 05 00 05 10
Potencial vs Ag/AgCl / V

O gréfico de corrente de pico (ipa) VS Vv (raiz quadrada da velocidade de
varredura) apresentou um perfil de resposta linear (Figura 11) sugerindo que o
transporte de massa da tetraciclina no meio eletrolitico para a superficie do sensor
seja controlada por difusdo. Entretanto este grafico ndo passa pela origem

(coordenadas 0,0), indicando que trata-se de um processo misto, no qual a
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tetraciclina se adsorve na superficie do sensor. Com base nisto foi plotada a Figura

12, que corresponde a i,s em fungéo da v.

Figura 11: Gréafico da Aiy, vs +/v, obtido apartir dos dados da Figura 10.

9004 Ai=41v"*-120
R = 0,9981
<C 600
=.
~—~
i
300-
0
o 5 10 15 20 25

12 12 112
v ImV " s

Observa-se que, quando construido o grafico de ipa Vs L, 0 perfil de resposta é

apenas linear na regido de baixas velocidades de varredura, na qual o sistema
também se comporta como adsortivo em contato com a tetraciclina, concluindo que
neste sistema eletroquimico ocorrem os fendmenos de transporte por difusdo
seguido por uma adsorgao.

Este resultado abre a possibilidade de uso de voltametria de redissolugao
adsortiva na quantificagcdo da tetraciclina, a qual promovera um aumento na

sensibilidade do sensor.
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Figura 12: Grafico da Ai,, vs v obtido apartir dos dados da Figura 10.
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41.21 Determinacao da area eletroativa do sensor

No intuito de estimar as areas eletroativas dos eletrodos de pasta de
carbono e dos sensores construidos foram realizados experimentos usando a sonda
eletroquimica de ferricianeto de potassio em diferentes velocidades de varredura.

Na Figura 13 sdo mostrados, a maneira de exemplo, os voltamogramas
ciclicos do ferricianeto de potassio no intervalo de v entre 10 e 500 mV s para o
eletrodo de pasta de carbono modificado com MWCNT-COOH e GO.

As areas eletroativas dos eletrodos de pasta de carbono (EPC), MWCNT-
COOH/EPC e MWCNT-COOH-GO/EPC foram estimadas usando a equacao de
Randles-Sevick (eq. 1), tendo como eletrolito suporte KCI 0,1 mol L™ em presenca

de 4,5 x 102 mol L™ de Ks[Fe(CN)g].
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Figura 13: Grafico da v para o eletrodo de pasta de carbono modificado com MWCNT-
COOH e GO. Medidas realizadas em KCI 0,1 mol L™ na presenca de 4,5 x 10
mol L™ de Kj[Fe(CN)g].
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l, = 2,69 x 10° AD"?n¥2p"2C (eq. 1)

Onde: I, € a corrente de pico, D é o coeficiente de difusdo do [Fe(CN)g]* (6,2 x10°
cm? s77), A é area eletroativa (cm?), n € o nimero de eletrons, v é a velocidade de
varredura (V s™') e C é a concentracéo de [Fe(CN)s]* (mol cm™).

Apds a obtengao das retas de I, vs v/u para cada eletrodo, o coeficiente angular
é igualado ao termo 2,69 x 10° A D" n*? C, de onde puderam ser calculados os
valores da area ativa para cada eletrodo, as quais foram de 6,6 x 102, 0,11 e 0,18
cm? para o eletrodo de pasta de carbono (EPC), MWCNT-COOH/EPC e MWCNT-

COOH-GO/EPC, respectivamente. O aumento da area ativa da superficie do sensor
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nanoestruturado (MWCNT-COOH e GO) foi 2,73 vezes maior em relagédo ao eletrodo

de pasta de carbono ndo modificado, explicando os dados obtidos nas Figura 10B e

Figura 10C.

4.1.3 Otimizacao da resposta do sensor proposto

Como foi descrito pelos graficos nas Figura 11 e Figura 12, a tetraciclina é
adsorvida na superficie dos sensores quando sao usadas baixas velocidades de
varredura. Com base neste resultado, para a quantificagado deste analito, foi avaliada
a redissolucdo adsortiva que, aliada a técnicas voltamétricas de pulso, permitiu obter
sensores com maior detectabilidade. Para tal, usou-se a voltametria de onda
quadrada com redissolugdo anddica adsortiva (VOQadVA) e a voltametria de pulso
diferencial com redissolugcéo anddica adsortiva ( VPDadVA ). Nestes experimentos
foi usada a corrente de oxidacdo, uma vez que o pico anddico apresentou-se melhor
definido.

Para a otimizacdo da resposta do sensor, foram otimizadas as variaveis de
pH, eletrdlito suporte, concentragcado do eletrélito suporte e preparacdo da pasta em
relacdo a quantidade de nanomateriais. O parametro que serviu para escolher a
melhor condic¢ao foi a altura e o perfil do pico de oxidagao.

Primeiramente foi estudado o pH do eletrdlito suporte para analise da
tetraciclina usando VPDadVA, para isso, foi avaliado o intervalo de pH entre 2 e 8. A
Figura 14 mostra o resultado obtido neste estudo, no qual pode ser observado que
em pH 7 o sensor a base de nanomateriais apresenta a maior resposta e com maior

precisao. Assim, este pH foi usado para os estudos posteriores.
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Figura 14: Estudo realizado para otimizacao do pH do eletrélito suporte. As medidas foram
realizadas por VPDadVA nas condi¢cdes de andlise: [tetraciclina] = 1,0 x 10™ mol
L™, degrau de potencial: 4 mV, amplitude de modulagdo: 75 mV, tempo de
modulagao: 10 ms, potencial de acumulacgao: 0,2 V, tempo de acumulagio: 30 s

em solugdo tampao fosfato 0,1 mol L”. Barra de erro correspondente a

triplicatas.
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Nas Figura 15 mostra-se os resultados dos estudos realizados para avaliar o
melhor eletrélito suporte para realizar os experimentos. Percebe-se claramente que

a solucao tampéao fosfato apresentou o melhor resultado para o analito em estudo.
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Figura 15: Estudo realizado para otimizacdo do eletrélito suporte. As medidas foram
realizadas por VPDadVA, nas condicdes de analise: [tetraciclina] = 1,0 x 10 mol
L™, degrau de potencial: 4 mV, amplitude de modulagdo: 75 mV, tempo de
modulagao: 10 ms, potencial de acumulagao: 0,2 V, tempo de acumulagao: 30 s.

Barra de erro correspondente a triplicatas.
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A Figura 16 mostra o estudo realizado para escolher a concentragdo da
solugdo tampao fosfato e, como pode-se observar, em 0,1 mol L™ a resposta do
sensor foi a maior. Desta forma, para realizar as medidas com o sensor proposto,

usou-se como eletrélito suporte solucdo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 7).
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Figura 16: Estudo realizado para otimizagao da concentracdo do tampao fostato em pH 7,0.

As medidas foram realizadas por VPDadVA nas condicbes de analise:

[tetraciclina] = 1,0 x 10” mol L', degrau de potencial: 4 mV, amplitude de

modulagao: 75 mV, tempo de modulacédo: 10 ms, potencial de acumulagao: 0,2

V, tempo de acumulagao: 30 s. Barra de erro correspondente a triplicatas
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Ja a otimizacao na preparacao da pasta foi realizada com base na quantidade

de nanomaterial na mistura. Para tal, as Figura 17 e Figura 18 mostram o perfil da

resposta do sensor em fungédo da quantidade de MWCNT e de 6xido de grafeno na

composi¢cao da pasta de carbono, respectivamente. Pode-se verificar um aumento

significativo no sinal analitico atingindo um maximo em 10% m/m tanto para éxido de

grafeno quanto para o nanotubo de carbono, constatando-se que a quantidade

excedente desses materiais provocava diminuicdo na resposta do sensor.

Provavelmente, esse efeito deve-se ao aumento de aglutinante necessario para

obtencdo da pasta. Sendo assim, para esse trabalho, fixou-se a preparacdo das

pastas com 10% de cada nanomaterial.
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Figura 17: Estudo realizado para otimizagdo da quantidade de MWCNT-COOH na pasta.
Medidas realizadas por VPDadVA nas condi¢des de analise: [tetraciclina] = 1,0 x
10* mol L™, degrau de potencial: 4 mV, amplitude de modulagdo: 75 mV, tempo
de modulagdo: 10 ms, potencial de acumulagao: 0,2 V em solugcdo tampao

fosfato 0,1 mol L.
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Na tabela 3 sdo apresentados os parametros otimizados para a voltametria

de pulso diferencial com redissolugdo anddica adsortiva (VPDadVA).
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Figura 18: Estudo realizado para otimizagao da quantidade de 6xido de grafeno na pasta.
Medidas realizadas por VPDadVA nas condi¢des de analise: [tetraciclina]= 1,0 x 10 mol L™,
degrau de potencial: 4 mV, amplitude de modulagdo: 75 mV, tempo de modulagéo: 10 ms,

potencial de acumulagdo: 0,2 V em solugéo tampao fosfato 0,1 mol L.
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Tabela 3: Valores otimizados dos parametros de analise por VPDadVA.

Parametro estudado Faixa linear | Valor otimizado
Degrau de potencial (mV) 2-7 4
Amplitude de modulagao (mV) 2,5-100 75
Tempo de modulagao (s) 0,02-1,0 0,5
Tempo de acumulagao (s) 0-60 30
Potencial de acumulagéo (mV) -400 a 400 200
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4.1.4 Quantificacao de tetraciclina por voltametria de pulso
diferencial e voltametria de onda quadrada

Na Figura 19 mostra-se o perfil de resposta do sensor nas condigbes
otimizadas e na Figura 20 a curva analitica correspondente. Sob as condi¢des
previamente otimizadas, a faixa linear de resposta foi entre 1,24 x 10° e 1,7 x 10™
mol L', sensibilidade de 1,2 x 10* (+ 1,0 x 10°) pA mol L™ e limite de detecgao de 3,6
x 10 mol L™, que foi calculado como 3 x SD/m, onde SD é o desvio padréo da
solucéo na auséncia de tetraciclina (n = 10), e m é o valor da sensibilidade da curva

analitica.

Figura 19: Perfil voltamétrico em VPDadVA do sensor nas condi¢cdes de analise otimizadas.
Condigdes eletroquimicas: Degrau de potencial 4 mV; amplitude de modulagao
75 mV; tempo de modulacdo: 0,5 s; potencial de acumulagao 0,2 V; tempo de
acumulacdo: 30 s em solucdo tampado fosfato 0,1 mol L'. (a) eletrdlito
(b) 2,10 x 10° (c) 4,89 x 10° (d) 7,27 x 10° (e) 9,60 x 10° (f) 1,19 x 10
(g) 1,41 x 10* mol L™.
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Figura 20: Curva analitica obtida a partir dos dados da Figura 19. Barra de erros

correspondente a triplicatas.
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Entretanto, visando quantificar a tetraciclina em baixas concentragoes,
também foi avaliada a VOQ com redissolugédo adsortiva. Na Figura 21, mostra-se a
resposta do sensor por VOQadVA nas condigdes otimizadas de analise e a curva
analitica correspondente € mostrada na Figura 22 sob estas condicbes o sensor
apresentou uma faixa linear entre 2,1 x 10° e 2,4 x 10 mol L, sensibilidade de
9,8 x 10° (+ 1,0 x 10®) pA mol L™ e limite de deteccdo de 5,0 x 10 mol L™ pA (3 x
SD/m), onde SD é o desvio padrao da solugao na auséncia de tetraciclina (n = 10), e
m é o valor da sensibilidade da curva analitica. Como pode ser observado o sensor
apresenta pouca precisdo, tal como visto pelas barras de erros. Desta forma, o
método por VOQ nao se apresenta adequado para quantificacdo da tetraciclina.
Adicionalmente, em relacdo a detectabilidade e faixa de resposta, as duas técnicas

apresentam-se similares.
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Figura 21: Perfil do sensor em VOQadVA nas condi¢gbes de andlise a seguir: Ap = 100 mV,
Edep = 0,2 V, tempo de deposicado = 120 s, frequéncia = 15 Hz, Estep = 6 mV,
em solugdo tampdo fosfato 0,1 mol L™ e pH 7,0. (a) 2,10 x 10®° (b) 4,89 x 10°
(c) 7,27 x 10° (d) 9,60 x 10™ (e) 1,19 x 10 () 1,41 x 10" mol L.
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Figura 22: Curva analitica obtida a partir dos dados da Figura 21 (a) 2,10 x 10”°; (b) 4,89 x
10°; (c) 7,27 x 10”%; (d) 9,60 x 10°; (e) 1,19 x 10™; (f) 1,41 x 10* mol L". Barra de

erros correspondente a triplicatas.
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Com base nos resultados apresentados por VPDadVA foi realizada uma
comparagao com outros trabalhos descritos na literatura, conforme mostrado na

Tabela 4.

Tabela 4: Comparacgao do sensor proposto com outros sensores reportados na literatura.

Eletrodo Faixa linear (mol L) | Potencial (V) LOD (mol LY) Referéncia

ECV (Fe/Zn-MMT)® | 3,0x10°-5,2x10™ 1,17 1,0 x 10° (GAN, 2014)
MIP-Pt/Ti® 2,0x10°%2,0x10° 0,8 53x10°® (ZHAO, 2013)
MWNTs GNPs* 2,0x107-8,3x10° 1,1 8,3x10°® (WANG, 2011)
GME® 2,0x10°-2,0x 10" 1,5 1,8 x 107 (WANG, 2012)

ECV (IL-MWNT)’ 1,1x107-2,2x10° 0,54 3,0x10°® (GUO, 2009)
EPC (GO/MWCNT') 2,1x10°-3,1x 10" 0,3 3,6 x10°® Este trabalho

® Eletrodo de carbono vitreo modificado com composto a base de zinco e ferro (Fe/Zn—
MMT).

® Cluster de nanoPt depositados em folhas de titanio (Pt/Ti)-MIP

¢ Microeletrodo de ouro modificado com nanotubos de carbono

4 Microeletrodo de ouro

°Eletrodo de carbono vitreo modificado com aptamero e nanotubos de carbono

"Eletrodo de carbono vitreo modificado com liquido ionico e nanotubos de carbono

Como se pode observar o sensor torna-se promissor frente aos outros
sensores eletroquimicos mostrados na Tabela 4, principalmente no que se refere ao
baixo potencial de analise, conferindo ao sensor maior seletividade, e a capacidade
de realizacao de inumeras analises, mediante a renovagao da superficie do eletrodo
através de um simples polimento, o que diminui o custo por analise e, portanto,

possibilita maior acessibilidade, ndao sendo possivel esse polimento nos sensores a
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base de eletrodos sélidos e filmes nanoparticulados devido a perda da modificacédo

na superficie desse tipo de eletrodo.

4.1.5 Estudo de seletividade

No estudo de seletividade varios farmacos foram analisados em VPDadVA
sob as condi¢des otimizadas e, na faixa de potencial estudado, apenas a tetraciclina
apresentou um pico de corrente (Epa) em potencial de 320 mV. Os farmacos
estudados foram clindamicina, ciprofloxacina, rifampicina, secnidazol, piroxicam,
ranitidina e tetraciclina. A concentragdo dos farmacos na cela eletroquimica foi de
1,5 x 10 mol L™ (Figura 23). As respectivas estruturas quimicas se encontram em

ANEXO I.

Figura 23: Estudo de seletividade do sensor na presenga de diversos farmacos diferentes
da tetraciclina. Condi¢cées de analise: degrau de potencial 4 mV; amplitude de
modulacdo 75 mV; tempo de modulacao: 0,5 ms; potencial de acumulagao 0,2 V;
tempo de acumulagdo 30 s em solugdo tamp3o fosfato 1,0 mol L™ e [farmacos] =
1,5x10* mol L™,

6 (1) Eletrélito
(2) Farmacos (sem tetraciclina)
(1) \ G (3) Tetraciclina
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Como pode ser observado na figura anterior, apenas a tetraciclina apresenta
resposta nas condi¢cdes de analise usadas, o que viabiliza a aplicagado do sensor em

diversos tipos de matrizes.

4.1.6 Estudos das possiveis interferéncias

A determinacédo de tetraciclina sob a influéncia de diversas substéncias como
potenciais interferentes também foi estudada simultaneamente. Os interferentes
estudados foram os excipientes encontrados nas formulagdes farmacéuticas como
talco, amido, laurilssulfato de sédio e estearato de magnésio. Assim, para elaborar o
estudo, solucdes de tetraciclina 2,0 x 102 mol L™ foram enriquecidas com esses
possiveis interferentes em uma razdo molar de 1:1 (tetraciclina:interferente). Dessa
quantidade preparada 100 pL foi adicionada em cela eletroquimica contendo 10,0
mL de eletrélito. O sinal obtido foi comparado com aquele correspondente apenas ao
da tetraciclina.

Na Figura 24 pode-se observar que nenhum dos componentes das amostras
de medicamentos no potencial de 320 mV vs Ag/AgCl interfere nas analises de
tetraciclina. Vale ressaltar que os interferentes foram adicionados em triplicata a fim

de verificar a consisténcia dos resultados.
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Figura 24: Perfil de resposta do sensor na presenca de tetraciclina e seus possiveis
interferentes. Condigdes de analise: degrau de potencial 4 mV; amplitude de
modulagdo 75 mV; tempo de modulacgéo: 0,5 s; potencial de acumulacdo 0,2 V;

tempo de acumulagdo 30 s em solugdo tampao fosfato 0,1 mol L™.
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Portanto é possivel concluir, a partir dos estudos realizados, que os materiais
nanoparticulados MWCNT-COOH e GO, mostraram-se bons modificadores na pasta
de carbono para a quantificacao de tetraciclina, permitindo construir sensores com
boa sensibilidade e seletividade, aliadas a um baixo limite de detecgdo. Assim, estes
resultados permitiram aplicar o sensor em diversos tipos de amostras, tal como

mostrado a seguir.
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4.1.7 Aplicagdo do sensor na analise de amostras
farmacéuticas

A quantificacdo deste farmaco nos medicamentos foi realizada em triplicata
e usando o meétodo da adicdo de padrao para se avaliar, evitar e prevenir o efeito
matriz. Os resultados encontrados com o sensor nanoestruturado foram comparados

com CLAE-UV (método oficial de analise) e sdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5: Resultados obtidos na analise de formulagées farmacéuticas através do sensor

eletroquimico frente a CLAE.

Valores obtidos em mg comprimido™ (RSD)*
1 0,
Medicamento Método oficial Erro % (Sensor / CLAE)
Valor Nominal Método proposto
(CLAE)
Manipulado 500 485 (2,0) 467 (1,3) -3,7
Teutro® 500 505 (0,8) 510 (2,3) +0,9
Tramed® 500 510 (0,6) 532 (4,2) +4,3

*Medidas em triplicata

Como pode ser observado os teores de tetraciclina obtidos para os
medicamentos analisados foram préximos para o sensor proposto e o CLAE,
evidenciando o bom desempenho do sensor proposto.

Na Figura 25 sido mostradas a resposta do sensor e a correspondente
curva da adicdo de padrao obtidas pela VPDadVA da amostra de farmaco. Pode-se
observar que a sensibilidade obtida na adicdo de padrao foi muito similar a da curva
de calibragdo (Figura 20) mostrando que no caso das amostras de farmacos o
sensor nao apresentou efeito de matriz. Entretanto este resultado ja era esperado,

uma vez que, na presenca dos excipientes dos medicamentos, 0 sensor nao
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mostrou nenhuma resposta (Figura 24). Desta forma, amostras farmacéuticas

poderao ser analisadas usando a curva analitica, facilitando a realizagdo da medida.

Figura 25: Curva de adigdo de padrdo obtida por VPDadVA para o sensor proposto nas
condicbes de anadlise otimizadas (degrau de potencial: 4 mV, amplitude de
modulacdo: 75 mV, tempo de modulagao: 0,5 s, potencial de acumulacéao: 0,2 V,
tempo de acumulacdo: 30 s, solugdo tampao fosfato 0,1 mol L™ e pH 7,0. No
grafico inserido sdo mostrados os voltamogramas correspondentes as diferentes
adigbes de amostra e padrdes, onde (a) 1,24 x 10”; (b) 2,47 x 10°; (c) 4,89 x 10’
% (d) 7,27 x 105; (e) 9,60 x 10%; (f) 1,19 x 10™; (g) 1,49 x 10*mol L' (h) 1,7 x 10°

“mol L™
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4.1.8 Aplicacao do sensor em aguas de rios
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Com a finalidade de avaliar a resposta do sensor frente a uma matriz

complexa, como as amostras de rios, e assim verificar a eficiéncia do sensor

proposto na detecgdo de tetraciclina, foram coletadas amostras de agua dos rios

Jacaré-Pepira, Jacaré-Guagu e Chibarro, que sao provenientes da regido de

Araraquara-SP. As amostras de rio foram enriquecidas com tetraciclina na

concentracdo de 4,0 x 10° mol L' e em seguida realizou-se o estudo de

recuperacao utilizando o sensor e a CLAE, para fins de comparagao, e os resultados

obtidos sdo mostrados na Tabela 6.

Tabela 6: Resultados obtidos nas amostras de rios usando o sensor eletroquimico frente a

CLAE-UV/vis.
Valores obtidos (RSD)*
Rios Adicionado / Método oficial / | Método proposto / Erro % (Sensor / CLAE)
mol L™ mol L (CLAE) mol L™ (Sensor)
Jacaré Pepira 4,0x107 3,94 x 107 (2,0) 4,16 x 10” (5,0) +5,5
Jacaré-Guacu 4,0x107 4,05 x 107 (1,2) 4,24 x 107 (4,2) +4,6
Chibarro 4,0x10” 3,76 x 10°(0,6) 3,68 x 10°(2,0) 2,1

*Medidas em ftriplicata

Para fins de ilustragdo, na Figura 26 sdo apresentados os cromatogramas

usados nestes estudos e sua correspondente curva analitica.
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Figura 26: Cromatogramas dos padrdes de tetraciclina e sua correspondente curva analitica
usada nesta analise. As medidas foram realizadas usando coluna C8 (particula 5
Mm; 4,6 x 250 mm), fase mével: Acido Oxalico 0,1 mol L™': metanol : acetonitrila
(68:20:12, v/viv), fluxo 0,8 mL min" e A = 365 nm.
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Os resultados mostrados na Tabela 6 permitem verificar que os valores de
recuperacao obtido pelo método proposto foi préximo daquele obtido pelo método

oficial de analise para a tetraciclina, mostrando a aplicabilidade do sensor neste tipo

de amostra ambiental.
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4.1.9 Aplicagao do sensor em urina artificial

Para se verificar a eficiéncia do sensor em amostras bioldgicas, o sensor foi
avaliado em urina sintética, a qual foi preparada segundo relatado por SEEMAN
(2007).

Para isto, inicialmente analisou-se a amostra de urina sem tetraciclina, na
qual nao foi observado nenhum sinal eletroquimico, evidenciando que os compostos
contidos na urina sintética ndo interferem na resposta do sensor. Em seguida,
realizou-se o estudo de recuperacdo da tetraciclina utilizando uma concentracéo

conhecida do farmaco, e os resultados sdo mostrados na Tabela 7.

Tabela 7: Resultados obtidos na amostra de urina sintética através do sensor eletroquimico
frente a CLAE.

Valores obtidos (RSD, %)
Amostra de urina Erro % (Sensor /
artificial Adicionado/ | Método oficial / Método proposto / CLAE)
mol L* mol L™ (CLAE) mol L™ (Sensor)
ne 1 4,0x107 3,6 x107(1,5) 3,9x107(6,5) -7,6

Os dados mostrados na Tabela 7, indicam que o sensor proposto apresenta
valores mais exatos (erro de 2,5%) que o método cromatografico (erro 10%).
Mostrando a eficiéncia do sensor construido a base dos nanomateriais MWCNT-

COOH e GO, e que torna possivel seu uso na analise de amostras biologicas.
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4.1.10 Consideragoes parciais

v O desempenho satisfatério do sensor foi obtido pela modificagdo de pasta de
carbono com os nanomateriais MWCNT e grafeno, os quais forneceram ao
sensor caracteristicas satisfatérias para quantificagcao de tetraciclina. Entretanto,
o pré-tratamento desses nanomateriais foi imprescindivel para conseguir
explorar ao maximo as caracteristicas desses materiais carbonaceos.

v' O sensor desenvolvido apresentou respostas sensiveis, estaveis e seletivas, as
quais foram adquiridas com o uso de técnica voltamétrica de pulso com
redissolugcao adsortiva.

v' O sensor desenvolvido demonstrou ser uma alternativa simples, econdémica e
altamente viavel no monitoramento de tetraciclina em matrizes farmacéuticas,

biolégicas e ambientais.

4.2 Sensores a base de materiais nanoparticulados e
complexos organometalicos biomiméticos

Baseando-se nos estudos eletroquimicos com o EPC e o MWCNT-COOH-
GO/EPC foram iniciados nesta etapa os estudos correspondentes com diferentes
complexos biomiméticos a base de derivados de porfirina e ftalocianina. Para isto as
pastas de carbono foram adicionalmente modificadas com o complexo
organometalico. As técnicas usadas para monitorar o comportamento eletroquimico
da tetraciclina na superficie dos sensores foram a voltametria ciclica e voltametria de
pulso diferencial com redissolucdo adsortiva. As condi¢gdes de analise foram as

mesmas utilizadas com o sensor MWCNT-GO/EPC.
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Foram construidos sensores a partir da utilizacdo dos complexos
organometalicos derivados de ftalocianinas e porfirinas mostrados na Tabela 8. Estes
complexos foram imobilizados na pasta de carbono e em seguida analisados na
presenga de tetraciclina em uma janela de potencial de -1 a 1 V, utilizando uma

solucdo estoque de 8,3 x 10 mol L™ do analito.

Tabela 8: Complexos organometalicos utilizados como reconhecidos modificadores

biomiméticos.

Complexos testados como potenciais catalisadores P450

Ftalocianina cobre (II)

Hexadecafluoro-29H-31H ftalocianina cobalto

Bis(piridil)ftalocianina ferro (1)

Cloroftalocianina ferro (1)

Tetrakismetoxifenilporfirina cobalto (I1)

Ftalocianina cobalto

29H,31H-Ftalocianina 1,4,8,11,15,18,22,25-octabutoxi niquel (Il) (NiOPc)

Cloro 21H,23H-porfirina 5,10, 15,20-tetraquis (pentafluorophenil) ferro (111)

Protoporfirina IX

Cloreto de 5,10,15,20-Tetrafenil-21H,23H-porfirina ferro(lll)

29H,31H-ftalocianina 1,4,8,11,15,18,22,25-octabutoxi zinco (I1)

Foram preparadas pastas com grafite, grafite-MWCNT-COOH e grafite-
MWCNT-COOH/GO usando os 11 modificadores organometalicos. As quais foram
avaliadas sob as condi¢cbes experimentais anteriormente otimizadas. As Figuras

Figura 27,
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Figura 28 e Figura 29 exemplificam as analises por voltametria ciclica das pastas
modificadas apenas com os complexos, de forma a mostrar que nao ocorre
nenhuma contribuicdo satisfatéria proveniente do material biomimético, podendo ser
percebida, somente no potencial de 700 mV, uma resposta eletroquimica que é
correspondente a oxidacdo da tetraciclina na superficie do grafite (Figura 30).
Adicionalmente, nos picos redox correspondentes ao complexos metalicos, a

resposta dos sensores nao foi quantificavel para a tetraciclina.

Figura 27: Voltamograma ciclico do sensor a base de pasta de carbono modificada com o
complexo hexadecafluoro-29H-31H-ftalocianinacobalto (ll). Medidas realizadas
em (1) solucdo tampdo fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0), v = 20 mV s” e (2)

[Tetraciclina] = 5,0 x 10 mol L™.

10 05 00 05 10
Potencial vs Ag/AgCI1 /V
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Figura 28: Voltamograma ciclico do complexo cloreto de 5,70,15,20-tetrafenil-21H,23H-
porfirinaferro (Il1). Medidas realizadas em (1) solugdo tampao fosfato 0,1 mol L™

(pH 7,0), v =20 mV s e (2) [Tetraciclina] = 5,0 x 10*mol L™

10 05 00 05 1.0
Potencial vs Ag/AgCI /V
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Figura 29: Voltamograma ciclico do complexo bispiridilftalocianinaferro (Il). Medidas
realizadas em (1) solucdo tampao fosfato 0,1 mol L (pH 7,0), v=20mV s' e

em (2) [Tetraciclina] = 5,0 x 10*mol L.
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Quando comparados os voltamogramas dos sensores com o perfil de
resposta do EPC (Figura 30), o sinal eletroquimico apresentado pela pasta sem
modificar foi muito menor (1,2 pA), mostrando a contribuicdo dos complexos na

pasta.



Figura 30: Voltamograma ciclico obtido com o sensor EPC. Eletrélito: (1) Tampao fosfato
0,1 mol L™ (pH 7,0), v=20 mV s™ e (2) [Tetraciclina] = 5,0 x 10“*mol L.
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Apesar dos sensores a base dos complexos biomiméticos terem permitido

um aumento na corrente de pico obtida para tetraciclina, foi verificado também que

estes perfis foram obtidos somente para a primeira adi¢do de tetraciclina (5,0 x 10

mol L"), sendo que nas adicdes posteriores ndo ocorreu variacdo do sinal de

corrente. Mesmo apos diversos estudos para explorar a resposta dos sensores em

funcdo do pH e de eletrdlitos suportes, e apesar dos inumeros experimentos

realizados com a finalidade de obter algum sinal analitico quantificavel para a

tetraciclina, nao foi possivel encontrar nenhum sensor que apresentasse resposta

promissora frente a tetraciclina e proveniente de nenhum dos 11 complexos

biomiméticos avaliados neste trabalho. Uma possivel explicagdo para néo ter-se
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obtido resposta nos sensores avaliados pode ser devido a que a tetraciclina forma
quelato na presenga dos ions metalicos das supermoléculas, o qual pode ter
provocado a inibicdo e/ou saturagdo dos “sitios ativos”, limitando assim, seu uso

para os sensores a base dos complexos com centro metalicos avaliados.

4.2.1 Consideracoes parciais

v" O uso da mimetizacdo da enzima P450, através do uso de complexos
organometalicos imobilizados na pasta de carbono, ndo foi possivel para a
quantificacdo da tetraciclina, pois para os trés complexos que inicialmente
apresentaram algum resultado promissor, apesar de terem sido mudadas as
variaveis experimentais, usando inclusive nanomateriais carbonaceos, nao
observou-se nenhuma contribuicdo adicional proveniente dos complexos
metalicos.

v' Embora o resultado obtido ndo tenha sido aquele esperado, o estudo exaustivo
realizado neste trabalho mostra pelo menos que os 11 complexos
organometalicos testados ndo sdo adequados para a construgdo de um sensor

biomimético para determinacao de tetraciclina.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

v O sensor desenvolvido com MWCNT-COOH e GO apresentaram respostas
sensiveis, estaveis e seletivas. A seletividade e sensibilidade do sensor foram
garantidas nesse caso quando se utilizou uma técnica voltamétrica de pulso
aliada a redissolucéo adsortiva.

v Com base nos resultados obtidos em amostras bioldgicas, farmacéuticas e de
rios conclui-se que o eletrodo de pasta de carbono modificada MWCNT-COOH e
GO é um método alternativo de analise de tetraciclina. Quando comparado a
outros métodos analiticos ja existentes, esse método ndo necessita de pré-
tratamento de amostras como em CLAE. Nesse método proposto a analise &
realizada a um custo extremamente baixo. Nesse contexto, pode-se concluir que
o sensor desenvolvido se torna uma ferramenta utii e promissora para
determinacao de tetraciclina em diversas matrizes.

v’ O desenvolvimento de um sensor biomimético na area dos sensores
eletroquimicos é altamente promissor, entretanto, neste caso especifico, os
complexos avaliados/disponiveis para a construcdo do sensor nao foram
adequados, mesmo ao trabalhar arduamente nas condigdes de analise,
indicando que, para a tetraciclina, nenhum desses complexos permitira ou
servira para realizar eletrocatélise deste farmaco. Desta forma outros compostos
miméticos do sitio ativo da P450 continuardo a ser explorados, visando a
obtencdo de um sensor biomimético para tetraciclina, o qual espera-se que seja

ainda inédito na literatura.
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6 Perspectivas futuras

Como perspectivas futuras, o sensor a base de materiais nanoestruturados
poderia ser aplicado em analises de acompanhamento em tempo real (on line e
simultanea) para testes de bioequivalencia, redissolugdo, entre outros, e
também como uma alternativa aos métodos cromatograficos amplamente usados
pela industria farmaceutica.

Devido aos excelentes resultados obtidos com os sensores a base de NTC e
grafeno, e visando ainda encontrar um sensor biomimético. Estes materiais
nanoestruturados poderiam ser inseridos na sintese de polimeros molecularmente
impressos (polimeros biomiméticos) para obtencdo de materiais condutores e

seletivos para tetraciclina.
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ANEXOS

ANEXO |. Estruturas quimica dos farmacos utilizados no estudo de seletividade

H
OH O OH O O

(a) clindamicina, (b) ciprofloxacina, (c) rifampicina, (d) secnidazol, (e) piroxicam,
(f) ranitidina, (g) tetraciclina.




