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RESUMO
O desenvolvimento de dispositivos para analise rapida, e que consuma volumes reduzidos de
reagentes e solventes, em consonancia com os conceitos de quimica analitica verde, vém sendo
tema de diversos estudos nas Ultimas décadas. Neste contexto, esses dispositivos se destacam, por
oferecerem resultados equivalentes aos equipamentos de bancada, além de atenderem as demais
prerrogativas supracitadas. Nesta tese foram desenvolvidos diferentes dispositivos de andlise
rapida para determinacdo de compostos farmacéuticos em amostras ambientais e farmacéuticas.
Na primeira parte foram desenvolvidos dispositivos de andlises rapidas para determinagdo de
formaldeido, carbamazepina (CBZ), ciprofloxacina (CIP) e norfloxacina (NOR) em formulagdes
farmacéuticas e produtos cosméticos usando imagens digitais captadas por smartphone. Para a
determinacgdo de formaldeido foram obtidos limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo
(LQ) de 0,200 mg kg* e 0,500 mg kg?, respectivamente. Ja para os farmacos, os LD e LQ
variaram respectivamente de 3,00 mg L™ e 5,00 mg L para CBZ; 1,00 mg L™ e 3,00 mg L™ para
NOR e 1,00 mg L*e 3,00 mg L*para CIP. As concentracdes determinadas nas formulacoes
cosméticas e farmacéuticas foram comparadas por espectrofotometria, e ndo foram evidenciadas
diferencas significativas entre os resultados obtidos. O uso de imagens digitais mostrou-se uma
alternativa eficaz, apresentando baixo custo, reduzido volume de amostra e reagentes (8,00 pL
requirida para as andlises), e com elevado potencial para implementacdo em laboratorios com
limitados recursos para pesquisas. Na segunda parte deste trabalho, desenvolveram-se dois
diferentes imunossensores para a determinacdo de ciprofloxacina em amostras de aguas
residudrias. Para o imunossensor impedimétrico, na superficie do eletrodo SPCE, foram
imobilizados anticorpos anti-CIP para a determinagdo de CIP nas amostras. Neste imunossensor,
foram obtidos respectivamente, LD e LQ de 1,00 x 107 pg mL™ e 1,00 x 10° pg mL™. A
concentracdo determinada na amostra de agua residuéaria foi 2,90 x 10* pg mL™. A recuperacéo
obtida nas amostras utilizando o imunossensor foi de 97 %, utilizando apenas 30,0 L de amostra.
E por fim, foi desenvolvido um imunossensor baseado em fibras Opticas de silica para a
determinacédo de ciprofloxacina em amostras de aguas residuarias. A superficie da fibra optica foi
funcionalizada com um material polimérico condutor e sobre este foi imobilizado anticorpos anti-
CIP. O método desenvolvido foi aplicado na determinacéo de CIP nas aguas residuarias, obtendo
concentragdes de 267 e 549 ng L, recuperacédo de 91 %, limites de deteccédo e quantificacdo de

3,30 x 10°ng Lt e 1,00 x 10 ng L, respectivamente, com uso de apenas 5,00 mL de amostra.

Palavras-Chave: Dispositivos de analise rapida. Imagens digitais. Imunossensores. Compostos

farmacéuticos. Aguas residuérias.



ABSTRACT

The development of device which permits fast analysis requiring low consumption of reagents
and solvents and in agreement with green analytical chemistry has been researched in recent
decades. Moreover, rapid analysis devices highlight, since they offer results equivalent compared
to benchtop equipment. In this thesis different rapid analysis devices were developed for
determination of pharmaceuticals compounds present in environmental samples and
pharmaceutical formulations. In the first part, rapid analysis devices were developed for the
determination of formaldehyde, carbamazepine (CBZ), ciprofloxacin (CIP) and norfloxacin
(NOR) in pharmaceutical formulations and cosmetic products using digital images captured by
smartphone. For the determination of formaldehyde in cosmetic products achieved LD and LQ of
0.200 mg kg™ and 0.500 mg kg, respectively. The method for CBZ, CIP and NOR present in
pharmaceuticals products achieved LD and LQ ranged respectively from 3.00 mg L* and 5.00
mg L* for CBZ; 1.00 mg L and 3.00 mg L* for NOR and 1.00 mg L and 3.00 mg L*for CIP.
The concentrations determined in the cosmetic and pharmaceutical formulations were compared
by spectrophotometric, and no significant differences were evidenced between the results
obtained. The use of digital images proved to be an effective alternative, environmentally friendly,
low cost requiring low sample volume and reagents (8.00 uL) and with high potential for
implementation in different laboratories with limited resources for research. In the second part of
this thesis, two different immunosensors were developed for the determination of ciprofloxacin
in wastewater samples. For the impedimetric immunosensor, on the SPCE electrode surface an
anti-CIP antibodies were immobilized for the determination of CIP in the samples. In this
immunosensor, LD and LQ of 1.00 x 107 pg mL™* and 1.00 x 10° pg mL* were obtained,
respectively. The concentration determined in the wastewater sample was 2.90 x 10* ug mL™.
The recovery obtained in the samples using the immunosensor was 97% recovery using only 30.0
puL of sample. Finally, an immunosensor based on silica fiber optics was developed for the
determination of ciprofloxacin in wastewater samples. A conductive polymeric material was
functionalized over the optical fiber and anti-CIP antibodies were immobilized on the optical fiber
surface. The method developed was applied in the determination of CIP in wastewater obtaining
concentrations of 267 and 549 ng L, recovery of 91%, LD and LQ limits of 3.30 x 103 ng L*
and 1.00 x 10 ng L™, respectively, using only 5.00 mL of sample.

Keywords: Rapid analysis devices. Digital images. Immunosensors. Pharmaceutical compounds.

Wastewater.
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PREFACIO

Esta tese apresenta o desenvolvimento de dispositivos analiticos aplicados em
analises rapidas com o objetivo de determinar formaldeido, carbamazepina,
ciprofloxacina e norfloxacina em amostras ambientais e farmacéuticas.

Este estudo, para melhor compreenséo, foi dividido em Capitulos.

O Capitulo 1 apresenta uma revisdo geral da literatura cientifica, sobre os temas
que serdo abordados, bem como, apresentado de forma detalhada todos os conceitos
necessarios para o entendimento das técnicas de analises utilizadas.

O Capitulo 2 descreve o desenvolvimento de um dispositivo de analise rapida para
a determinacdo de formaldeido em cosméticos.

O Capitulo 3 descreve o desenvolvimento de um dispositivo de analise rapida para
a determinacdo de carbamazepina, ciprofloxacina e norfloxacina em formulacGes
farmacéuticas.

Os Capitulos 4 e 5 sdo resultados de um estagio de doutorado realizado na
Université Laval, localizada em Québec - Canada, durante um ano, onde foram
desenvolvidos imunossensores labels-free para analises do contaminante emergente
ciprofloxacina em amostras de &guas residuarias.

O Capitulo 6 descreve as conclusdes gerais e perspectivas futuras.
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1 CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL

1.1 FORMALDEIDO EM AMOSTRAS DE PRODUTOS DE CUIDADO PESSOAL

O formaldeido, um composto altamente reativo, soldvel em agua, acetona e etanol,
tem sido frequentemente utilizado nas indudstrias de bens de consumo, seja na producéao
de varios tipos de resina, plasticos e produtos a base de madeira, ou até como conservante,
na industria farmacéutica. Pode ser adicionado aos produtos de higiene pessoal e
cosméticos, como forma de preservar a formulacdo, e ao mesmo tempo inibir o
crescimento bacteriano e flngico, apesar de ser considerado um produto toxico,

corrosivo, irritante, podendo ocasionar sérios problemas de satde. 2

Segundo a Agéncia de Protecdo de Pesquisa sobre o Cancer (INTERNATIONAL
AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER - IARC), o formaldeido é considerado uma
substancia alergénica para uma grande parcela da populagcdo, e a exposicdo a este
composto pode ocasionar, dermatite de contato e asma.® Ja a Agéncia de Protecio
Ambiental dos Estados Unidos (UNITED STATES ENVIRONMENTAL
PROTECTION AGENCY - US EPA), classifica o formaldeido como provavel

carcinogénico humano.*

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), por meio da
resolucdo RDC 15/2013, regulamenta a utilizacdo do formaldeido como conservante, a
concentragdo maxima permitida é de 0,2 % (2.000 mg kg), sendo que, em concentragao
superior a 0,05 % (500 mg kg?), deve ser escrito na embalagem a frase “contém

formaldeido”.®

Normalmente, o formaldeido ndo é adicionado diretamente nos produtos de
higiene e cuidado pessoal (PCPs). Alguns conservantes, geram o formaldeido ao
conservar e estabilizar os PCPs cosméticos durante o periodo de sua validade, além de

prevenir o crescimento de microrganismos. ®’

Alguns exemplos de conservantes que desempenham esse papel e que sdo
adicionados a shampoos, condicionadores, géis de banho e sabonetes liquidos sdo o

quaternium 15, 5-bromo-5-nitro-1,3-dioxano (Bronidox), dimetil dimetil hidantoina
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(DMDM hidantoina), 2-bromo-2-nitropropano-1,3-diol (Bronopol), imidazolidinil ureia
(1U) e diazolidinil ureia (DU).!

Desta forma, a determinacdo de formaldeido em PCPs é de fundamental
importancia, para evitar reacOes adversas oriundas do uso desses produtos que séo
abundantemente usados pela populagéo diariamente.

1.2 PREPARO DE AMOSTRA

Para a determinacdo de formaldeido em formulagdes cosméticas, foi empregada a

Microextracdo por Difusdo Gasosa, que sera descrita em detalhes no tépico abaixo.

1.2.1 Microextracdo por difusdo gasosa para extracao de formaldeido em amostras de

produtos de higiene e cuidado pessoal

Nas Ultimas décadas, foi verificado um aumento significativo no desenvolvimento
e aprimoramento de novas técnicas de analise, desenvolvendo novos métodos utilizando
um menor volume de reagentes, além de obter respostas analiticas extremamente rapidas.®
Estas melhorias, também estimularam que a etapa de preparo de amostras fosse
miniaturizada, para acelerar o processo extrativo e reduzir o volume de reagentes,
dispensando técnicas com etapas longas de preparo de amostras, como extracdo por
Soxhlet, extracdo convencional liquido-liquido (LLE) e extracdo convencional em fase

sélida (SPE).®

Em conjunto com a extracdo do analito, observa-se a necessidade da realizacao de
modifica¢bes quimicas, tal como a derivatizacdo, como forma de melhorar a deteccdo
e/ou separagdo do analito do restante da amostra. Como alternativa as técnicas citadas
anteriormente, vém sendo estudada a viabilizacdo da utilizacdo de membranas
impregnadas com solventes para a extracdo de espécies quimicas de interesses variados.

Uma dessas alternativas é o uso da extracdo por membranas poliméricas. Nesta, separa-
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se 0 analito do restante da amostra por meio do uso de uma membrana permeavel a gases
(GD).® Essa técnica sofreu um aprimoramento, foram reduzidos os volumes dos reagentes
utilizados na fase extratora sendo denominada como Microextracdo por Difusdo Gasosa
(GDME).

A GDME apresenta algumas vantagens como, a possibilidade de extracdo direta
tanto para analitos volateis como semi-volateis, em amostra de natureza liquida ou

solida.1®

A GDME, consiste na transferéncia do analito presente na amostra (também
conhecida como fase doadora), para uma fase, normalmente liquida, denominada fase
aceptora que esta presente sobre uma membrana que € permeavel. Essa transferéncia de
massa, baseia-se no equilibrio que ocorre do analito presente na fase doadora, e 0
headspace.l® A permeabilidade do analito na forma gasosa, permite atravessar a
membrana que possui finos espacos de ar em seus poros, permitindo que os analitos

difundam-se por ela sem dificuldades.*®

No entanto, como forma de aperfei¢oar ainda mais essa técnica, pode-se adicionar
um agente derivatizante na solugdo aceptora, promovendo a detectabilidade do analito.!!
Os processos que envolvem a derivatizagcdo, sdo uma forma eficaz e inteligente de
melhorar a susceptibilidade dos analitos a serem quantificados, uma vez que envolve uma
reacdo entre a espécie de interesse com um agente derivatizante, produzindo um

derivatizado.!?

Geralmente para a extracdo da espécie de interesse, o aquecimento do frasco
contendo a amostra é necessario para que ocorra a volatilizagdo do analito de interesse.*®
Alguns fatores afetam de forma direta a eficiéncia da extracdo, sendo: volume de
amostra; tempo e temperatura de aquecimento; além do pH, forca i6nica e efeito salting

out, sendo imprescindivel o controle e otimizacéo destes parametros.

O sistema de extracdo consiste em um frasco extrator, também conhecido como
modulo GDME, uma solugdo aceptora, uma membrana permeével a gases e um banho
termostatizado. Uma demonstracdo do esquema de extracdo, encontra-se ilustrado na

Figura 1.
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Médulo GDME headspace

Solucio aceptor:

Membrana

Amostr

=

Figura 1- llustracdo do sistema de extragdo usado em GDME

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

1.3 CONTAMINANTES EMERGENTES

Nos ultimos anos, foi evidenciado um réapido crescimento demogréafico, o que
ocasionou 0 aumento da utilizacdo de produtos de higiene pessoal, e produtos
farmacéuticos como forma de zelar pela satide e bem-estar dos individuos. Estes produtos,
apo6s a sua utilizacdo, podem contaminar aguas residuarias, sendo estas, fontes de

contaminagéo de corpos hidricos.'*

As aguas residuarias podem ser definidas como qualquer agua escoada por
sistemas de aguas pluviais, tais como esgoto doméstico, industrial ou comercial ou
qualquer outra combinacdo destes. O volume e tipo dessas aguas residuarias, sdo
delineados pelo numero de individuos da populacdo, atividade doméstica, industrial ou
recreativa. Nesta vertente as aguas residudrias urbanas caracterizam-se pela combinacgao
de aguas residuarias domésticas e industriais, bem como a infiltracdo de esgotos

circundantes e até a agua da chuva.®®

Nas aguas residuarias, rotineiramente sao identificadas substancias conhecidas,
como contaminantes emergentes (CES) ou contaminantes organicos emergentes (COES).
Estes CEs incluem horménios, pesticidas ou praguicidas, surfactantes, antibiéticos, anti-

inflamatorios, protetores solar, diuréticos, beta-bloqueadores, retardante de chama,



41

detergentes, desinfetantes e produtos de higiene pessoal, sendo encontrados em corpos
hidricos na faixa de concentracbes de ng Lt a pg L1 A biomagnificacdo e a
susceptibilidade com que estes compostos difundem-se facilmente até as matrizes
aquaticas, esta relacionado com as propriedades fisico-quimicas dos compostos, tais
como, coeficiente de particdo octanol/agua (Kow), constante de ionizacao acida (Kz) e pH

do meio, além de fatores ambientais e as condic@es climaticas.!’

Alguns exemplos de CEs amplamente presentes em corpos hidricos sdo 0s
produtos farmacéuticos. Estes acabam entrando no meio ambiente por duas principais
rotas, sendo a primeira, por inclusdo em lixdes, o que pode ser facilmente evitavel, pela
conscientizacdo do descarte apropriado. A segunda rota, via fezes e urina de humanos e
animais.!” Atualmente milhares de toneladas de produtos farmacéuticos sdo usados

anualmente em todo o mundo.'®

Como a contaminacéo de aguas superficiais e subterraneas por diversos produtos
farmacéuticos, tem sido considerada por muitos paises como um problema ambiental de
total relevancia, alguns paises desenvolveram um programa de pesquisa, exclusivo para

tal tema, conhecido como “Pharmaceuticals in the Environment”.*’

Exemplos de produtos farmacéuticos comumente presentes em matrizes
ambientais sdo: norfloxacina (NOR), ciprofloxacina (CIP) e carbamazepina (CBZ), cujas
informacdes quimicas sdo apresentadas na Tabela 1.

A CBZ, representada na Figura 2A), € um antiepiléptico comumente prescrito para
tratamento de epilepsia, tanto em criancas como adultos, também usado em doencas
psiquiatrica e para o tratamento da neuralgia do trigémeo.*?* O seu consumo mundial é
estimado em mais de 1.000 toneladas por ano.}* Por ser um produto farmacéutico,
sintético e frequentemente detectado em aguas residuarias, agua potavel, aguas
superficiais e por apresentar alta resisténcia a biodegradacao nas esta¢fes de tratamento
de esgoto (ETES), esse é considerado um marcador antropogénico.??

Outra classe de CEs encontrado em corpos hidricos sdo os antibioticos. Desde a
sua descoberta na década de 1930, os antibidticos sdo usados como forma de terapia

tratando diversos tipos de infeccdes.?*2*

Dentre os antibidticos de amplo espectro administrado para o tratamento de

infeccdes bacterianas, uma classe merece destaque, a classe em questdo € da familia das
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fluoroquinolonas (FQs). Introduzidos como objeto de tratamento pela primeira vez em
1980, os antibidticos das FQs se tornaram rapidamente uma das classes mais populares
de antibidticos.?® Por apresentarem um atomo de fl(ior em sua estrutura, esses antibidticos

apresentam alta resisténcia e persisténcia ambiental e bioldgica.?%?’

Como representantes dessa classe de antibidticos destaca-se a ciprofloxacina
(CIP) e anorfloxacina (NOR), representadas pelas Figuras 2B) e 2C). Tanto a CIP quanto
a NOR sdo antibioticos da segunda geracdo das fluoroquinolonas, e consideradas de

amplo espectro, e utilizadas tanto na terapia humana quanto veterinaria.?®

A CIP geralmente € usada no tratamento de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, sendo administrada também para tratamento de infecces de tecidos moles,
infecgBes bacterianas, doengas sexualmente transmissiveis e sinusite. Este farmaco
apresenta biodisponibilidade absoluta de 70 — 80 %, e excre¢do na forma néo
metabolizada via urina e fezes, sdo respectivamente, 44,7 % e 25,0 %, e aproximadamente
20 % sob a forma de quatro metabdlitos (desetilenociprofloxacino, sulfociprofloxacino,

oxociprofloxacino e formilciprofloxacino).?

J& a NOR, similarmente & CIP, também usada no tratamento de bactérias Gram-
positiva e Gram-negativa, para o tratamento de infeccGes do trato urinario, prostatite,
infecces do trato genital, gonorreia, além de ser utilizada na pecuéria e avicultura.®® A
NOR, apresenta uma biodisponibilidade absoluta de 30 — 40 %, cerca de 26 —32 % ¢
excretada na urina, 30 % € excretada pelas fezes, além da excre¢do de 5 — 8 % sob a forma

de seis metabdlitos ativos de menor potencial antimicrobiano. **
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Tabela 1 - Propriedades fisico-quimicas da CBZ, CIP e NOR®? 2

Solubilidade
) Massa
Formula em H20 a
Composto molar bpKa  Plog Kow
molecular ( ) 25°C
mol
X L
Carbamazepina  CisH12N20 236,27 0,220 13,9 2,45
Ciprofloxacina  Ci17H18FN3O3 331,34 0,0430 6,09; 8,74 0,280
Norfloxacina C16H18FN303 319,33 0,140 6,34; 8,75 0,460

Dado:

Kow refere-se ao coeficiente de parti¢do octanol-agua,
pKa refere-se a constante de ionizagao &cida,

2 Fonte de dados pubchem,

b Fonte de dados SciFinder.

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

SO

A

07 “NH,
o o B O O O
N N N N
"SI 'SRA

Figura 2 - Estrutura plana dos farmacos: (A) Carbamazepina, (B) Ciprofloxacina e (C)

Norfloxacina

Fonte: Elaborada pela autora (2022).
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A problematica concentra-se no fato que todas as classes dos compostos
apresentados anteriormente sdo usadas diariamente ndo s6 no Brasil, mas em todo o
mundo. Dessa forma, o monitoramento dessas substancias € de fundamental importancia,
ja que a agua é essencial em todos os aspectos da vida, e ainda ndo esta totalmente

elucidada quais consequéncias podero ocorrer pela longa exposicéo a esses compostos.®*

A US EPA, define como contaminante emergente qualquer substancia de natureza
quimica, fisica, bioldgica ou radioldgica incomum na agua.*® Segundo a Organizagio
Mundial da Saude da Europa (OMS/EUROPA), 0 acesso a agua potavel e adequada
higiene em casa, sdo itens imprescindiveis para a vida no século XXI.*® Fato este, que
esta diretamente relacionado a um adequado saneamento basico, j& que a liberacdo de
aguas residuarias para o meio ambiente, além de danificar o ambiente aquatico, expde a
populacdo aos contaminantes emergentes, e aos agentes etiologicos tais como virus,

bactérias, e até mesmo o virus SARS-CoV-2.%¢

Os CEs acabam sendo introduzidos ao meio ambiente por meio das aguas
residudrias municipais, hospitalares, veterinérias e das industrias farmacéuticas, isto
acaba acontecendo, uma vez que as ETEs ndo foram desenvolvidas para a remogéo
completa desses compostos. Um esquema da entrada desses contaminantes no meio

ambiente é apresentado na Figura 3.
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tratamento

Degradacao quimica e biolégica -

Figura 3 - Fluxograma da entrada dos CEs em diferentes compartimentos ambientais

Fonte: Adaptada de Lima Gomes (2012).%

A problematica acentua-se ainda mais se pensarmos nas condicGes sanitarias do
Brasil. Segundo o Atlas do Esgoto, desenvolvido pela Agéncia Nacional de Aguas e
Saneamento Béasico (ANA) e a Secretaria Nacional do Saneamento Ambiental, em 2017,
no Brasil, somente 43 % do esgoto coletado era tratado; 12 % utilizavam solucdes
individuais, tais como fossa séptica; 18 % do esgoto coletado néo era tratado e 27 % nao

possuiam coleta e muito menos tratamento de esgoto.®® 3°

No entanto, observa-se que muitas cidades ao redor do mundo ndo apresentam as
ETEs. Segundo a US EPA, o principal objetivo das ETEs é acelerar os processos fisico-
quimicos para remover contaminantes presentes na agua coletada, e entrega-la adequada
para a reutilizacdo, ou para lancamento em fontes receptoras. O grande problema é o
tratamento aplicado, principalmente no Brasil, ja que o tratamento quando é aplicado,
ainda ndo tem como objetivo a remocdo de uma ampla gama de compostos quimicos,
como, agentes anti-hipertensivos, produtos farmacéuticos e de higiene pessoal, drogas

ilicitas, estimulantes, anti-inflamatdrios e antibidticos.*% 4
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Com isso as aguas residuarias acabam sendo fontes primarias de contaminacao

em aguas receptoras e solos.

1.4 PRINCIPAIS TECNICAS ANALITICAS PARA DETERMINACAO DE
CARBAMAZEPINA, CIPROFLOXACINA E NORFLOXACINA EM AMOSTRAS
AMBIENTAIS E FORMULACOES FARMACEUTICAS

A US EPA por meio do método 1694, criado em 2007, recomenda como método
oficial para determinacdo de produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais em agua,

solo, sedimento e biosolidos sejam realizados por HPLC/MS/MS.#?

Apds uma busca rapida na literatura (Quadro 1), sobre as técnicas mais utilizadas
para determinacdo dos farmacos discutidos anteriormente no ambiente aquéatico ou
formulagdes farmacéuticas, as técnicas cromatogréficas ainda sdo as mais utilizadas
conforme recomenda as farmacopeias Americana e Brasileira.>>® Em amostras
ambientais, um destaque especial sdo direcionadas as cromatografias gasosa e liquida
acopladas a espectrometria de massas sequencial, que possibilitaram a sistematizacao de
técnicas analitica nos Estados Unidos e Europa.>® Entretanto, mesmo essas sendo as
técnicas mais recomendadas, elas ainda apresentam elevado custo, além de produzirem
grandes volumes de residuos quimicos. Pensando nisso o desenvolvimento de novos
estudos em diferentes grupos vem crescendo objetivando a determinacdo CBZ, CIP e
NOR usando técnicas alternativas como: imunossensores impedimétricos?®, sensores
eletroquimicos baseados em polimeros com impressdo molecular (MIP)%"°8, sensores
fluorescentes baseados em MIP *° e imunossensores baseados em fibras 6pticas®® e demais

dispositivos e microssistemas.
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Quadro 1 - Técnicas usadas para determinagdo dos farmacos em amostras ambientais e formulagdes farmacéuticas

(continua)
Analito Matriz estudada Método utilizado Concentracédo monitorada Referéncia
Agua superficial LC-MS/MS 12,7 x 102* 43
Agua superficial UHPLC-QToF/MS 5,40 x 10 — 2,50 x 1073* 44
Efluente (ETE) HPLC-UV 0,132* 22
Carbamazepina
Afluente (ETE) 0,291*
LC-MS/MS 45
Efluente (ETE) 0,232*
Formulagges HPLC-UV 201 46
farmacéuticas
. LC-FLD
Efluente hospitalar LC-MS/MS 32,0 -99,0* 47
Efluente hospitalar SPE-UHPLC-MS/MS 1,30 - 33,9* 48
Efluente (ETE) UHPLC-MS/MS 6,40 x 10°%* 49
Ciprofloxacina Formulacdes
; Jact Quimioluminescéncia 476 — 535** 50
armacéuticas
Afluente (ETE) 2,83*
LC-MS/MS 45
Efluente (ETE) 0,564*
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Quadro 1 - Técnicas usadas para determinagdo dos farmacos em amostras ambientais e formulagdes farmacéuticas

(conclusao)

farmacéuticas

Analito Matriz estudada Metodo utilizado Concentracédo monitorada Referéncia

Efluente hospitalar SPE-UHPLC-MS/MS 0,800 - 4,40 * 48

Agua superficial LC-MS/MS 3,00 x102- 5,40 x102 * 51
Afluente (ETE) 385*

Norfloxacina LC-MS/MS 52
Efluente (ETE) 149*

Agua residudria LC-MS/MS 8,32 x103* 53

Formulagges Espectrofotometria 399** 54

Dado:

*concentragio representada em pg L,

** concentragdo representada em mg / comprimido.

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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1.5 DISPOSITIVOS DE ANALISES RAPIDAS

A preocupacdo em desenvolver métodos de analises rapidas, portateis, com baixo
consumo de reagentes e solventes e que atendam aos principios da quimica verde, vem
impulsionando diversos grupos de pesquisa ao redor do mundo. Neste sentido, 0s
laboratérios de quimica analitica vém desempenhando um papel crucial, no
desenvolvimento de tais métodos que sejam ambientalmente amigaveis, preservando

assim, 0 meio ambiente e a satide do operador.5!

Neste contexto, as técnicas miniaturizadas surgem como alternativas ecolégicas
frente as técnicas classicas de analise, uma vez que possibilitam desenvolver dispositivos
em tamanhos reduzidos, permitem a obtencdo de resultados equivalentes aos
equipamentos classicos, além de oferecerem portabilidade das analises, baixo custo e
baixa geracéo de residuos quimicos, e facil operacdo e manuseio.®?

O processo de miniaturizacdo possibilitou que fossem desenvolvidos, por
exemplo, dispositivos de andlise totalmente miniaturizados, os chamados lab-on-chip ou
K-TAS, nos quais 0s consumos de reagentes seriam baixos, além do rapido tempo de

processamento, permitindo pesquisas rapidas e com alta tecnologia.®3%4

Os lab-on-chips podem ser integralizados a varias unidades funcionais em um
Gnico dispositivo miniaturizado, como por exemplo, a microfluidica.®® Esta caracteriza-
se por usar baixo volume de amostra (10° a 108 L) em canais micrométricos.3% A
tecnologia microfluidica concentra-se em usar o minimo de fluido para obter informac6es

precisas.®’

Quando os dispositivos microfluidicos sdo confeccionados em papel, seja ele
cromatografico ou de filtro, estes acabam por serem denominados de dispositivos
analiticos microfluidicos a base de papel (UPADs), e apresentam como principais
caracteristicas a portabilidade para detecgédo in situ, descartaveis, ndo necessitam de

sistemas de distribuicio externa, além de oferecerem baixo custo.5®

Integradas ao JUPADs, varios sistemas de deteccdo séo utilizados, incluindo os
métodos quimioluminescentes, eletroquimicos, fluorescentes, dpticos, dentre outros.®
Entre estes, um dos mais empregados € o Optico, com destaque para 0 método

colorimétrico, devido a simplicidade de operacao e baixo custo.
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A colorimetria ou método colorimétrico consiste na obtencdo de um produto de
reacdo colorido ou que se descolore, possibilitando a determinacdo de compostos
organicos ou inorganico apos a reacdo quimica. Os métodos baseados neste tipo de
reacao, geralmente sdo miniaturizados, e 0s produtos de reagdo sao normalmente captados

por dispositivos digitais tais como, cAmeras digitais, webcams, smartphones e scanners.”

Os dispositivos digitais tornaram-se uma promissora alternativa para a captagédo
de reacOGes colorimétricas, pois apresentam software e hardware cada vez mais
atualizados, sendo comparados por muitos a microcomputadores, além de oferecerem
portabilidade e conectividade sem fio a outros dispositivos.”* De forma resumida, quando
utilizam-se dispositivos digitais para a captura dessas imagens, 0 método torna-se uma
alternativa atraente para laboratorios que dispdem de baixos recursos financeiros, além

de permitir analises in situ.

Os produtos das reacdes colorimétricas podem ter suas imagens captadas em
diferentes superficies, sendo as mais utilizadas, papel de filtro quantitativo, placas de
porcelana ou spot-tests fabricados por exemplo, em impressoras tridimensionais (3D). Os
dispositivos 3D podem ser confeccionados sob diferentes formas geométricas e polimeros
de impressdo. Neste tipo de impressdo, € possivel a criacdo de prot6tipos precisos e de
facil repeticdo, além da facilidade no ajuste do modelo de impressdo no computador,
qguando necessario. A gama de aplicacdes dos dispositivos impressos em 3D, envolve
desde componentes para instrumentos analiticos, sensores eletroquimicos, células em

fluxo, reatores de fluxo, spot-test, dentre outros.’?

Nesta vertente alguns exemplos da empregabilidade de dispositivos de analises
rapidas e de baixo custo desenvolvidos e utilizados em andlises quimicas e bioquimicas

encontram-se destacados no Quadro 2.



Quadro 2 - Dispositivos miniaturizados para aplicacbes em analises quimicas e bioquimicas

(continua)
Dispositivo L o 3 o
o ) Aplicagdo Técnica de deteccéo Referéncia
miniaturizado
Biossensor para o
o Determinacéo de y o
determinacéo de ) Deteccao colorimétrica 73
_ glicose no sangue
glicose
_ . Determinagéo de
Dispositivo ] ]
_ . microrganismos o
microfluidico em . _ Comparacao visual 74
patogénicos (E. coli)
papel )
em amostras de urina
Polarimetro portatil Medicdo do angulo de )
. _ } 3 Mudanca do feixe da luz
criado por impressédo rotacdo da luz ) 75
) polarizada
3D polarizada
) o Deteccdo da presenca 3 o
Dispositivo _ Deteccdo colorimétrica
o de sulfonamidas em N 76
colorimétrico em papel ) utilizando scanner
amostras de leite
Espectroscopia de
7

Eletrodos impressos
em impressora 3D

Sensores para fins
analiticos

Impedancia Eletroquimica e

Voltametria Ciclica

51



Quadro 2 - Dispositivos miniaturizados para aplicacfes em anélises quimicas e bioquimicas

(concluséo)

Dispositivo

miniaturizado

Aplicacéo

Técnica de deteccao

Referéncia

Microchip fabricado
em filtro de papel
qualitativo

Andlise de benzoato de

sodio em alimentos

Deteccao colorimétrica

utilizando smartphone

78

Microamostrador
portatil

Determinar de NO2 no
ar atmosférico

Deteccdo colorimétrica

79

Spot-test de porcelana

Determinacdo de acido
ascorbico em frutas

brasileiras

Deteccdo colorimétrica

utilizando smartphone

80

Spot-test de porcelana

Determinacéo de
bumetanida em urina

humana

Deteccdo colorimétrica

utilizando scanner

81

Folha de transparéncia

Determinacdo de Fe
(111) em superficies

metalicas

Deteccao colorimétrica

utilizando scanner

82

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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1.6 IMAGENS DIGITAIS

Um aumento considerdvel na utilizacdo de imagens digitais obtidas por
dispositivos como cameras digitais, webcams, scanners ou smartphones, cresceram nas
ultimas décadas e foram as responsaveis por oferecerem portabilidade, analises rapidas e
in situ.83® Os smartphones atualmente apresentam hardware e software cada vez mais
aprimorados, possuindo memoria interna de elevada capacidade de armazenamento, uma
ou mais cameras de alta resolucdo, além de fécil conectividade sem fio a outros
dispositivos. Desta forma, o smartphone cada vez mais é compativel para ser usado como
ferramenta analitica usando a captacdo de imagens, tendo como aliado, o seu facil

manuseio pela maioria da populagio.®®

Essas melhorias, principalmente associadas aos avancos no hardware éptico
permitiram que os smartphones se tornassem, ferramentas de andlises rapidas utilizadas
em técnicas espectroscopicas, tais como, em andlises por fluorimetria e colorimetria,
apresentando aplicacGes em diferentes areas do conhecimento como quimica, biologia e

ciéncias médicas.®

Nas cdmeras embutidas nos smartphones, as leituras dos sinais Opticos capturados,
passam por um algoritmo de contagem de pixels, seguido pelo processamento das

imagens usando o sistema operacional que pode ser o Android ou iO0S.8’

Geralmente nas cameras dos smartphones, o sensor mais amplamente utilizado é
o fotodiodo semicondutor de 6xido metéalico complementar (CMOS), que pode variar de
acordo com o fabricante e 0 modelo.&8 Esse sensor tem como principal objetivo capturar
os fotons e converté-los em um sinal elétrico. Este sinal é entdo alinhado em pontos,
chamados pixels, e proximo a cada pixel existem transistores que sdo 0s responsaveis

pelo processamento de informagdes claras, escuras e incolores.%

Como o sensor ndo apresenta a capacidade de atribuir cores aos pixels, ha a
necessidade de inserir filtros que serdo os responsaveis pela atribuicéo de tons aos pixels.
Diferentes filtros podem ser utilizados, e distribuidos pelos diferentes espacos de cores.
& Atualmente existem diferentes espacos de cores, mas os mais utilizados sdo ciano,
magenta, amarelo e preto (CMYK), ou vermelho, verde, azul (RGB). O espaco de cor
CMYK é geralmente usado em técnicas de impressdo por utilizar das cores ciano,

magenta e amarelo para formar uma variedade de cores, sendo a cor preta, k, formada



54

pela combinagio destas 3 cores.® A grande desvantagem ao se utilizar o espaco de cor
CMYK, é a incapacidade de se obter um preto puro, ja que esta cor é obtida pela mistura
das demais cores, e além disso, com esse espa¢o de cor ndo se consegue abranger todo o

espectro de cores.

O filtro Bayer é o mais utilizado nos sensores CMOS, que usa o sistema de cores
RGB.% Este sistema é usado principalmente no sistema de captura de imagens, pois
funciona de modo semelhante a visdo humana, sendo possivel obter as coordenadas de
outros espacos de cores. No sistema RGB, as 3 matrizes R, G, B sdo usadas para
armazenar as informacdes de intensidade destas componentes e posteriormente, podem
ser usadas para estabelecer uma relacdo entre a concentragao do analito e os componentes

de cor.8* 92

Como forma de garantir uma representacdo precisa das cores, o International
Color Consortium (ICC), definiu um padrdo de cor independentemente do dispositivo
usado, onde os valores de R, G, B poderiam variar no intervalo de zero a 255 (formato de
8 bits) ou 0 a 1 (formato fracionario), podendo serem usados como intensidade do canal.®®
Nessa representacdo, se escolhermos, por exemplo, uma imagem e a decompormos no
sistema RGB, veriamos que ela seria representada em tons claros e escuros, de acordo
com a intensidade de cada canal selecionado. Esta variacdo ocorre pelos tons atribuidos
a cada pixel e o resultado, pode ser um cinza neutro, branco puro ou preto puro, conforme

a selecéo do canal.

Um exemplo de como ocorre a decomposicao dos trés canais pelo sistema RGB,

é representada pela Figura 4.



Figura 4 - (A) Foto original, e decomposicao pelos trés canais RGB; (B) Canal R; (C)
Canal G; (D) Canal B

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Tal como o sistema CMYK, as cores dos canais RGB, podem ser combinadas de
forma a obter as demais cores, como por exemplo, a cor preta pode ser representada por
[R=0,G=0,B=0], 0branco [R =255, G = 255, B = 255] e 0 violeta por [R = 238, G
=130, B = 238].

As intensidades de cores sdo entdo usadas para estabelecer a concentragdo do
analito apos a captura das imagens, tendo como fendmeno, a reflectancia difusa.®?

Quando a radiacdo incide sobre um objeto, dois fendmenos distintos podem ser
observados, a absorcao ou a reflex&o. A reflectancia ou reflexdo, ocorre quando a radiacéo
incidente atinge uma determinada superficie culminando nos processos de reflectancia, a
difusa ou a especular.®® Nesta Gltima, a radiacdo é refletida sem transmissdo pela
superficie da amostra, enquanto a reflectancia difusa penetra no material, sendo
transmitida em sua superficie apds sofrer reabsor¢do parcial e dispersdo na camada
interna do material °*, conforme observado na Figura 5.
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A) B)

Figura 5 - Tipos de reflexdo sobre a superficie de um material: (A) Reflex&o especular;

(B) Reflexdo difusa apds o feixe atingir um spot-test com reacdo colorimétrica

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Ambos os fenémenos (absorcdo ou reflexdo) podem ser usados nas analises
obtidas por imagens digitais. Portanto, para determinar a concentracdo da amostra, de
maneira direta, utilizando dados da reflectancia difusa, usa-se a fungédo de Kubelka-Munk
(Fr) (Equacdo (1)) para correlacionar com a concentracdo do analito. Ou ainda é possivel
também utilizar a Lei Lambert-Beer para determinar a concentracdo do analito, de forma
indireta j& que o fenbmeno detectado pelo smartphone néo é a absorcao da radiacdo e sim

a transmitancia (Equagéo (2)).

Fp =80 = ke 1)
A=-log () (2)

Sendo, R a reflectancia difusa, K uma constante envolvendo os coeficientes de
absortividade e espalhamento, e C a concentracdo do analito. Desta forma, para o calculo

de Fr deve-se obter os valores absolutos de reflectancia difusa.
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lo refere-se a intensidade do sinal em branco e | refere-se a intensidade do sinal da amostra
em relacdo aos canais RGB monitorados a partir de reacbes quimicas, bioquimicas ou

enzimaticas.

Os valores obtidos de transmitancia variam de 0 a 1, e permitem construir a curva

analitica para determinar a concentracdo do analito nas amostras de interesse.34%

Cabe destacar que ainda ndao hd um consenso na comunidade cientifica sobre a
ocorréncia de forma isolada ou simultanea dos processos de reflexdo, absorcéo de luz,
refracdo, dentre outros, nos produtos das reacdes colorimétricas a serem captadas por
dispositivos digitais. Sabe-se, no entanto, que as técnicas colorimétricas baseiam-se nos
fendmenos de reflexdo e transmissdo da radiacdo, e desta forma, diferentes modos de

expressar esses resultados podem ser empregados.’*

Existem ainda outros espacos de cores, que embora ndo apresentem uma
uniformidade nas cores para comparagdo, podem ser convertidos para o sistema RGB,
usando equacGes matematicas, como é o caso do Commission internationale de
I'éclairage (CIE XYZ). O CIE XYZ prop0e a existéncia de trés tipos de radiacGes de
carater imaginario, e a combinacdo dessas seriam as responsaveis pela formacdo de
diferentes cores dentro do campo da visdo humana. A CIE XYZ independe do dispositivo
usado, sendo dependente somente das matrizes de conversdo XYZ, sendo X e Z as
coordenadas cromaticas e 0 Y € a luminancia. Este espaco de cor, é comumente usado em
um espectrofotdmetro. Existe ainda, um espaco de cor chamado de HSV, que descreve as
cores em funcdo de suas tonalidades e brilho, sendo a tonalidade (H) definida como o
comprimento de onda do espectro de radiacdo, variando de 0 a 360°. A saturacao (S), é
definida como a pureza da cor, e pode variar na faixa de 0 a 100 %. E por ultimo, o brilho
(V), descreve o brilho ou a intensidade da cor, podendo variar de 0 a 100 %.8?

Dependendo do espaco de cor usado ndo se faz a correlagdo com a Lei de Lambert-
Beer para determinar a concentracdo do analito. Ao usar o espaco de cor CIE XYZ, é
possivel obter a concentracdo do analito, baseando-se nas coordenadas cromaticas, e 0

mesmo se observa no sistema HSV.

Diversos aplicativos como Better camera, Pixlr, Camera FV-5, ProShot, e Open
Camera, sdo utilizados para captura de imagens digitais, sendo possivel fazer o controle

do brilho, macros, I1SO e foco. Ja para o processamento dos diferentes espacos de cores,
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os aplicativos mais utilizados sdo Image J, Photometrix e Image color Picker. O destaque,
no entanto, € para o Image J, um aplicativo de dominio pablico que utiliza a linguagem

Java, e é muito utilizado no tratamento das imagens digitais.”

O uso do smartphone como ferramenta de detec¢do para reagdes colorimétricas é
uma alternativa promissora, pois permite a reducdo do volume da amostra e redugéo do
consumo de reagentes quimicos, como solventes. O advento da impressao 3D, permitiu
aprimorar a utilizacdo do smartphone como detector, garantindo a precisao e a qualidade
na aquisicao das imagens, evitando radiacdo espuria, distorcdo da imagem e perda de
foco.% Além disso, a impressdo de spot-tests poliméricos sio uma alternativa eficaz na
baixa produgdo de residuos quimicos, baixo consumo de solventes e diminuigao no custo

final das analises.%®

Os spot-tests podem ser usados para acomodar uma ampla variedade de reacoes
colorimétricas, podendo serem confeccionados com uma infinidade de materiais, tais
como, polimeros em acido polilatico (PLA) ou acrilonitrila butadieno estireno (ABS)

usando a impressdo 3D e até os uPADs.

Da Silva, Araujo e Paixdo, desenvolveram uma plataforma em papel, com
capacidade de 11 pL, para analise de fenacetina usada como adulterante incorporado a
drogas ilicitas, como a cocaina. A determinacdo foi feita usando um smartphone como

dispositivo de captura das imagens obtidas por reacio colorimétrica.®’

Dos Santos et al., desenvolveram uma reacdo colorimétrica para determinacéo de
acido ascorbico presente em amostras de frutas brasileiras da Amaz6nia com o uso de um
spot-test de porcelana de 600 L e um smartphone.® Pessoa et al., utilizaram uma camera
digital para a captacdo das imagens colorimétricas geradas pela reacdo entre aguardente
de cana-de-acUcar e um agente quelante e croméforo para a determinagdo de cobre em

amostras de aguardente.®?

Ravazzi et al., utilizou um spot-test de porcelana de 600 pL e um smartphone para
capturar os produtos da reacdo entre captopril e cloreto de paladio (1) aplicado na

determinacéo de captopril em formulages farmacéuticas e urina sintética.%
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1.7 ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA ELETROQUIMICA

O uso da Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE) tem-se mostrado
uma ferramenta poderosa em diferentes campos do conhecimento, e caracteriza-se pelo
estudo da impedancia elétrica (Z) de um sistema ou material que varia em fungéo da
frequéncia de um sinal senoidal de entrada. O conceito de impedancia foi inicialmente
discutido por Oliver Heaviside em 1886, que adequou 0s conceitos de numeros
complexos na andlise de circuitos, o que tornou possivel a interpretacdo da impedancia
elétrica por dois elementos, sendo estes a resisténcia e as reatancias (indutivas e

capacitivas).1%

A resisténcia, caracteriza por ser o elemento real e por ndo alterar com a
frequéncia; enquanto a reatdncia representa o elemento complexo e depende da

frequéncia.*

Em linhas gerais, a EIE baseia-se na teoria das correntes alternadas (CA), e a
resisténcia do sistema pode ser definida pela Lei de Ohm (Equagdo (3)).102103

E=IR (3)

Sendo E o potencial em volts (V), | a corrente em Ampeéres (A) e R a resisténcia
em Ohms (Q). Cabe ressaltar que nesses tipos de circuitos, o elemento resistivo (resistor)
é 0 Unico elemento responsavel por oferecer uma barreira ao fluxo de elétrons. Essa
relacdo é amplamente reconhecida e utilizada para representar um resistor ideal. O resistor
ideal apresenta algumas particularidades, tais como: segue a Lei de Ohm em todos 0s
niveis de tensdo e corrente; possui valor independente da frequéncia e, por fim, a corrente

e tensdo que atravessam um resistor estdo em fase um com o outro.%

Em um sistema eletroquimico de corrente alternada, no entanto, as relagdes
elétricas sdo mais complexas do que aquelas limitadas pelo resistor ideal e, assim, essas
propriedades simplificadoras ndo sdo sempre validas. No lugar da resisténcia, emprega-
se 0 conceito de impedancia (Equacdo (4)).1%? De forma analoga a resisténcia, a
impedancia relaciona-se com a habilidade apresentada pelo circuito elétrico em resistir

ao fluxo de corrente elétrica.'%210
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E=1Z 4)

A impedancia, dada em Ohms (Q), caracteriza-Se por ser um conceito mais geral
do que a resisténcia, uma vez que ela considera ndo somente as amplitudes da tensao e
corrente, mas considera também as fases relativas entre as grandezas e a dependéncia a

frequéncia.l®®

A impedancia, normalmente, relaciona um potencial alternado em uma célula
eletroquimica com a corrente alternada produzida ou vice-versa. Quando for aplicado um
sinal senoidal de excitagdo, a resposta gerada serd uma corrente senoidal de mesma

frequéncia.l®®

A expressao equivalente a Lei de Ohm e que permite o calculo da impedancia em
um sistema eletroquimico é dada pela Equagao (5).1%

_ @ _ Epsen(wt)
T Ipsen(wt + §)

()

Sendo E(t) o potencial em funcdo do tempo t; Eo a amplitude desse sinal, ® a
frequéncia angular (com ® = 2=nf, sendo f a frequéncia); I(t) a corrente em fung¢io do
tempo gerada como resposta a aplicacdo de E(t) e lo é a amplitude do sinal de corrente.
Na equacdo, ¢ é o angulo de fase correspondente a defasagem entre o potencial e a

corrente. 103

A partir da relacdo matematica de Euler, torna-se possivel expressar a impedancia
como uma funcdo complexa em termos de corrente e potencial. Dessa forma, a
impedancia sera expressa como um nimero complexo, ou seja, apresenta uma parte real
(Z’) e outra imaginaria (Z”) conforme a Equagdo (6), em que |Z| é o mddulo da

impedancia.t®

1z = V(@) + (") (6)
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O estudo da EIE possibilita a avaliacdo de diversos processos fundamentais que
ocorrem na interface eletrodo-solugéo, sendo esses, a formagéo de filmes finos, adsorcéo,
taxa de transferéncia de carga, difusdo e troca ionica.X®* Como os eventos eletroquimicos
sdo, em esséncia, reacdes quimicas, estas ocorrem segundo 0s principios quimicos gerais.
Algumas envolvem, por exemplo, a transferéncia de elétrons (reacGes redox), apresentam

natureza e cinética heterogénea, e dependem da relacio area e interface do eletrodo.'®

O fundamento da técnica concentra-se na aplicacdo de um estimulo elétrico, que
pode ser um potencial ou uma corrente conhecida, em uma faixa de frequéncias (que pode

variar por exemplo de 10° a 10 Hz) seguida da observacéo da resposta gerada. %

Geralmente, os experimentos envolvendo a EIE sdo realizados apds o sistema
entrar em equilibrio, condicéo tipicamente observada pelo monitoramento do potencial
de circuito aberto (PCA), que devera permanecer ou atingir um valor constante, que
corresponda ao equilibrio eletroquimico. A amplitude do sinal de perturbacdo comumente
utilizada para as medidas de EIE sdo baixas, geralmente na faixa de 5 a 20 mV, como
forma de ndo alterar o estado de equilibrio do sistema, e para facilitar a linearizacdo das
respostas obtidas. %

As modificacBes eletroquimicas que ocorrem na interface eletrodo-solucao
eletrolitica podem ser modeladas em associacdo a um circuito elétrico equivalente que
visa representar o espectro da impedancia. Para a extragdo do circuito equivalente de um
sistema eletroquimico, geralmente sdo utilizados softwares que possibilitam tal
simulacdo. Os principais componentes, de maneira simplificada, que modelam os

circuitos equivalentes sdo: resistor, capacitor e indutor.%

De modo geral, esses componentes estdo associados aos processos fisicos que

estdo ocorrendo no sistema, conforme observado no Quadro 3.
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Quadro 3 - Correlacgéo estabelecida entre os processos fisicos e o elemento de circuito

elétrico

Processo Fisico

Elemento de Circuito

Transferéncia de carga

Resistores Re € Ric

Dupla camada elétrica

Capacitor Cqc

Camadas superficiais dielétricas

) . L. Capacitor C
(revestimentos organicos e 6xidos) P

Adsorcao Pseudocapacitor Cg e resistor Re

Transporte de massa Pseudocapacitor Cy, e pseudo-resistor Ry

Dado: Re é a resisténcia do eletrolito;
Ric € a resisténcia a transferéncia de carga.

Fonte: Retirado de Wolynec (2002).1%8

Nos eletrodos, podem ocorrer dois diferentes processos, sendo estes, processos
Faradaicos e ndo-Faradaicos. Nos processos Faradaicos, observa-se transferéncia de
elétrons na interface eletrodo/solucdo. Ja nos processos ndo-Faradaicos, o eletrodo
encontra-se polarizado e ndo ha, dessa forma, transferéncia de cargas, mas alteracdes no
potencial elétrico da interface.’%® Além disso, na EIE ndo-Faradaica, ndo ha a exigéncia
do uso de par-redox, e consequentemente, ndo € necessario eletrodo de referéncia, uma

vez que nio ¢ aplicado potencial de corrente continua (CC).1%

Nas mais simples células eletroquimicas, o conjunto eletrodo-solucdo apresenta
comportamento analogo a uma combinacdo em série de uma resisténcia Re, que
representa a resisténcia da solucdo (eletrolito), e um capacitor ideal, de capacitancia Cqc
(distribuicdo da dupla camada elétrica), como demonstrado na Figura 6A).1% Nesse tipo
de configuracéo, diz-se que o eletrodo é bloqueante (ou idealmente polarizado), uma vez
que ndo existe movimentacdo de cargas elétricas entre a solugdo eletrolitica e o eletrodo.
Isso ocorre porque o potencial aplicado no eletrodo bloqueante ndo produz corrente no

eletrolito.1%

Pode-se, ainda em uma grande classe de sistemas, adicionar em paralelo com o
capacitor Cqc, uma impedancia Zs (caracteristica de rea¢6es Faradaicas no eletrodo), como

forma de representar os processos que ocorrem na interface eletrodo-solucéo eletrolitica,
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conforme apresentado na Figura 6B). Dessa forma, essa Zs pode ser subdividida, em
alguns casos, em uma resisténcia Ry (ocasionada pelo processo de transferéncia de carga
entre 0 eletrodo e as espécies eletroativas da solugdo) em série com a impedancia,
conhecida como impedancia de Warburg (Zw), relacionada ao fendmeno proveniente do

transporte de massa (difusio) dessas espécies eletroativas (Figura 6C)).1%

(A) (B) ©)

Clec Cae
Ce
O—é—{ }—O O%O @] Re o]
Zy Ric Zw
Figura 6 - Representacdo de circuitos elétricos equivalentes. (A) Célula eletroquimica
simples; (B) Reacéo Faradaica no eletrodo demonstrada pela impedéncia Zs, (C)

Processo difusional representado pela impedancia de Warburg (Zw). Este circuito é

comumente conhecido como modelo de Randles

Fonte: Retirado de Santoro (2014).1%

Cabe ressaltar que a escolha do circuito elétrico equivalente que melhor descreva
0 sistema eletroquimico sob investigacdo deve principalmente, corresponder de forma

adequada aos fendmenos fisicos observados na interface eletrodo/solucéo.

1.8 REPRESENTACOES DOS RESULTADOS GERADOS POR EIE

Os resultados provenientes da impedancia complexa em funcédo da frequéncia na
EIE podem ser representados por duas diferentes configuracdes, os diagramas de Nyquist
e de Bode.
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No diagrama de Nyquist, também conhecido como representacdo de Argand ou
Cole-Cole, expressa-se a impedancia imaginaria em fungdo da impedéancia real medida
para uma dada frequéncia angular (®), que pode tender de zero a infinito. O conjunto de
pontos obtidos em uma gama de frequéncias é utilizado para compor a curva no plano
imaginario.1%

Os dados de impedéancia obtidos séo representados no plano cartesiano em fungao
da variagdo de ® e do mecanismo eletroquimico predominante. Cabe ressaltar que no
diagrama de Nyquist, cada ponto ira representar as partes imaginaria e real da impedancia,
obtidas a uma determinada frequéncia. Os conjuntos de pontos medidos durante a
impedancia, sob frequéncias pré-estabelecidas, irdo formar a curva no plano complexo.
Uma representacao do diagrama de Nyquist € apresentada na Figura 7 A). Para interpretar
o diagrama de Nyquist, faz-se a extrapolacdo da parte direita do semicirculo até o eixo
horizontal. Dessa forma, o didmetro do semicirculo obtido, por exemplo, quando sdo
investigadas as reages Faradaicas no sistema, representara a resisténcia a transferéncia

de carga. Logo, quanto maior o diametro do semicirculo, maior sera a Ric. 1%’

J& o diagrama de Bode, Figura 7 B), pode ser representado por dois diferentes
diagramas. Sendo estes: um representando a dependéncia do modulo da impedancia em
relacdo a frequéncia, e o outro diagrama representando a dependéncia do angulo de fase

em funcéo da frequéncia.'’’
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Figura 7 - Representacdo das diferentes formas de impedéncia complexa em fungéo da

frequéncia; (A) Diagrama de Nyquist (plano complexo) e (B) Diagrama de Bode (em

funcdo do médulo da impedancia e do angulo de fase)

Fonte: Retirado de Chiappetta Filho (2014).1%

Em linhas gerais, ambos os diagramas séo usados de forma complementar para a

obtencdo de informacbes adicionais e também para compreensdo dos processos

eletroquimicos que estdo ocorrendo no sistema.
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1.9 PROCESSO DE IMOBILIZACAO DE BIOMOLECULAS EM SUPERFICIES

A imobilizacdo de biomoléculas em superficies é de vital importancia para a
construcdo de um biossensor de alta especificidade. Segundo Tarley, Sotomayor e Kubota
(2005), um sensor quimico ou biossensor é caracterizado como um dispositivo que utiliza
um elemento de reconhecimento acoplado a um transdutor, e este transdutor tera como
principal objetivo, converter a energia proveniente do reconhecimento em sinal

mensuravel.11°

Os biossensores sdo caracterizados pelo reconhecimento bioldgico usando a
resposta biologica fornecida para antigeno, anticorpo, DNA, RNA ou enzima.!'! Quando
sdo utilizados anticorpos, como elemento de reconhecimento bioldgico no
desenvolvimento de biossensores, estes acabam sendo denominados de imunossensores,

por apresentarem alta seletividade de ligagdo com a respectiva molécula alvo.

Sabe-se que o desempenho do biossensor estéa associado a eficiéncia da ligacdo do
elemento biol6gico a sua superficie, baixa ligacdo ndo-especifica e estabilidade da
camada bioldgica imobilizada. Assim, a escolha do método a ser utilizado na etapa de
imobilizacdo, depende do bioelemento empregado e da superficie selecionada para a
imobilizacdo, de tal modo que a biomolécula imobilizada permaneca estavel, para obter
repetibilidade nas analises e nos dados adquiridos. Adicionalmente, para obtencdo dos
requisitos descritos anteriormente um cuidado especial deve ser tomado, evitar expor o
imunossensor a condicdes extremas, como por exemplo meio acido, ou mesmo elevada
temperatura, que promova a desnaturacdo das biomoléculas imobilizadas. Deve-se
também atentar para ligagdes inespecificas, que poderdo gerar resultados equivocados.
Para evitar isto, poderdo ser utilizados moléculas bloqueantes na superficie do sensor,
utilizando, por exemplo, a caseina ou albumina de soro bovino, antes da exposicdo do

biossensor ao analito.*3114

Um dos principais modos de promover a imobilizacdo de biomoléculas na
superficie do sensor é por meio da utilizacdo de ligacGes covalentes. Esta ligacdo pode
ocorrer usando certos grupos quimicos ativados quimicamente, por meio de ligacOes
cruzadas, usando o glutaraldeido, por exemplo.!** A imobilizacio pode ocorrer ainda por

oclusdo, adsorgdo fisica ou imobiliza¢do entre camadas de polimeros.
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Quando se utiliza a oclusdo, imobiliza-se as biomoléculas em membranas ou
outras matrizes como gel, silica gel e poliacrilamida, utilizando liga¢des cruzadas. Essa

técnica oferece a vantagem de controlar o tamanho dos poros.!*®

A imobilizacdo por adsorcdo fisica, embora seja mais simples, é pouco
reprodutiva, ja que as biomoléculas podem se desprender do sensor (dessor¢do ao manter
armazenado por longo periodo), uma vez que as ligacdes observadas no processo sdo
geralmente fracas e instaveis. Em contraposicdo, pode-se usar a adsor¢do quimica, que
quando comparada com a adsorcdo fisica, apresenta vantagens como, a reducdo de

ligacOes ndo-especificas e possibilidade de armazenamento sem prejuizos ao sensor.!

E por fim, as biomoléculas podem ser imobilizadas em camadas de polimeros, e
um eletrodo pode ser imerso em uma solucdo polimérica, seguida da etapa de evapora¢do
do solvente utilizado, fixando a biomolécula na superficie do eletrodo. As camadas
poliméricas podem ainda, ser formadas por eletrodeposicdo, quando um potencial é

aplicado sobre a molécula polimerizante pré-existente.'*3

Atualmente, observa-se uma tendéncia na utilizacdo de eletrodos revestidos com
polimeros, uma vez que ha diversos tipos que podem ser imobilizados, além da

possibilidade da construcdo de sensores tridimensionais.*?

1.9.1 Uso da impedéancia em sistemas bioldgicos

Sabendo-se que a medida de impedancia é considerada uma técnica sensivel para
avaliaces de variagOes que ocorrem na Cqc, essa é fortemente influenciada pelas espécies

que adsorvem na interface solugdo/eletrodo.*®

Na regido da dupla camada, observa-se que o potencial eletrostatico diverge do
potencial eletrostatico do interior da solucédo, o que resulta em um acumulo ou deficiéncia
de determinadas espécies em relacdo ao meio da solucéo. Este € comumente conhecido

como processo de adsorcgdo de espécies e pode abranger tanto dipolos quanto ions.t®

A sensibilidade oferecida pela EIE na biodeteccdo, proporciona analises

continuas, além de ndo provocar impactos no sistema em estudo, provenientes da
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aplicacdo de um potencial externo. Esse potencial aplicado apresenta pequena amplitude
de corrente alternada e pode ser realizado no potencial de repouso entre o eletrodo e a

biomolécula, preservando ao méximo as condi¢des naturais do processo.

A impedancia pode ser utilizada para 0 monitoramento da adsorcao, por exemplo,
de proteinas, ndo necessitando que estas sejam eletroativas, o que confere grande avango

nos estudos imunoldgicos.'*

Ao monitorar as interacdes entre antigenos-anticorpos a partir da capacitancia,
utilizando um modelo elétrico bastante simples, observa-se um aumento da espessura da
camada dielétrica “d” devido as intera¢des ocasionadas pelo imuno-complexo antigeno-
anticorpo, sendo a capacitancia total (Ci{) medida como a soma das capacitancias
individuais do antigeno (Ca) e anticorpo (Cp) °, conforme observado na Figura 8 e
Equacao (7).

o

Dado:
P Antigeno

>—Antic0rp0

YYYYY

A A A AR ANSRANAN

dab b

a db

Figura 8 - Esquema da interag&o ocorrida na interface eletrodo/solugéo

Fonte: Retirado de Ueta (2002). 1*°

Dado: Ca € capacitancia do antigeno; Cy, é a capacitancia do anticorpo; C¢é soma das
capacitancias Cae Cp; da € a espessura da camada dielétrica do antigeno e dy € 0 aumento

da espessura da camada dielétrica produzida pelo anticorpo.
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1.10 FIBRAS OPTICAS

As fibras Opticas sdo guias de ondas amplamente utilizadas para conducao da luz.
Estas se apresentam na forma de filamentos finos, flexiveis, similar a um fio de cabelo.
As fibras Opticas mais comuns sdo produzidas usando silica (SiO2) (material de elevada
pureza e baixa perda Optica), sdo materiais dielétricos (isolantes), e apresentam grande
janela de transparéncia que se estende do ultravioleta até o infravermelho médio. No
formato cilindrico, a fibra dptica € constituida por uma regido central, chamada nucleo,
por onde a luz é conduzida, e circundada por uma regido externa, conhecida como casca.
O ndcleo, geralmente, possui didmetro de alguns poucos micrémetros (10 um, para uma

fibra monomodo) até algumas dezenas de microns (fibra multimodo).1!6:11

Como forma de protecdo, as fibras sdo geralmente envoltas por uma capa plastica
(revestimento), que normalmente é composta por PMMA (polimetilmetacrilato), que visa
oferecer protecdo mecéanica. Um esquema de uma fibra dptica encontra-se elucidada na

Figura 9.

Revestimento ou capa

Casca

Nucleo

Figura 9 - Desenho de uma fibra dptica em corte vertical apresentando as estruturas da
fibra

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Inicialmente, a fibra foi extensivamente explorada como um meio de transmissao
de dados para redes de computadores, em acesso locais. Mas isso foi mudando ao longo
dos anos, e as fibras dpticas sd@o atualmente usadas em telecomunicacgdes, tecnologia

biomédica, captura de imagens, e na quimica analitica.*®
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Entretanto, a versatilidade no emprego das fibras oOpticas ainda encontra um
obstaculo proveniente de sua funcionalidade e estrutura superficial. Desta forma, esforgos
tém sido dedicados as funcionalizagdes na superficie da fibra para que esta seja usada de

forma efetiva em diferentes tecnologias.

1.10.1 Principios de funcionamento das fibras opticas

Com base na teoria de Maxwell, as ondas eletromagnéticas propagam-se no vacuo

sob velocidade ¢, conforme a Equacéo (8).

_ 1
c-m (8)

sendo ¢, a permissividade e p, a permeabilidade no véacuo.®

Quando muda-se para um meio material, observa-se que a velocidade de

deslocamento passa a ser representada por v,,, conforme a Equagéo (9).

Un = —= )

sendo ¢ a permissividade e u a permeabilidade do meio.
O indice de refragdo (n), pode ser entdo obtido por meio de um rearranjo das

Equacdes (8) e (9), descritas anteriormente e elucidado de forma simplificada pela

Equacao (10).

n=—= |-+~ (10)

Quando um feixe de luz, incide sobre a interface que separa dois meios com

indices de refracdo distintos, podem ser observados dois fenémenos, conhecidos como
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refracdo e reflexdo. Estes fendbmenos sdo regidos pela Lei de Snell, que baseia-se no

angulo de incidéncia do feixe de luz e é representada pela Equacéo (11).18

n,Seny; = N,Seng; (11)

Sendo n, e n, representam os indices dos meios de incidéncia e refracao, e 0i e 6t

representa os angulos de incidéncia e refracdo, respectivamente.

Conforme o angulo de incidéncia utilizado, observa-se que a refracdo, de certa
forma, deixa de ocorrer, dando lugar a reflexdo total da luz. Este é o principio basico
observado na conduc¢do da luz dentro da fibra dptica. Além disso, outros importantes
parametros sdo a abertura numérica, atenuacdo (causada pela diminuicdo da poténcia do

sinal propagado) e tipo de fibra.'!’

No fenbmeno de reflexdo interna total, o indice de refracdo do nucleo (n,) €
superior ao indice de refracdo da casca (n,), sendo o responsavel pelas reflexées ao longo
das fibras e consequentemente, pela propagacdo da luz incidente.!!® Para isto ocorrer, a
luz deve ser projetada nas terminac@es da fibra Optica na interface nlcleo e casca em um
angulo de incidéncia (01) maior que o angulo critico (6c), conforme demonstrado na
Figura 10, e isto resultara em um cone de aceitacdo, dentro do qual a luz precisara ser

lancada.
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A) j B)
i n, - n,

n i

n;

Figura 10 - A) Principio da reflexdo interna total, sendo 0i > 6c; B) Reflex&o interna

total dentro da fibra 6ptica, sendo ni> n;

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Para que um feixe de luz seja propagado ao longo de uma fibra Optica, esse feixe
devera formar obrigatoriamente com o eixo central da fibra, um angulo maximo, para que
o fendmeno da reflexdo interna total ocorra. Tal fato serd determinante na quantidade de
luz que podera ser aceita no interior da fibra. Produz-se entdo, o chamado cone de
aceitacdo de luz na fibra Optica, observando que todo raio que ndo cumpra esta condicao,
ndo sera propagado pela fibra. Em suma, o angulo maximo, depende dos indices de

refracio do nicleo e da casca da fibra, e do meio onde ela encontra-se imersa.*®

Ja a atenuacdo da fibra, € uma caracteristica de total relevancia pois indica o
quanto de poténcia a fibra perde durante a transmissdo da luz, sendo uma funcéo do
comprimento de onda, e é expressa em decibel (dB) por km ou metro. A fibra que
apresentar menor valor de atenuagéo, dentro da faixa de comprimento de onda desejado,
tera melhor qualidade.!'” Contudo, observa-se na pratica, que a atenuacéo € ocasionada
principalmente, pela absor¢éo e espalhamento da radiacdo decorrentes da presenca de
impurezas. Além disso, ha também perdas geradas nas curvaturas, conexdes e emendas

entre segmentos da fibra com a fonte e o conector utilizado.
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1.10.2 Modos de propagacao em fibras opticas

Entender a forma como a luz se propaga no interior do nucleo das fibras Opticas,
é de fundamental importancia na escolha da fibra a ser utilizada. Todavia é preciso
inicialmente compreender o termo “modo”. Este ¢ um conceito matematico e fisico,
utilizado para descrever a propagacéao da luz em determinado meio, satisfazendo sempre

as Equac@es de Maxwell 120121

As fibras Opticas podem ser subdivididas em duas diferentes categorias,

multimodo e monomodo.120121

Na fibra multimodo séo verificados maiores didmetros de nucleos, geralmente de
50 - 62,5 um, o que proporciona um maior impulso de sinal por diferentes caminhos
opticos, fazendo com que a luz chegue ao detector em diferentes momentos, ocasionando
o alargamento temporario de sinal. Esse tipo de fibra, apresenta menor custo e é utilizada

para curtas distancias.®

Ja a fibra monomodo, apresenta menores diametros de ndcleo, 5 - 10 um, e séo
mais usadas em distancias mais longas, como por exemplo, em sistemas de
telecomunicacgdes. Como nas fibras monomodos, o didmetro do nucleo é pequeno, quando
comparado ao da fibra multimodo, a transmissdo do sinal ocorre no eixo paralelo ao da

fibra optica.'t®

Em suma, uma das grandes diferencas das fibras, monomodo e multimodo, estéo
na menor atenuacdo observada quando se utilizada a fibra monomodo, e além disso, na
fibra multimodo verifica-se maior dispersdo de sinal, ocasionado pela diferenga de

velocidades de propagacéo dos diversos modos que a compde. 1?2

Na Figura 11, encontra-se uma imagem dos diferentes modos de propagacao nas

fibras dpticas.
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Figura 11- Representacdo das fibras opticas: A) Multimodo; B) Monomodo

Fonte: Retirado de Addanki, Amiri, Yupapin (2018).11°

1.10.3 Sensores baseados em fibras opticas

Com os avancos verificados na utilizacdo das fibras dpticas, foi possivel que estas
fossem usadas no desenvolvimento de sensores quimicos, conhecidos como optodos ou

optrodos, 7123

A utilizacdo das fibras dpticas no desenvolvimento de optodos, oferece algumas
vantagens, tais como*?*?2: (i) analise remota, in situ e em tempo real; (ii) ndo s&o
necessarios dispositivos de referéncia; (iii) séo livres de interferéncias elétricas, uma vez
que ndo sdo dispositivos elétricos; (iv) baixo custo na confeccao dos optodos; e (v) pode-
se determinar mais de uma espécie quimica de interesse com um unico optodo, bastando

monitorar mais de um comprimento de onda para as analises.

O funcionamento dos sensores desenvolvidos a partir das fibras dpticas, tem como
principio de funcionamento a condugdo da luz. A luz, proveniente de certa fonte, é

introduzida dentro da fibra dptica e direcionada de forma a interagir com a fase sensora.

A fase sensora, também conhecida como transdutor quimico, constitui-se por um
reagente imobilizado as fibras, sendo este sensivel ao analito e capaz de fornecer um sinal

optico.!?
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Esta interacao produzida, resultara em uma modificacdo do sinal optico, que esta
intimamente relacionado com a informagdo quimica desejada. O sinal, pode voltar pela

mesma fibra ou por outra fibra de modo a chegar até o sistema de deteccdo. !’

Os sensores desenvolvidos a partir da utilizacdo das fibras dpticas, podem ser
classificados em duas diferentes categorias, segundo a transdugdo, sendo estes,

extrinsecos e intrinsecos. 124

Nos sensores extrinsecos, a fase responsavel pelo reconhecimento, também
conhecida como fase sensora, é inserida nas extremidades das fibras dpticas. N&o sendo
necessario, o contato entre as fibras Opticas e o reagente responsavel para o
reconhecimento do analito de interesse. Neste tipo de sensor, a fibra dptica sera utilizada
exclusivamente para a condugéo da luz entre a fase sensora e o detector.?* Os sensores
extrinsecos destacam-se por apresentarem maior facilidade de construcdo, além de
envolverem uma grande gama de aplicacdo, sendo largamente aplicaveis quando 0s

sistemas analisados refletem ou emitem luz.'2*

J& nos sensores intrinsecos, as espécies quimicas funcionalizadas sobre a fibra
Optica serdo responsaveis por mudancas oriundas na transmissao da luz nas fibras, e isto
sO é possivel, devido ao contato direto da fibra com a amostra a ser analisada. Nesse
sensor, uma ou mais propriedades fisicas da fibra Optica sdo modificadas para promover
alteracdes nas propriedades da luz. Estas alteragdes realizadas, agem sobre as fibras e
causam perturbacBes nas caracteristicas da luz no interior das mesmas.'** Nesses

sensores, a deteccdo é baseada nos principios do campo elétrico evanescente.

As ondas evanescentes produzidas, surgem do fenémeno de reflexdo interna total,
devido as interferéncias ocorridas entre 0s raios incidentes e os feixes refletidos, gerando
uma onda constante, harménica e estacionaria, perpendicular a superficie de reflexdo e
que interage com os analitos proOXimos ao meio circundante presentes em uma pequena
distancia.''®1" A presenca do analito, bem como sua concentragdo, sio determinadas pela

variagéo fracionaria da poténcia da luz na outra extremidade da fibra.'?®
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1.10.4 Principios opticos envolvidos nos sensores quimicos

Em sensores quimicos, a interacdo entre espécies quimicas e luz, podem ser
monitoradas por diferentes técnicas Opticas, tais como, absor¢do, emissao e reflexdo ou

espalhamento de luz.1%*

Os sensores classificados como sensores de absorbancia, recebem este nome, por
determinarem quantitativamente as informacfes quimicas de interesse, por meio da
variacao da intensidade da radiagdo absorvida, quando esses sdo imersos em uma solucéo

contendo o analito a ser estudado.?*

Desta forma, a medida que um raio de luz atravessa a fase sensora, observa-se um
aumento da absorcdo, ocasionado pelas transicdes nos estados eletrénicos das moléculas
ou atomos presentes. Apds a interacdo com as moléculas, esse raio de luz € transmitido
pela fase sensora com a intensidade reduzida, e esta reducdo da intensidade é entdo
determinada pela Lei de Lambert-Beer, e esta relacionada com a concentracdo das

espécies quimicas absorventes presentes no percurso optico.?

Os sensores baseados em fluorescéncia utilizam um indicador fluorescente,
imobilizado na ponta do sensor, para obtencdo do sinal do analito. Esses sensores sao
melhores empregados quando se pretende determinar analitos em baixas concentracfes
(pg Lt a ng LY. O principio de funcionamento desse tipo de sensor, baseia-se na
promocao de &tomos e moléculas a niveis de energia mais altos (estado excitado), quando
irradiados por um raio de luz de comprimento de onda especifico (Aex). Quando essas
espécies retornam ao seu estado fundamental (menor energia), liberam energia em
comprimentos de onda caracteristicos (Aem). ESta luz detectada relaciona-se com a
eficiéncia do indicador utilizado, e esta relacionado com a concentra¢do do analito na
amostra analisada.** A Equacéo de Parker (Equacdo (12)), é usada para a determinagio

da espécie fluorescente.

Igemy = K@y Te) Plaer) €@y LC (12)

Sendo, respectivamente, I em € I, as intensidades das radiagdes emitidas e

de excitagdo; @, ) € a eficiéncia quantica no comprimento de onda da excitagdo;
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K, representa as variagGes instrumentais que irdo influenciar as intensidades emitidas;
£(a,,) € 0 coeficiente de absortividade molar no comprimento de onda de excitagao; L é

0 caminho optico a ser percorrido; e C é a concentracdo da espécie quimica luminescente.

Os sensores opticos, podem ainda, estar livres de um marcador fluorescente para
identificacdo das moléculas alvos, sendo desta forma conhecidos como sensores livres de
etiqueta ou label-free. Neste, ndo ocorre marcagéo de biomoléculas, e estas sdo detectadas

na sua forma natural.1*®

H& ainda os sensores baseados em reflexdo, que utilizam a reflexdo da luz
incidente para a determinacdo da concentracdo da espécie de interesse. Neste tipo de
sensor, o fenbmeno de reflexdo da luz incidente pode ocorrer por dois diferentes
processos (reflexdo difusa ou reflexdo especular), conforme discutido anteriormente. A
escolha do processo reflexivo a ser utilizado dependera da fase sensora e/ou do arranjo
Optico a ser usado para as analises.

1.10.5 Sensores em formato “U”

O desenvolvimento de sensores baseado em fibras Opticas tem sido largamente
utilizado em diversas areas, ja que as fibras, conforme ja descrito anteriormente,
apresentam imunidade a interferéncia eletromagnética e temperatura, baixo custo, baixa
atenuacdo, sendo uma 6tima opcdo de escolha em relacdo aos sensores convencionais.
Mesmo com todas estas vantagens, a sensibilidade na regido de deteccdo nas fibras pode

ser aperfeicoada, pela modificagéo da sua geometria.

Diferentes geometrias de sensores confeccionados com as fibras sdo conhecidas:
retas, em “U”, ponta cOnica e cones biconicos, todos utilizados no desenvolvimento de

sensores baseados em absorbancia.?8

Um destaque especial ocorre quando séo desenvolvidos sensores com fibras em
“U”, uma vez que estas sdo facilmente reprodutiveis, altamente sensiveis (quando

comparada com as fibras retas). O processo de dobra é facil, sendo que a fibra dobrada
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nesta geometria em “U”, conhecida como “U-Bent”, apresenta uma melhora de 10 vezes

na sensibilidade da absorbancia em comparagdo com as fibras retilineas.261%’

Isto pode ser justificado devido a maior profundidade de penetracdo do campo

evanescente na regido de curvatura em “U” e maior dire¢do para a propagacdo da
luz 127,128

Esta profundidade de penetracdo é descrita pela teoria das ondas. Observa-se que
as propriedades da luz no nucleo da fibra sdo determinadas pelos nimeros de modos (N).
Por exemplo, em fibras monomodos, como a utilizada nesta tese, a luz no interior do
nucleo, propaga-se em apenas um modo. No entanto, com a mudanga geomeétrica ou
mudanca no indice de refracdo, esta fibra monomodo se comporta como uma fibra
multimodo, e a transmissao passa a ocorrer por varios modos, aumentando assim a por¢ao
da onda evanescente. E com isso, ocorre 0 aumento na resposta do dispositivo

construido.?

1.10.6 Imobilizacao de reagentes em fibras dpticas

A imobilizacdo dos reagentes na superficie da fibra Optica pode ser feita de
diferentes modos, usando adsorcdo, oclusdo ou atracdo eletrostatica, ou mesmo ligacoes

covalentes, 123130

A adsorcdo € mais comumente usada, uma vez que é simples de execucdo e
apresenta baixo custo. No entanto, a grande desvantagem desse tipo de imobilizacéo esta
na possibilidade de lixiviacdo do reagente, uma vez que este esta fracamente ligado ao

material suporte e pode ser desprendido facilmente.?3

J& a imobilizacdo por oclusdo, o reagente, por ndo ser lixiviado com facilidade,
permanece mais tempo preso ao material polimérico, acarretando maior tempo de

resposta do sensor.?®

E por fim, a imobilizagdo por ligagdo covalente, considerada mais adequada e
eficiente, sendo geralmente a escolhida dentre as varias formas de imobilizacdo pois esta

apresenta menores perdas do reagente por lixiviacdo. Neste tipo de imobilizacao, diversos
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materiais polimeéricos sdo utilizados para imobilizar covalentemente o reagente,
oferecendo sensores quimicos com tempos de resposta mais curtos, além de vida Util
longa e elevada estabilidade.'?® Entre os reagentes mais imobilizados em suporte solidos

tém sido os materiais poliméricos hidrofdbicos e varios tipos de celulose.**’

Quando os polimeros sao utilizados sobre materiais sélidos, observa-se uma maior
seletividade de permeacdo para certas espécies enquanto favorecem a rejeicdo para outras

substancias. 3!

1.10.7 Materiais poliméricos imobilizados em fibras Opticas

Na década de 70 foi iniciado o estudo de modificacbes nos polimeros que
permitiriam a conducdo de corrente elétrica, chamando atencdo de diversos

pesquisadores.'3?

Esses polimeros condutores, comumente chamados de “metais sintéticos”, tém se
destacado por apresentarem propriedades elétricas, magnéticas e Opticas de metais
semicondutores.’®® Outro termo muito usado para designar esses polimeros, sio
“polimeros conjugados”, ja que apresentam longas cadeias com ligagbes C=C
conjugadas. O fato de possuirem ligacbes C=C conjugadas permitem que fluxos de
elétrons sejam criados, e em determinadas condicdes, o polimero pode ser oxidado ou

reduzido, de forma a converté-lo em material semicondutor ou condutor.1®

Os polimeros conjugados, podem ser sintetizados por trés diferentes formas de
polimerizagdo: quimica, eletroquimica e fotoeletroquimica. Dentre estas, a mais utilizada
pela inddstria € a quimica, uma vez que apresenta a possibilidade de producéo em larga

escala.13?

No Quadro 4 sdo apresentados os polimeros mais utilizados, bem como, suas

condutividades.'3
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Quadro 4 - Estrutura e condutividade dos principais polimeros condutores'3% 133

Polimero

Estrutura Condutividade
condutor S con )
1,00 x 10% —
Poliacetileno PN
1,00 x 108
n
10,0 —
Polianilina -
) Q NON}L 1,00 x10°
n
Polipirrol 500
Politiofeno 200
Poli(p-fenileno) O O O 500
Poli(p-fenileno .

vinileno)

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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Dentre todos os polimeros destacados anteriormente, a polianilina (PANI), tem
recebido maior atencdo nas Ultimas décadas, por apresentar boa estabilidade em
condicGes ambientais (tais como, pH e temperatura), facil obtencdo, baixo custo, maior

possibilidade de utilizagdo, além de excelentes propriedades condutoras.*®*

Desta forma, a PANI, tem sido comumente utilizada no desenvolvimento de
biossensores, dispositivos fotovoltaicos, transistores, eletrodos usados em baterias, dentre
outras aplicacdes.'** A PANI e seus derivados, com relagdo ao processo de modificacéo,
formam uma outra classe de polimeros condutores. A modificacdo por protonacao, por
exemplo, ndo altera o nimero de elétrons associados a cadeia polimérica. Neste processo,
0S grupos iminos, podem estar totalmente ou parcialmente protonados dependendo do pH
da solucdo, o que propiciara na formacdo de polimeros com diferentes propriedades

condutoras.13®

Talvez uma das principais caracteristicas da PANI se concentra na capacidade
deste material em exibir diferentes coloracdes, dependendo do pH da solugdo ou do
potencial elétrico quando aplicado, tornando facilmente distinguivel a fase condutora

presente. 1%

A PANI pode ser obtida por polimerizacdo quimica, pela oxidacdo da anilina em
meio acido. Quando oxida-se a anilina, em presenca de &cidos fortes, obtém-se a
polianilina na sua forma mais condutora, chamada sal de esmeraldina, que possui cor
verde. Isto ocorre, pois quando utiliza-se de acidos que contenham anions e solventes
capazes de interagir com estes anions, as cadeias poliméricas formadas, assumem a forma
estendida, facilitando assim o transporte de carga, e consequentemente, aumentam a

condutividade.®?

Os principais estados de oxidacdo da polianilina, encontram-se descritos no

Quadro 5.1
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Estado de .
L . _ | Caracteristica
oxidacao da Estrutura quimica *Coloracao
o condutora
polianilina
sal d g n q - Condutora
al de | _l I I .
_ ¥:Q¥ON‘@N Verde (parcialmente
esmeraldina , _
oxidada)
Base de i | | I Isolante
. N — N ‘< >*N Azul
esmeraldina n (parcialmente
oxidada)
| I i i
Pernigranilina {—Qlf_ _EI*Q—N:@:N*} Parpura Isolante
n (completamente
oxidada)
Leucoesmeraldina Isolante

Amarela

(completamente

reduzida)

Dado: *Cor determinada no comprimento de onda da absor¢do méaxima

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Desta forma o desenvolvimento de dispositivos que usem as propriedades

condutoras dos polimeros sé@o uma alternativa no desenvolvimento de sensores.
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1.11 FIGURAS DE MERITO OU DE QUALIDADE DE UM METODO DE ANALISE

Durante o desenvolvimento de um novo método de analise, alguns cuidados
devem ser levados em consideracdo como forma de assegurar que os dados obtidos
estejam em consonancia com as agéncias regulamentadoras. Este processo, na grande
maioria das vezes, € longo e laborioso. A avaliacdo das figuras de mérito de um método
de analise (conhecido também como validacdo ou avaliacdo das figuras de mérito do
método) € o ato pelo qual os métodos analiticos desenvolvidos sdo avaliados, como forma
de comprovar que esse método esta apto para ser utilizado para o uso pretendido.

O processo de validacdo visa atender a requisitos especificos das agéncias
reguladoras, sendo estas as responsaveis por estabelecerem os parametros utilizados para
tais avaliaces. No Brasil, as principais agéncias responsaveis por estabelecerem 0s
padrdes de validaco, sdo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)**¢ e o
Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO)*¥,
que disponibilizam alguns guias de validacdo. A nivel internacional, os 0Orgédos
regulamentadores mais conhecidos s&o a Uni&o de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC)%,
US EPA* e FDA™

Cabe ressaltar, que embora estes sejam os principais 6rgdos regulamentadores, 0
protocolo de validacdo pode sofrer pequenas variacbes dependendo da matriz a ser

analisada.

Alguns dos pardmetros que sdo avaliados pela maioria das agéncias
regulamentadoras séo o limite de detec¢do (LD), limite de quantificacdo (LQ), faixa linear
de trabalho, precisdo intra e inter-dia, recuperacdo e andlise estatistica. A seguir, estes
serdo abordados baseando-se na ANVISA®, [UPAC™® INMETRO®" e FDA™.

1.11.1 Limites de detec¢do (LD) e quantificacéo (LQ)

Para os calculos dos LD e LQ, nesta tese, usaram-se as diretivas supracitadas,

sendo o LQ determinado como a menor concentracdo a oferecer um desvio-padréo
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relativo (DPR) inferior a 15 %, sendo neste caso, considerado o primeiro ponto da curva
analitica. Ja o LD foi determinado a partir da raz&o entre o valor de LQ e dividido por trés
representando a menor concentracdo do analito determinado na amostra, e com DPR

inferior a 20 %,138139

1.11.2 Precisdo intra e inter-dia

O caélculo da precisdo é de extrema importancia para avaliacdo da qualidade do
método, uma vez que essa exprime a proximidade dos resultados apds uma série de
analises realizadas, além de demonstrar a dispersao dos resultados de uma mesma amostra
ou amostras semelhantes.*®” Geralmente, o célculo da precisio é realizado pela analise do

desvio-padréo ou desvio-padréo relativo das medidas de pelo menos trés replicatas.*’

A precisdo intra-dia, também conhecida como repetibilidade, consiste na
avaliacdo da concordancia dos resultados obtidos em um curto periodo, utilizando sempre
as mesmas condicGes de analise e 0 mesmo operador. No caso desta tese, para avaliacdo
da precisdo intra-dia, o calculo foi realizado no mesmo dia e usando sempre trés
replicatas. Cabe ressaltar, que o valor maximo de DPR % depende da faixa de
concentracdo estudada, sendo que em baixas concentracfes maiores valores de DPR %
sdo toleraveis. Algumas normativas de 6rgdos oficiais recomendam de forma geral,

valores maximos aceitaveis de DPR % entre 10 - 20 %136 139

Ja a precisdo inter-dia, é avaliada de forma semelhante a precisdo intra-dia, com

diferenca que essa é feita em dias alternados, e se possivel, por analistas diferentes. 3713

1.11.3 Linearidade e Faixa de Trabalho

Segundo o INMETRO, a faixa de trabalho deve cobrir a faixa de aplicacdo do
método, além de ser responsavel pela determinacdo da massa ou concentracdo da espécie

de interesse.'®’ Dentro dessa faixa, pode existir uma faixa sendo observado uma resposta
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linear, conhecida como linearidade, e o sinal analitico € proporcional a massa ou
concentracédo do analito. Para estudo da linearidade, recomenda-se 0 uso de cinco ou seis
concentracdes diferentes.®” A avaliacéo da linearidade envolve o uso de um grafico que
fornecera a resposta em funcéo da concentracdo do analito. Matematicamente falando,
uma equacdo da reta € obtida, obtendo dados relevantes, como por exemplo, a
sensibilidade do método desenvolvido. Além disso, uma correlacdo entre os dados
obtidos e 0 modelo sdo avaliados, pelo chamado coeficiente de determinagdo (R?), que
indica quanto proximos os pontos estdo da linha de regressdo. R? préoximo de um, indica

um ajuste perfeito.4

Uma outra maneira de avaliar a linearidade do método € através da padronizacdo
por adicdo de padrdo. Esta é usada quando se tém matrizes complexas e/ou quando ha
interferéncia causada pela interacdo entre o analito e a matriz a ser analisada. Nesta 0s
analitos sdo adicionados diretamente a amostra com concentragdes e volumes conhecidos,
de modo a obter uma reta. Para obter a concentracéo do analito na amostra inicial, realiza-
se a extrapolacdo da reta y = ax + b, até que esta toque o eixo da abscissas (eixo x),

fazendo-se y = 0. Assim, a concentracéo inicial relativa do analito sera determinada.**’

1.11.4 Recuperacéao

A recuperacdo do método visa avaliar a eficiéncia do método de preparo de
amostra utilizado, ao adicionar certa quantidade conhecida de massa do mesmo analito.
Recomenda-se realizar a fortificacdo em pelo menos trés niveis diferentes de
concentracdo. Considera-se uma recuperacao satisfatoria, se esta variar de 70 a 120 %,
podendo obviamente, ocorrerem excegdes que devem ser analisadas caso a caso.’®” Para

o calculo da recuperagdo usou-se a Equacéo (13).

Recuperacéo (%) = (Clc_c2

%) x 100 (13)

Sendo C1 a concentracdo do analito na amostra fortificada,

C2 é a concentragdo do analito na amostra ndo-fortificada,
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C3 ¢ a concentracao do analito adicionado a amostra fortificada,

1.11.5 Avaliacédo do método

Como forma de avaliar resultados obtidos em diferentes equipamentos, testes
estatisticos sdo usados, para assegurar que os dados apresentam concordancia. Um dos
testes é a Analise de Variancia (ANOVA).2 Esta ¢ uma ferramenta estatistica utilizada
para comparacao de varios grupos, sendo possivel investigar se ha ou ndo falta de ajuste
do modelo, por meio da comparagéo entre valores obtidos e tabelados de F.**" O nivel de
confianca é determinado pelo analista, sendo 0 mais comumente utilizado, o nivel de 95
%. N&o havendo falta de ajuste, pode-se inferir que a equacao obtida é linear e esta apta

para ser utilizada na quantificacio das amostras. 13’

Outro teste muito utilizado para validacdo de métodos € o teste-t de Student, que
estabelece se ha ou ndo diferencas significativas entre as médias dos métodos usados para

andlise.140
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2 CAPITULO 2

DETERMINACAO DE FORMALDEIDO EM COSMETICOS

2.1 INTRODUCAO

O formaldeido pode ser encontrado em ambientes internos, externos, materiais de

construcio, madeiras prensadas, produtos de higiene pessoal, além de cosméticos.t

Este € um gés incolor de cheiro forte e capaz de provocar efeitos adversos, tais
como irritacdo de olhos, nariz, boca, queimaduras de mucosas, alergias, dentre outros, na

satide do consumidor.>2 3

O formaldeido néo é adicionado de forma direta as formulacdes, eles sdo liberados
pelos conservantes utilizados pelas indUstrias farmacéuticas, com a finalidade de manter

as formulaces mais estaveis e livres de crescimento por microrganismos.®*

As agéncias regulamentadoras ANVISA e US EPA estabelecem a concentracédo
maxima permitida de formaldeido em cosméticos de 0,2 % (2.000 mg kg™), sendo que
acima de 0,05 % (500 mg kg™), a frase “contém formaldeido”, deve estar evidenciada no

rétulo do produto.>®

O monitoramento e doseamento de tal composto é extremamente importante,
como forma de zelar pela salde e bem-estar da populagdo. Geralmente as técnicas mais
empregadas para a analise de formaldeido sdo as técnicas espectrofotométricas e as

técnicas cromatograficas.’°

Pensando nisto, um método baseado em imagens digitais obtidas por smartphones
foi desenvolvido para determinacdo de formaldeido em formulagdes cosméticas. O
smartphone tem sido usado como dispositivo de captura de imagens, por possuirem

cameras de altissima resolucéo, além de possibilitar analises remotas.
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2.2 OBJETIVOS

Desenvolver um método de analise répida baseado em imagens obtidas por

smartphone para a determinacéo de formaldeido em cosméticos.

2.3 PARTE EXPERIMENTAL

2.3.1 Instrumentacéo

Para a captacdo das imagens digitais, foi utilizado um smartphone modelo Moto
G5 Plus XT 1683 (com abertura da lenta de f/1.7), equipado com camera traseira de 12
Mpx e sistema operacional Android. Nesse smartphone, foi instalado o aplicativo
OpenCamera, para captacdo das imagens; com esse aplicativo é possivel monitorar os
elementos responsaveis pelas correcdes das imagens, tais como foco automatico, flash,
exposicdo automatica (automatic exposure), alto alcance dindmico (HDR) e macros. Em
impressora 3D Cloner ST+, foram impressos spot-tests no polimero acido polilatico na
cor branca. Os spot-tests apresentavam as dimensdes de 1,9 x 1,9 cm, com 9 poc¢os sendo
cada poco com um volume interno de 8,00 pL e profundidade de 0,71 mm. O poco central,
numerado de 1, sempre foi utilizado para acondicionar o branco da solucéo, e os demais
pocos de 2-9, contiveram as amostras e 0s pontos da curva analitica. Os spot-tests eram
colocados em um suporte, de forma a inseri-los na parte inferior da caixa, sem a
necessidade de remocédo da tampa superior. Uma imagem do spot-test utilizado nas

analises e do suporte estd demonstrado na Figura 12.
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Figura 12 - Spot-test e suporte usados na captacdo das imagens digitais

Elaborada pela autora (2022).

Como forma de controlar a interferéncia pela luminosidade externa, foi impresso
uma caixa em impressora 3D, usando o polimero PLA de cor preta, com 8,0 cm de
diametro, e o spot-test foi inserido nessa caixa antes da captacao das imagens digitais. Na
parte superior desta caixa, como forma de manter a luminosidade em todas as fotos
captadas, trés LEDs brancos de alta intensidade em posicéo triangular foram fixados.
Estes LEDs estavam conectados a uma fonte externa de 12 V. Desta forma, fez-se um
orificio na parte superior da caixa, do tamanho exato da cAmera do smartphone, e uma
capa de celular foi fixada. Esta capa foi colada, de modo que todas as imagens fossem
captadas pelo mesmo angulo e na altura fixa de 10 cm. Esta altura, entre o spot-test e a
camera do smartphone foi a que apresentou maior repetibilidade entre as fotos, além de
ndo provocar distorcdo nas imagens. Uma representacdo da caixa com todos 0s

componentes é mostrada na Figura 13.

No momento anterior a captacdo das imagens, desativou-se o autofoco, HDR,
flash e controle dos macros, com o aplicativo OpenCamera. Certificou-se ainda que a
exposicao automatica estava desativada, uma vez que esta pode influenciar diretamente
no ajuste da velocidade do obturador e abertura da lente, ja que ela é a responsavel pelo
ajuste das condicBes de luminosidade no momento da captura das imagens. Isto se repetiu

em todas as fotos ou imagens captadas. O aplicativo de dominio publico ImageJ foi
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utilizado para obter individualmente os valores dos canis RGB provenientes das imagens

captadas.

Os dados obtidos por imagens digitas foram comparados com o método adotado
como referéncia, para esta finalidade, foi utilizado o espectrofotdmetro Shimadzu UV-
Vis 1800.

A)

e =

=

Figura 13 - (A) Projeto da caixa utilizada para manutengéo da luminosidade durante a
captura das imagens digitais; (B) Destaque do spot-test inserido na parte central da

caixa

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

2.3.2 Reagentes e solucdes

As solucdes de acetato de amonio (98 %) e acetilacetona (99 %) foram adquiridas
da Sigma-Aldrich. O formaldeido (37 % m/v) foi adquirido da Neon.

Uma soluc&o estoque de formaldeido a 1,00 g L™ foi preparada em agua ultrapura,
sendo mantida sob refrigeracéo a 4 °C por no maximo trés dias. Uma solugdo derivatizante
(0,1 % m/v de acetilcetona), foi preparada em &gua ultrapura pela adi¢do de 0,100 mL de

acetilcetona e 10,0 g de acetato de amonio, estocada longe da luz.
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2.3.3 Aplicacéo do método desenvolvido nas formulacdes cosmeticas

Produtos de higiene pessoal e cosméticos contendo provaveis formaldeido na
composi¢do cosmética foram obtidos no comércio local da cidade de Araraquara-SP. Um
total de sete produtos foram adquiridos, sendo estes: um hidratante corporal, um
condicionador de cabelo, um shampoo, um gel de banho, um creme para méos e dois géis

fixadores de cabelo.

Ressalta-se que em nenhum rétulo havia a descricdo da frase “contém

formaldeido™.

2.3.4 Determinacéo de formaldeido em amostras de produtos de cuidado pessoal

O procedimento para extracdo de formaldeido, baseou-se no estudo previamente
descrito por Brand&o et al (2017)**. Inicialmente, foi avaliada a extrac&o utilizando banho
termostatizado e ultrassom, com e sem adicdo de agua, além de diferentes tempos de
agitacdo (10, 20 e 30 min). Apds avaliacdo, foi obtida a condi¢do 6tima da extragdo por
GDME. Uma solucgdo estoque de formaldeido a 1,00 g L foi preparada em é&gua
ultrapura, sendo mantida sob refrigeracdo a 4 °C por no maximo trés dias. Uma solucéo
derivatizante (0,1 % m/v de acetilcetona), foi preparada em agua ultrapura pela adicédo de
0,100 mL de acetilcetona e 10,0 g de acetato de amonio, estocada longe da luz. A
concentracdo da solucdo derivatizante foi escolhida apds testes preliminares
demonstrarem ser a melhor concentragédo capaz de proporcionar maior intensidade de cor,

0 que facilitava a captura das imagens digitais.

Um frasco do tipo Duran de 100 mL, foi usado na extragdo. Neste frasco, a massa
fixa de 1,00 g de amostra foi pesada. Na tampa do frasco Duran, foi feito um orificio de
1,0 cm de raio. Uma membrana PTFE de poro de 1,0 um, 37 mm de diametro e espessura
de 0,06 mm foi inserida entre a tampa e o frasco. Um total de sete amostras de produtos
de cuidado pessoal foram analisadas, sendo dois diferentes géis fixadores de cabelo, um
condicionador capilar, um hidratante corporal, um creme para mdos, um shampoo e um

gel de banho. Em nenhuma das amostras analisadas havia a descricdo recomendada pela
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ANVISA de “contém formaldeido”. Uma imagem da adaptacgao do frasco Duran utilizado

na extragdo, estd demonstrada na Figura 14.

As curvas analiticas foram preparadas fortificando o formaldeido em agua, na
faixa de concentracdo 0,500 a 10,0 mg Kg (0,500 a 10,0 mg L) (n = 7). Em seguida,
foi realizada a GDME, seguindo 0 mesmo processo adotado para as amostras.

Figura 14 - Sistema utilizado na GDME aplicado na determinacdo de formaldeido

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

2.3.5 Figuras de mérito do método desenvolvido para determinacao de formaldeido

O estudo da linearidade do método foi avaliado pelas triplicatas dos sete pontos
da curva analitica (0,500 a 10,0 mg kg?), analisados por ambos os métodos
(espectrofotometria e imagens digitais). Os métodos foram comparados ao nivel de 95 %
de confianca usando teste-t para confirmar a similaridade entre os resultados obtidos.

A repetibilidade (precisdo intra-dia) do método foi avaliada pelo preparo de
diferentes réplicas em triplicata da curva analitica na faixa de 0,500 a 10,0 mg kg*,
preparadas no mesmo dia e expressas pelo desvio-padrdo relativo (DPR %). A precisdo
inter-dia foi avaliada, em triplicatas, em trés diferentes niveis de concentracdo (0,500;
2,00 e 8,00 mg kg™?) preparadas em cinco diferentes dias.*?
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Foram avaliados o uso de dois diferentes celulares para captacdo de uma mesma
imagem, e estas foram comparadas através do teste-t a 95% de confianca para verificar
se havia ou ndo diferencas significativas. Avaliou-se ainda, através do teste-t a 95 % de
confianca, as possiveis diferencas entre imagens enviadas por redes sociais (WhatsApp)
e pela plataforma do gmail, provenientes da compactacdo dos arquivos no momento do

envio.

O LQ e o LD do método foram avaliados, segundo US FDA.**** O LD foi
determinado a partir da razdo do LQ por um fator de trés. Neste caso, adotou-se como
critério, para o LQ, a menor concentracdo do analito quantificavel com precisdo e
exatiddo, obtendo o desvio padréo relativo inferior a 15 %, sendo adotado como o
primeiro ponto da curva analitica. Enquanto o LD foi o menor valor detectavel do analito

com precisdo e desvio padrao relativo inferior a 20 %.

2.4 RESULTADOS E DISCUSSOES

2.4.1 Otimizacdo das condic¢des de extracdo do formaldeido

Foi avaliada a eficiéncia da extracdo utilizando banho termostatizado e ultrassom,
conforme apresentado na Figura 15. A extracdo utilizando ultrassom e 1,00 mL de agua
produziu uma maior resposta analitica, e portanto, maior eficAcia da extracdo do
formaldeido, possivelmente pela formacéo das ondas ultrassénicas formadas que podem
ter contribuido para a melhor homogeneidade das amostras durante os testes, ja que as
amostras de PCPs tinham consisténcias pastosas. Sabe-se que o formaldeido é soltvel em
agua e poderiam ser observadas uma perda de sinal quando fosse adicionado agua, iSso
de fato ocorreu conforme observado na Figura 15, quando se utilizou banho
termostatizado. Ao usar o ultrassom, esta perda de sinal ndo foi observada, fato que

motivou a escolha do ultrassom.

Como o ultrassom ofereceu melhores resultados, foi avaliado o tempo de extragéo

usando uma amostra de gel capilar fortificada com 6,00 mg kg™ de formaldeido. O tempo
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de 30 min apresentou 0 melhor resultado, sendo escolhido para ser usado. Tempos acima

de 30 min, ndo foram avaliados ja que poderiam tornar o método muito longo.

O processo de analise dessas amostras, procedeu-se pela utilizagdo de uma massa
fixa de 1,00 g de amostra pesada e inserida dentro do frasco Duran, seguida da adicéo de
1,00 mL de &gua para facilitar a homogeneizagdo da amostra. Sobre a membrana, 0,500
mL de solucédo derivatizante foi adicionada. O sistema foi levado ao banho ultrassdnico
por 30 min a 60 °C. Em seguida, recolheu-se o extrato, e este foi armazenado longe da
luz, em uma caixa vedada por uma hora, para finalizacdo da reacdo, e a intensificacdo da
coloragdo amarela. Transcorrido esse tempo, a amostra foi diluida em baldo volumétrico
de 2,00 mL a 1:20 (amostra/agua) como forma de adequar a faixa linear do método. Foram
entdo captadas as imagens das solucbes apds estas serem transferidas para 0s pocos
presentes no spot-test, e os dados obtidos foram comparados com método
espectrofotométrico monitorando o comprimento de onda de 412 nm. A calibragdo por
adicéo de padrao foi feita em algumas amostras para avaliar o efeito de matriz.
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Figura 15 - Otimizacéo de extracdo de formaldeido usando a GDME e derivatizagdo
com acetilcetona. (A) Extracdo térmica; (B) Extracdo em ultrassom; (C) Tempo de

extracdo usando ultrassom

Fonte: Retirada de Lamarca et al. (2019).%

2.4.2 Figuras de mérito do método

Para avaliacdo da linearidade do método, as curvas analiticas foram preparadas
em &gua, para em seguida, fazer a extracdo por GDME no intervalo de 0,500 — 10,0 mg
kg™. As imagens das curvas analiticas foram captadas pelo smartphone (Figura 16 A)), e
tratadas no software ImageJ, sendo selecionado o canal do sistema RGB complementar a
cor observada, e que forneceu maior resposta analitica, neste caso o canal B (Figura 16
B)) e em seguida aplicou-se a Lei de Lambert-Beer, sendo | o sinal obtido no canal

selecionado anteriormente, e lo 0 sinal do branco. A regido de interesse (ROI), foi a
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mesma para todas as analises, conforme observado na Figura 16 C). Apds esta etapa, as
curvas analiticas obtidas pelos dispositivos digitais foram construidas e comparadas com
0 método de referéncia.

Antes da captura de todas as imagens digitais, foram realizados testes nos spot-
tests como forma de certificar que estes ndo apresentavam nenhum tipo de vazamento que

pudesse comprometer a captura das imagens.

Figura 16 - (A) Spot-test contendo a curva analitica obtida para o formaldeido usando
imagens digitais e extragdo por GDME na concentragdo de 0,500 a 10,0 mg kg*; (B)
Selec¢do do canal B feito no software ImageJ para obtencdo do sinal analitico; (C)
Regido de interesse (ROI) presente em cada po¢o do spot-test e usada para obtencéo do

sinal analitico

Fonte: Retirada de Lamarca et al. (2019).%°

As figuras de mérito obtidas por ambos os métodos encontram-se resumidas na
Tabela 2. Os maiores DPR % obtidos nas precisdes intra e inter-dia pelo método usando
as imagens digitais pode estar associado a variagdes do caminho éptico dentro dos pogos
do spot-test usado para a captura das imagens digitais, uma vez que as superficies
inferiores desses pocos podem apresentar irregularidades pela prépria limitacdo da
impressora 3D, além disso pode ter ocorrido evaporagdo de parte da solucdo usada para
as anélises durante o tempo em que o spot-test esteve em contato com o ar atmosférico

no momento da captacdo das imagens, ja que os volumes dos pogos do spot-test sdo
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baixos (8,00 pL) fato que pode ter contribuido para a rapida evaporacdo. Além disso,
deve-se levar em consideracdo a limitacdo da faixa dinamica de 8 bits para cada canal
RGB do filtro de Bayer presente nos smartphones que utilizam os sensores CMOS que

limita o LD e favorecem a maiores erros no processo.

Deve-se ressaltar que os valores obtidos de LD e LQ, foram alcancados apés a
diluicdo em 1:20 (amostra/agua), no entanto estes valores podem aumentar ou diminuir

conforme as diluicdes usadas e amostras analisadas.

Tabela 2 - Dados obtidos referentes aos parametros das figuras de mérito do método

LD LQ Inter-dia Intra-dia

Equacdo da regressao (mg kg) (mgkgl) (DPR%) (DPR %)

A =8,03 x 10°[Form.] + 1,60 x 10

Espec. R?= 0.998

0,150 0,500 7,25 3,34

A =1,05x10?[Form.] -3,10 x 10

Smart. R?= 0.997

0,200 0,500 11,2 9,33

Fonte: Retirada de Lamarca et al. (2019).%°

Foi avaliada a falta de ajuste por meio da ANOVA a 95 % de confianca, e para
ambos os métodos na faixa de 0,500 — 10,0 mg kg, ndo foi evidenciado falta de ajuste.
Para o método desenvolvido por imagens digitais Fca (0,914) < Ftap 95 % (2,86) € para o

método adotado como referéncia Fear (0,00614) < Frap 95 % (2,86).1°

No teste-t a 95 % de confianca, as imagens digitais adquiridas por diferentes
smartphones, ndo apresentaram resultados diferentes, uma vez que p-valor (0,560) > a

(0,0500), indicando equivaléncia entre os dados obtidos.!? 16

E finalmente, o teste-t a 95 % de confianca, demonstrou que o envio de imagens
por redes sociais apresentava diferengas significativas, como esperado. As imagens
enviadas por WhatsApp tiveram p-valor (0,005) < o (0,05). Isto estd associado a
compressdo da imagem para reducdo do tamanho e rapidez no envio. Ja aimagem enviada

por e-mail, ndo foi observada diferenca significativa, ja que o p-valor > a (0,05).
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Sabe-se que a reacdo envolvendo formaldeido e acetilcetona em presenca de
excesso de sais de amonio é altamente seletiva, e envolve a formacdo do produto 3,5-
diacetil-1,4-diidrolutidina.’1° Este produto apresenta coloragdo amarela que ¢ facilmente

detectado a 412 nm.

Segundo a EPA, o acetaldeido é considerado um interferente nesse tipo de reagéo,
quando o mesmo se encontra presente em concentragdes acima de 50,0 mg kg™. Nas
amostras analisadas, o formaldeido estava em concentracfes abaixo desta determinacao,

0 que possibilitou as analises.

A reacdo entre o formaldeido e acetilcetona, em presenca de sais de amonio,
apresentou estabilidade por no maximo 120 min, apos este tempo foi verificado reducéo
no sinal analitico. Esta reacdo é amplamente relatada na literatura desde 1950, por
apresentar elevada seletividade. Uma proposta de reagéo encontra-se na Figura 17.

Figura 17 - Proposta de reacdo entre formaldeido e acetilcetona em presenca de sais de
amonio

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Conforme ja era esperado, a curva analitica obtida por espectrofotometria
apresentou maior sensibilidade quando comparada com a curva analitica obtida por
imagens digitais (Figura 18), isto pode estar associado a configuragdo do

espectrofotdbmetro em diferenciar pequenas modificagdes nas cores.
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Figura 18 - Curvas analiticas obtidas para o formaldeido com deteccéo por: (A)

Espectrofotometria; (B) Smartphone

Fonte: Retirada de Lamarca et al. (2019).%°

Para avaliar se havia diferencas estatisticas entre os dados obtidos pelos diferentes
métodos, o teste-t a 95 % de confianca foi realizado obtendo p-valor (0,831) > a (0,05),
evidenciando ndo haver diferencas significativas entre os resultados obtidos por

espectrofotometria e imagens digitais.

2.4.3 Determinacao de formaldeido nas amostras de produtos de cuidado pessoal

Para avaliar o efeito de matriz, 0 método de adicdo de padrdo foi aplicado, e 0s
resultados obtidos por este foram comparados aos resultados da curva analitica feita em
agua. Ambos os métodos apresentaram o mesmo valor, demonstrando o efeito minimo de

matriz.

No Quadro 6 sdo apresentados os resultados obtidos para as amostras analisadas
em triplicara de PCPs e os respectivos DPR %. Observa-se elevados valores de DPR %
em ambas as metodologias empregadas nas analises e isto pode estar relacionado a
complexidade da matriz analisada, aléem disso, ressalta-se que estas amostras foram
analisadas em triplicatas e possivelmente um numero maior de andlises poderia ter

proporcionado menores valores de DPR %.
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) Imagens digitais Espectrof.
Tipo de
Amostras N Conservante (mg kg?) + (mg kg?) +
formulagdo
DPR % DPR %

Gel fixador A Gel Diazolidinil ureia 3,11 + 6,56 4,07 +5,95

Gel fixador B Gel Poliquartenium 10 <LQ 0,880 + 8,02

Hidratante corporal Locéo DMDM hidantoina 421+744 4,02 +7,98
Creme para maos Creme DMDM hidantoina ND ND
Condicionador Gel DMDM hidantoina ND ND

Shampoo Gel DMDM hidantoina 2,13+6,72 1,65+5,27
Gel de banho Gel DMDM hidantoina ND ND

Dado: ND = ndo detectado

Fonte: Retirado de Lamarca et al. (2019).5

Os dados obtidos pelo método desenvolvido, foram ainda comparados com

diferentes artigos publicados previamente e sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Comparacdo de diferentes métodos aplicados na anélise de formaldeido em

PCPs
Amostra
Técnica utilizada LD LQ fequerida - Tempo de Referéncia
para anélise
andlise
HPLC-DAD-UV-Vis 510 pg L? 1,70 ug L? 0,100 ¢ 0,50 min. 7
Espectrofotdmetro 1,98 mg kg'? 6,60 mg kg 0,250 ¢ 1,0 min. 3
Paper spray-MS 0,800 pg L NR 12,0 uL 4,0 min. 20
Smartphone 0,200 mg kg* 0,500 mg kg* 1,00 g 16 seg.” Meétodo

desenvolvido

Dados: NR = néo reportado.

“Tempo de reagdo ndo considerado.

Fonte: Retirada de Lamarca et al. (2019).1®
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Conforme observado na Tabela 3, o método proposto nesta tese foi o que
apresentou o menor tempo de anélise, possibilitando maior nimero de analises em poucos
minutos. Ressalta-se que a etapa prévia de preparo de amostra ndo foi levada em
consideracdo, considerou-se apenas o0 tempo necessario para a realizacdo das analises das

amostras, ou seja, 0 tempo necessario para a captura das imagens digitais.

2.5 CONSIDERACOES FINAIS

O método desenvolvido para as analises usando imagens digitais, mostrou-se uma
alternativa de baixo custo, ambientalmente amigavel, com baixo consumo de reagentes,
diminutos residuos, além de ndo oferecer diferentes resultados quando comparados aos

métodos classicos de analises.

A reacdo de derivatizacdo com acetilcetona aumentou a eficiéncia de extracao,

além de proporcionar seletividade ao processo de extracao.

A GDME mostrou-se uma técnica viavel para extracdo tanto de amostras sélidas,

quanto liquidas, além de ser relativamente rapida e oferecer resultados repetiveis.

O volume de 8,00 uL utilizado para as analises, apresenta um significativo avanco

nos moldes propostos pela quimica verde.

Os spot-tests confeccionados em impressora 3D, apresentaram custo final de
aproximadamente R$ 3,00, considerado extremamente baixo, além de poderem ser
lavados e utilizados novamente para inumeras analises. A caixa também confeccionada
em impressora 3D, mostrou-se eficiente para o controle da iluminacao e radiagéo externa,
e os LED proporcionaram homogeneidade de iluminacdo, sem oferecer sombra ou

excesso de brilho.
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CAPITULO 3

DETERMINACAO DE CARBAMAZEPINA, CIPROFLOXACINA E
NORFLOXACINA EM AMOSTRAS FARMACEUTICAS
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3 CAPITULO 3

DETERMINACAO DE CARBAMAZEPINA, CIPROFLOXACINAE
NORFLOXACINA EM AMOSTRAS FARMACEUTICAS

3.1 INTRODUCAO

Desde sua sintese, em 1953 por Walter Schindler, a CBZ, tem sido amplamente
administrada para o tratamento da epilepsia e neuralgia do trigémeo, além de ser utilizada

como medicamento de segunda linha para o transtorno bipolar.

Apds a administracdo a CBZ é metabolizada quase completamente pelo corpo
humano, e ja foram documentados pelos menos 30 metabdlitos diferentes desse farmaco.*
A excrecdo ocorre pelas fezes e pela urina, em porcentagens de 28 % e 72 %,
respectivamente.? Na urina, cerca de 1 % é excretada na forma do metabdlito ativo,

carbamazepina-10,11- epoxido.

Segundo dados do “Global Burden of Disease”, em 2016, a epilepsia afetou cerca
de 46 milhdes de pessoas em todo o mundo, sendo essa uma grande responsavel pela

incapacidade e mortalidade de grande parte da populac&o.®

Os pacientes epilépticos, sdo profundamente afetados pela concentracdo da
carbamazepina no sangue, ja que necessitam do uso diario e crbnico, para evitar
convulsdes recorrentes, que podem levar a perda da salde, tal como a mortalidade
prematura, além de complicacbes de natureza bioldgica, social e psicoldgica.* Desta
forma, € de extrema importdncia o monitoramento de CBZ nas formulagdes
farmacéuticas, como forma de manter uma qualidade de vida para os portadores da

epilepsia.

O uso dos antibioticos se popularizou nas ultimas décadas, por oferecem minimos
efeitos colaterais e alta eficacia no combate de infecgcdes de diversas origens. Estima-se
que até o ano de 2030 o consumo mundial anual de antibidticos ultrapasse 200.000

toneladas.®
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A CIP, é um desses antibidticos, usada desde 1987, apresenta amplo espectro,
inibindo tanto bactérias Gram-positiva e Gram-negativa, e apresentando um efeito
antibacteriano notavel.® No entanto, a CIP tende a apresentar um tempo de meia-vida
curto, necessitando o uso repetido, a fim de manter as dosagens apropriadas no local-
alvo.” A CIP é excretada, principalmente, nas fezes e urina, 72 % € excretada na sua
forma ndo-metabolizada, e 20 % é excretada pelas fezes e urina, em quatro metabolitos

majoritarios.>

A NOR, assim como a CIP, é uma fluoroquinolona da segunda geracgéo, também
amplamente prescrito para o tratamento de diversas infeccdes. A NOR, apresenta uma
meia-vida de aproximadamente de 3 a 4 h no soro e no plasma, com biodisponibilidade

oral de 30 — 40 % em uma Gnica dose de 200 a 400 mg.%°

A excrecdo da NOR, ocorre principalmente pela urina e fezes, sendo na urina, a
excrecdo em forma de NOR de 26 — 32 %, 30 % sdo excretadas nas fezes, além de 5 — 8

9% excretadas na forma de seis metabdlitos de menor atividade antimicrobiana.l®

As analises de formulagbGes farmacéuticas, geralmente envolvem técnicas
cromatograficas, ou mesmo, o0 uso de técnicas espectrofotométricas ou
espectrofluorimétricas. Todas estas consomem elevada quantidade de reagentes
quimicos, e consequentemente, geram grandes volumes de residuos quimicos, sendo
essencial a busca por novos métodos com desempenho similar as técnicas citadas e que

tenham baixo custo, gerando reduzido volume de residuos quimicos.

3.2 OBJETIVOS

Desenvolver um método baseado em imagens captadas por smartphone para
determinacdo de carbamazepina, ciprofloxacina e norfloxacina em amostras

farmacéuticas.
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3.3 PARTE EXPERIMENTAL

3.3.1 Instrumentacéo

Para a captacdo das imagens digitais, foi utilizado um smartphone modelo Moto
G5 Plus XT 1683 (com abertura da lenta de f/1.7), equipado com camera traseira de 12
Mpx e sistema operacional Android. Nesse smartphone, foi instalado o aplicativo
OpenCamera, para captacdo das imagens; com esse aplicativo é possivel monitorar 0s
elementos responsaveis pelas correcdes das imagens, tais como foco automatico, alto

alcance dindmico (HDR), flash, exposic¢éo automatica (automatic exposure) e macros.

Os demais parametros, foram seguidos igualmente ao descrito no Capitulo 2.

3.3.2 Reagentes e solucdes

O hidrogénio ftalato de potassio, acido cloranilico (37 % m/m) e &cido férmico
foram obtidos pela Synth.

CIP (>98 %), NOR (> 98 %), alaranjado de metila, etanol e cloreto férrico anidro
foram adquiridas da Sigma-Aldrich. A CBZ (> 99 %) foi adquirida da Toronto Research
Chemicals. O metanol foi obtido da J. T. Baker.

Para o preparo de todas as solucdes diluidas, utilizou-se agua ultrapura.

3.3.3 Aplicacd@o do método desenvolvido nas formulagGes farmacéuticas

Em uma farmécia da cidade de Araraquara-SP foram adquiridas duas caixas das
formulagdes farmacéuticas de CBZ (200 mg), CIP (500 mg) e NOR (400 mg), totalizando

20 comprimidos cada.



126

3.3.4 Reac0es colorimétricas aplicadas na determinacéo dos farmacos CBZ, CIP e

NOR em formulagdes farmacéuticas

Para determinar CBZ, foi adaptado o método desenvolvido por Prabhakar, Patel e
Giridhar (1999). Para isto, inicialmente uma solucio etandlica de alaranjado de metila
(0,10 % m/v) foi preparada, em seguida foi diluida em &gua ultrapura na razao 1:50. Esta
ultima solugdo, foi misturada a uma solugdo tampéo de biftalato de potassio 0,200 mol L
1 pH 4,0 na proporcao de 5:2 (v/v), respectivamente. Para a curva analitica, foram usadas
aliquotas de CBZ, preparadas previamente em metanol, obtendo a concentracdo de 1.000
mg Lt e pequenas aliquotas desta solugdo estoque foram adicionadas em balGes
volumeétricos de 5,00 mL, que ja continham a mistura alaranjado de metila diluido (1:50)
e tampado biftalato de potéssio. A curva analitica foi construida na faixa de concentracdo
de 5,00 a 60,0 mg L (em triplicata). A medida que maiores aliquotas de CBZ foram
adicionadas, observou um decaimento da coloracao laranja da solucdo. As solucdes foram
inseridas no spot-test, e as imagens foram captadas pelo smartphone, e os dados obtidos
foram comparados usando um método espectrofotométrico adotado como referéncia. O

branco foi preparado da mesma forma, exceto pela adi¢éo da solucéo estoque de CBZ.

Para a determinacdo da CIP, foi adaptado o método desenvolvido por Sultan e
Suliman (1992)*2, usando uma solugdo aquosa de cloreto férrico 1,0 % (m/m), e aliquotas
fixas de 350 pL desta solucdo foram transferidas para baldes volumétrico de 5,00 mL,
reagindo com a CIP (preparada previamente em metanol, com adi¢éo de 50,0 uL de acido
formico e concentracéo final de 1.000 mg L™). A curva analitica foi construida na faixa
de concentragdo de 3,00 — 35,0 mg L™ (em triplicata). Inicialmente, foi observado uma
coloragéo amarela, que se acentuou com o aumento da concentracdo de CIP. O branco,
seguiu 0 mesmo procedimento, exceto pela adicdo da CIP. O método foi captado por
imagens digitais e os dados obtidos foram comparados usando a espectrofotometria como

método de referéncia.

Ja para a NOR, foi adaptado o trabalho desenvolvido por Liming, Qinggin e
Jianmei (2003)*2. Previamente, foi preparado uma solucéo aquosa de acido cloranilico a
1,0 % (m/m) e 1,00 mL desta solucéo foi transferida para baldes de 5,00 mL, em conjunto
com aliquotas de NOR (preparada previamente em metanol com adi¢do de 50,0 uL de
acido formico e concentragdo final de 1.000 mg L), tendo o volume do baldo completado
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com agua ultrapura. A curva analitica foi construida na faixa de concentracao de 3,00 —
40,0 mg L (em triplicata). O branco seguiu 0 mesmo modo de preparo, exceto pela
adicdo de NOR. As imagens foram captadas por smartphone e os dados obtidos foram

comparados com método espectrofotométrico adotado como referéncia.

3.3.5 Aplicagdes dos métodos colorimétricos

Em todas as formulagGes analisadas, seguiu-se as diretivas descritas pela
farmacopeia Brasileira, a respeito do procedimento para o doseamento dos farmacos.'*

A massa individual de cada comprimido de cada formulacdo farmacéutica foi
mensurada em balanca analitica, em seguida fez-se o calculo do peso médio dos
comprimidos. Um total de 20 comprimidos foram entdo macerados e estocados em

dessecador até 0 momento da analise.

Para o doseamento da CBZ, pesou-se cerca de 50,0 mg dos comprimidos
macerados, e os transferiu para baldo de 100,0 mL, contendo 70,0 mL de metanol,
deixando no ultrassom durante 30 min. Apos este tempo, o volume foi completado com
metanol e filtrado em filtro de papel quantitativo de 0,20 mm. Foi adicionado 50,0 uL do
filtrado, em baldes de 5,00 mL, seguido da adicdo da solucdo de alaranjado de
metila/tampé&o biftalato de potassio 0,200 mol L™ pH 4,0 (realizados em triplicata). As
solucdes obtidas foram transferidas para o spot-test, as imagens foram captadas usando
smartphone, os dados comparados com método espectrofotométrico adotado como

referéncia monitorando o comprimento de onda de 472 nm.1

Para a CIP, uma massa de 1,25 g dos comprimidos foi transferida para um baléo
de 500,0 mL, contendo 400,0 mL de agua ultrapura, sendo colocado em agitacédo
ultrassonica durante 30 min até a solubilizagdo total. Em seguida, foi filtrado a solucéo
em filtro de papel quantitativo de 0,20 mm, e 40,0 uL do filtrado foi reagido 350 pL de
cloreto férrico 1,0 % em baldo de 5,00 mL. O volume foi entdo completado com agua
ultrapura. A solucdo foi transferida para o spot-test para obter as imagens digitais, e 0s
dados obtidos foram comparados com método espectrofotométrico monitorando o

comprimento de onda de 445 nm.'* Isto foi feito em triplicata (n = 3).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0026265X19320843#bib0037
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E finalmente paraa NOR, 50,0 mg dos comprimidos triturados foram transferidos
para baldo de 100,0 mL contendo 50,0 mL de acido cloridrico 0,100 mol L. A solugéo
foi levado ao ultrassom por 15 min, em seguida, filtrada em papel de filtro quantitativo
0,20 mm. Foi transferido para baldo de 5,00 mL, 100 uL do filtrado ¢ 1,00 mL de acido
cloranilico 1,0 %, o volume do baldo foi completado com agua ultrapura.’®> Apos esta
etapa, a solucéo foi transferida para o spot-test para obter as imagens digitais, e os dados
obtidos foram comparados com método espectrofotomeétrico monitorando o comprimento

de onda de 530 nm. Isto foi feito em triplicata (n = 3).

Para todos os calculos envolvendo as reacdes colorimétricas, foi utilizada a
Equacdo (2).

3.3.6 Figuras de mérito do método desenvolvido

A repetibilidade do método (precisdo intra-dia) e precisdo inter-dia, ambos
expressos em percentual do desvio padrao relativo (DPR %), além de andlise de variancia
(ANOVA) e teste-t a 95 % de confianca na comparacdo dos dados obtidos foram
aplicados. Para a precisdo intra-dia, foram realizadas trés repeticdes (n = 3) das curvas
analiticas no mesmo dia, na faixa de 5,00 - 60,0 mg L™ para a CBZ; 3,00 - 35,0 mg L
para CIP e 3,00 - 40,0 mg L para NOR. Ja para precisio inter-dia, preparou-se trés
diferentes niveis de concentracdo das curvas analiticas em diferentes dias, sendo estas
concentragdes baixa, média e alta, as concentracGes estudadas foram: CBZ 5,00; 20,0;
60,0 mg L, CIP 5,00; 20,0 e 35,0 mg L e para a NOR 5,00, 15,0 € 40,0 mg L.

O LQ e LD do método foram avaliados, segundo US — FDA'® . O LD foi
determinado a partir da razdo do LQ por um fator de trés. Neste caso, adotou-se como
critério, para o LQ, a menor concentragdo do analito quantificavel com precisdo e
exatiddo que forneceram desvio padréo relativo inferior a 15 %, sendo neste caso 0
primeiro ponto da curva analitica. Enquanto o LD foi o menor valor detectavel do analito

com preciséo, tendo desvio padrao relativo inferior a 20 %.

Como forma de avaliar se havia diferencas significativas entre as imagens

captadas por diferentes modelos de smartphones, foram utilizados dois equipamentos, 0


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0026265X19320843#bib0040
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Motorola Moto-G5 Plus e Samsung Galaxy J5 (com abertura da lenta de f/1.7). Foi feito
a curva analitica da CBZ na faixa de 5,00 - 60,0 mg L™, em triplicata (n = 3) em ambos
os aparelhos, e os dados comparados usando um teste-t a 95 % de confianca. Além disso,
foi avaliado se as imagens captadas iriam apresentar distor¢6es e perda de resolucéo ao
enviar as imagens obtidas por e-mail da plataforma do Gmail e pelos aplicativos do

WhatsApp e Facebook, usando o aparelho Motorola.

Foram realizados ainda, estudo de interferentes para cada reacdo colorimétrica
desenvolvida. Os ensaios envolveram 0s excipientes comumente encontrados nas
formulagdes analisadas, sendo estes, celulose microcristalina, dioxido de titanio, sacarose
e amido. Os ensaios aconteceram individualmente, na propor¢do (1:1 Vv/v),

interferentes/solugdo.®*8

3.4 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.4.1 Reac0es colorimétricas aplicadas

O produto de reacédo entre a CBZ e o alaranjado de metila era de coloracdo laranja
que descoloriu a medida que maiores concentracbes de CBZ foram adicionadas. O
software ImagelJ foi usado na obtencdo do sinal analitico, e fez-se a sele¢do do canal que
apresentou maior sinal analitico, e este estava relacionado com a cor complementar da
reacdo colorimétrica empregada, neste caso, sendo selecionado o canal verde (G). O
controle do pH através do uso de uma solugdo tampéo objetivou manter a protonagéo do

produto de reagdo formado entre a forma anidnica do alaranjado de metila e a CBZ.

Para a reagdo envolvendo a CIP e ions Fe®*, ocorre um processo de transferéncia
de carga gerando um produto de coloragdo amarela que se intensifica & medida que a
concentragdo de CIP também aumenta. Forma-se um complexo quando Fe®* entra em
contato com o &cido carboxilico adjacente ao grupo ceto na posic¢ao 3 e 4, formando um
anel de 6 membros. Também foi usado o software ImageJ, selecionando o canal
possuindo o maior sinal analitico, e complementar a cor observada, neste caso foi

selecionado o canal azul (B).
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Ja para a reacdo da NOR com o &cido cloranilico, também ocorre um processo de
transferéncia de carga, gerando um produto de reagéo de coloragdo roxa. A cor desse
produto se intensifica com o aumento da concentracdo de NOR, ocasionado pela
formacgédo de um complexo n—m. O canal que ofereceu maior sinal analitico e estava

relacionado com a cor complementar, foi o canal vermelho (R).

Todas as reacbes mostraram-se estaveis para uso por até 60 min, apds este tempo

houve diminuicao do sinal analitico.

Os valores dos respectivos canais do sistema RGB foram extraidos utilizando o
programa ImageJ, e em seguida aplicou-se a Lei de Lambert-Beer, sendo | o sinal obtido
no canal selecionado anteriormente, e lo 0 sinal do branco. Isso foi feito de forma

individual para cada reagéo desenvolvida.

A fim de avaliar a interferéncia nas reacdes selecionadas para os farmacos das
familias das fluoroquinolonas, fez-se um teste reagindo a NOR e CIP com cloreto férrico
e acido cloranilico, conforme apresentado na Figura 19. De acordo com a Figura 19 B),
o acido cloranilico oferece maior sinal quando reage com a NOR, contudo a CIP também
reage com &cido cloranilico, e produz um intenso sinal analitico sendo um interferente
nessa reacdo. Ja a CIP ao reagir com os ions Fe®* proporcionaram uma resposta analitica
maior comparada a NOR que interfere nessa reacdo com intensidade menor do que a
interferéncia observada na reacdo anterior a Figura 19 A).
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Figura 19 - Teste de interferéncia envolvendo as reagdes com cloreto férrico (A) e

Acido cloranilico (B), coma NOR e a CIP

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

A Figura 20, mostra a variacdo de coloracdo obtida para as reacdes colorimétricas

usadas para o doseamento dos farmacos, bem como a regido de interesse (ROI),

selecionada no aplicativo ImageJ para a extracdo dos canais. Na Figura 21 é apresentada

uma proposta de reacdo para cada farmaco estudado.
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Figura 20 - A, C, E) Imagens capturadas pelo smartphone referentes a CBZ, CIP e
NOR, respectivamente. O poco central (nimero do ponto 1) refere-se ao branco e o
nimero do ponto 2 a 9 refere-se a curva analitica (CBZ 5,00 a 60,0 mg L™*; CIP 3,00 a
35,0 mg L%; e NOR 3,00 a 40,0 mg L™?); B, D, F) Regiéo de interesse (ROI),

selecionada para extrair os valores dos canais RGB usados como sinal analitico

Fonte: Retirada de Lamarca e Lima Gomes (2020).°
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Figura 21 - Proposta de reacéo para cada farmaco estudado: (A) Reagdo entre CBZ e

alaranjado de metila em tampdo biftalato de potassio; (B) Reacédo entre CIP e cloreto

férrico; (C) Reacdo entre NOR e &cido cloranilico

Fonte: Retirada de Lamarca e Lima Gomes (2020).°

Para todos os métodos desenvolvidos, foi observado que o coeficiente

de

determinacéo foi superior a 0,977, indicando possivel ajuste dos pontos na faixa de

concentracdo estudada. Realizou-se a ANOVA, em ambos os métodos na faixa de

concentracdo estabelecida, ndo havendo falta de ajuste para o método desenvolvido por

imagens digitais e para o0 método adotado como referéncia. Uma tabela resumida com os

dados relativos a ANOVA esta demonstrado na Tabela 4. Na Tabela 5 encontra-se os
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demais dados obtidos durante a avaliacdo das figuras de meérito do método, sendo
apresentado as equacdes da regressdo, precisdo intra-dia, inter-dia, e desvio padréo

relativo (DPR %), todos estes em concordancia com as recomendagcdes internacionais.?

Tabela 4 - Dados obtidos pela anélise de variancia (ANOVA) para 0os métodos

utilizando imagens digitais e espectrofotometria

Fcalculado Fcalculado
Farmaco Frtabelado 95 %
Smartphone Espectrofotémetro
CBZ 2,33 1,56
CIP 2,86 1,38 0,558
NOR 0,208 0,149

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Tabela 5 - Dados obtidos referentes aos parametros das figuras de mérito do método

LD LQ Inter-dia Intra-dia

Equagdo da regresséo mgL?) (mgL?) (DPR%)  (DPR%)

A=1,90 x 10°[CBZ]+8,40 x 10°®

Espec.
P e 0,998 1,70 5,00 6,02 1,05
A=3,00 x 10°[CBZ] 1,70 x 10°
Smart. e 0,050 3,00 5,00 8,46 5,63
fenoe, A=8.90 X 107[CIP] +2,20 x 102
P e 0090 1,00 3,00 5,58 2,82
A =2,70 x 10°[CIP] ~1,60 x 10°
Smart = 0088 (1Pl 1,00 3,00 18,2 7,11
fenee. A=3:20x 10°[NOR] +6,10 x10°
P e 0084 0,500 3,00 0,890 2,11
A=5,00 x 10“[NOR]+8,60 x 10°
Smart. 0,677 1,00 3,00 155 13,1

Dado: A = absorbancia
Fonte: Retirada de Lamarca e Lima Gomes (2020).%°
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Conforme observado na Tabela 5, os maiores valores de DPR % foram observados
no meétodo desenvolvido por imagens digitais, fato que pode estar associado a variagdes
do caminho Optico dentro dos pocos do spot-test usado para a captura das imagens
digitais, uma vez que as superficies inferiores desses pogos podem apresentar
irregularidades pela propria limitacdo da impressora 3D, além disso pode ter ocorrido
evaporacao de parte da solucdo usada para as analises durante o tempo em que o spot-test
esteve em contato com o ar atmosférico no momento da captacdo das imagens, j& que 0s
volumes dos poc¢os do spot-test sdo baixos (8,00 uL) fato que pode ter contribuido para a
rapida evaporacdo. Além disso, deve-se levar em consideracdo a limitacdo da faixa
dindmica de 8 bits para cada canal RGB do filtro de Bayer presente nos smartphones que

utilizam os sensores CMOS que limita o LD e favorecem a maiores erros no processo.

Como modo de verificar se havia diferencas significativas entre os metodos
adotados como referéncia e 0 método desenvolvido, realizou-se um teste-t a 95 % de

confianca, e ndo foram verificadas diferencas significativas entre os métodos.

Os testes envolvendo o uso de diferentes smartphones para captar as imagens
digitais, evidenciaram por meio do teste-t a 95 % de confianca, ndo haver diferencas
significativas nas imagens captadas pelos aparelhos do modelo Motorola e Samsung, ja
que p-valor obtido foi (0,54) > a (0,050), demonstrando que ambos os aparelhos
forneciam resultados equivalentes. Ja o teste envolvendo o envio das imagens pelas redes
sociais, WhatsApp e Facebook, demonstrou que havia diferencas significativas quando
comparadas com as imagens obtidas diretamente do smartphone, ja que p-valor (0,0010)
< a (0,050). Provavelmente estas diferencas encontradas entre as imagens podem estar
centradas na compressdo de pixels verificada pelo ImagelJ. Nas imagens enviadas pelo
WhatsApp e Facebook foram verificadas a reducéo do numero de pixels de 4032 x 3024
para 960 x 720, enquanto nas imagens enviadas pela plataforma Gmail a diminuicdo dos
pixels ndo foi observada. Um teste-t a 95 % de confianca, de fato ndo demonstrou
diferengas entre as imagens extraidas do smartphone e das imagens enviadas pelo Gmail,

conforme p -valor (0,81) > a (0,050).
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3.4.2 Determinacdo da CBZ, CIP e NOR nas formulacGes farmacéuticas

Antes da aplicacdo do metodo desenvolvido, foram avaliados os pesos individuais
dos comprimidos, e para 0os comprimidos com massa inferior a 0,300 g, as variagOes entre
as pesagens individuais ndo foram superiores a 7,5 %, conforme estabelece a Farmacopeia
Brasileira.X* Para os comprimidos de NOR e CIP, que possuem massas acima de 0,300 g,
as variacOes entre as pesagens individuais para os comprimidos néo estiveram acima de

5,0 %, conforme estabelece a Farmacopeia Brasileira.'*

Os pesos médios finais obtidos foram de 0,289 g para CBZ, 0,815 g para CIP e
0,926 g para NOR.

Na Tabela 6 sdo apresentados os resultados obtidos pelos métodos usando
imagens digitais e espectrofotometria (método referéncia), além das porcentagens

admitidas pelas Farmacopeias Brasileira, Americana e Britanica.'42122

Para a CBZ, as Farmacopeias Brasileiral* e Americana?!, aceitam variaces da
quantidade declarada entre 92,0 -108 %, enquanto para a farmacopeia Britanica?® esta
variacdo encontra-se na faixa de 95,0 — 105 %. Ambas os métodos estdo na faixa
estabelecida por essas diretivas.

Para a CIP, segundo a Farmacopeia Brasileira’* e Americana®!, sdo aceitas
variagBes da quantidade declarada de 90,0 — 110 %, e para a Farmacopeia Britanica?? 95,0
-105 %, e os resultados obtidos estdo em concordancia com as exigéncias apresentadas.

Finalmente para a NOR, de acordo com as Farmacopeias Brasileiras!® e
Americanas?!, sdo consideradas aceitas, variacdes da quantidade declarada entre 90,0 —
110 %, e para a Farmacopeia Britanica? de 85,0 — 115 %, ambos 0s métodos atendem

esses requisitos.

Ressalta-se que foram analisadas poucas amostras, o que pode ter contribuido para
a ocorréncia de maiores erros nas concentracfes determinadas pelo método de captura

utilizando imagens digitais.
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Tabela 6 - Aplicacbes dos métodos na determinacéo de CBZ, CIP e NOR presentes nas

formulagGes farmacéuticas

Variagbes  Variagoes

Conc. ) ) aceitas pelas  aceitas
Conc. obtida  Conc. obtida
] declarada na _ Farmac. pela
Farmaco por espectrof. por imagens )
embalagem o Americanae Farmac.
(mg) digitais (mg) o .
(mg) Brasileira Britanica
(%) (%)
CBz 200 190,0 £0,2 212,0+0,1 92,0-108 95,0-105
CIP 500 500,0+0,1 5181 90,0-110  95,0-105
NOR 400 430,0+0,8 438,0+0,9 90,0-110 85,0-115

Fonte: Retirada de Lamarca e Lima Gomes (2020).1°

Os testes individuais com os excipientes celulose microcristalina, dioxido de
titanio, sacarose e amido foram feitos de forma individual, na proporg¢éo de 1:1 (v/v) do
excipiente/reacdo colorimétrica. A cor observada nestes testes foi equivalente ao branco
de cada método desenvolvido, demonstrando que esses excipientes ndo interferem nas
reacOes aplicadas. Estudos anteriormente publicados demonstram que esses excipientes
podem serem considerados possiveis interferentes, mas isso ndo foi evidenciado nesse

estudo 81823

Na Tabela 7 é apresentada uma comparacdo do método desenvolvido com outros
métodos previamente publicados. O meétodo proposto apresenta menor geracdo de
residuos quimicos, além de menor tempo de analise. Na comparagdo feita, foram
avaliados outros artigos que descreviam o uso de imagens digitais para analise de
compostos farmacéuticos, como, o captopril (agente anti-hipertensivo), e a bumetanida
(diurético), e 0 método desenvolvido apresentou 0 menor volume de reagente, além de
obter o resultado mais rapido do que os demais. Ressalta-se que a avaliacdo do tempo de
analise para 0 método proposto envolveu o tempo necessario para a captura das imagens

digitais, ndo sendo considerado o tempo de extracdo das amostras.
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Tabela 7 - Comparacédo dos dados obtidos com dados previamente publicados

Precisio  Tempo Volume de
Farmaco LD LQ intra-dia de reagente  Referéncia
(DPR%)  analise empregado
1 -2 .
6,(r)r(])gXL_10 0,190 mg Lt 0,310 18 min. 10,0 mL 23
CBz 1 1 . Método
3,00mg L 5,00mg L 563 16 seg. 8,00 uL desenvolvido
-2
6*2?9"6? 0,100mgL?® 0,700-1,20 20min. 10,0 mL 13
CIP
Método
1 -1 *
100mgL?  300mgL rAL 16seg BOOML o envolvido
-2 -2
2,00 x 110 8,00 x 110 1,30-1,60 30min. 10,0 mL 13
mg L mg L
NOR ~ 039%0mgL*  1,08mgL? "NR 99min. 890mL 24
Meétodo
1 -1 *
1,00 mg L 3,00mg L 131 16seg  800ML 4 o volvido
8,06x10° 2,69%10° a 2
CAP mol L! mol L! NR NR soomt »
3,60x10* -4
BUM X 1’21;(&? 221-138 R 300wk *
mol L

Dado: ®NR = ndo reportado;

CAP = Captopril

BUM = Bumetanida

* Tempo de reacdo ndo considerado.

Fonte: Retirada de Lamarca e Lima Gomes (2020).%°

3.5 CONSIDERACOES FINAIS

O método desenvolvido apresenta menor uso de reagentes quimicos, menor tempo

de analise, além de apresentarem baixo custo, com valor aproximado do spot-test de R$

3,00 (desconsiderando o preco do smartphone, que ja € um equipamento incorporado no
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cotidiano das pessoas), sendo uma 6tima alternativa para laboratérios de analises que

possuem de recursos financeiros reduzidos.

O meétodo se mostrou eficiente para analises dos farmacos, além de demonstrarem
ndo haver diferencas significativas quando comparados com os métodos cléssicos, usados

para tais finalidades.
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CAPITULO 4

DESENVOLVIMENTO DE IMUNOSSENSOR IMPEDIMETRICO
LABEL-FREE PARA DETERMINACAO DE CIPROFLOXACINA
EM AMOSTRAS DE AGUAS RESIDUARIAS
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4 CAPITULO 4

DESENVOLVIMENTO DE IMUNOSSENSOR IMPEDIMETRICO LABEL-
FREE PARA DETERMINACAO DE CIPROFLOXACINA EM AMOSTRAS DE
AGUAS RESIDUARIAS

4.1 INTRODUCAO

Com o aumento populacional, aumentou-se também o consumo de medicamentos,
dentre eles os antibidticos, como forma de preservar a saude e o0 bem-estar da populacao.
A problemaética, concentra-se no fato, de que hoje, os antibidticos sdo usados por uma
grande parcela da populacéo para tratar diversas doengas causadas por virus, bactérias ou
fungos e apos a utilizacao, eles serdo excretados nas fezes e na urina, compondo as aguas
residudrias, que chegardo até as ETEs.! Nestas, esses compostos, ndo sdo totalmente
eliminados pelos atuais métodos utilizados no tratamento de esgoto, e acabam
contaminando as matrizes aquaticas. Um exemplo de antibidtico rotineiramente

encontrados nas ETEs € a ciprofloxacina.?

A ciprofloxacina é um antibi6tico da familia das fluoroquinolonas e apresenta
grande eficacia para o tratamento de doencas causadas por microrganismos Gram-
positivos e Gram-negativo.® Atualmente para a determinacio desse antibidtico em
matrizes aquaticas, técnicas de elevado custo e com alta geracdo de residuos quimicos,

como as técnicas cromatograficas, sdo usadas para tal finalidade.*>®

Neste contexto, uma alternativa que oferece resposta rapida, seletiva e sensivel
para a determinacdo de ciprofloxacina é o desenvolvimento de imunossensor

impedimétrico.’

Os imunossensores utilizam de anticorpos ou antigenos como elemento de
reconhecimento biologico, e apresentam alta seletividade de ligacdo com a respectiva
molécula alvo. A Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica, tem sido largamente
aplicada no desenvolvimento de imunossensores, como forma de avaliar as propriedades

interfaciais dos eletrodos modificados.®

Neste contexto, imobilizou-se anticorpos anti-ciprofloxacina na superficie de um
eletrodo e avaliou-se a resposta analitica das ligagcOes entre os anticorpos e as moléculas

alvo.
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4.2 OBJETIVOS

Desenvolver um imunossensor impedimétrico label-free para determinacdo de

ciprofloxacina em amostras de aguas residuarias.

4.3 PARTE EXPERIMENTAL

4.3.1 Instrumentacéo

As analises de EIE foram realizadas no potenciostato Princeton Applied Research

VersaSTAT 3 integrado ao software VersaStudio.

A faixa de frequéncia utilizada foi de 10.000 a 0,1 Hz, sob um potencial de
amplitude de 10 mV, e usando inicialmente um tempo de 600s para estabilizacdo prévia
do PCA.

As superficies dos eletrodos impressos de carbono (SPCE), foram estudadas antes
e apds as modificacbes por meio de voltametria ciclica (VC) no potencial de -0,7a 0,8 V
versus Ag/AgCl, sob taxa de varredura de 50 mV s™. As analises foram realizadas usando
uma solucdo aquosa de tampé&o fosfato salino (PBS) pH 7,4 a 1,00 x 102 mol L'}; KCl a
0,100 mol L (usado como eletrélito suporte) e ferricianeto/ferrocianeto de potassio a
5,00 x 1073 mol L* (usado como par redox). Na Figura 22 encontra-se a imagem da célula

eletroquimica usada nas analises.
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Figura 22 - Fotografia da célula eletroquimica usada para as analises por EIE

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

4.3.2 Reagentes e solucdes

O hexacianoferrato de potassio (111) (Ks[Fe(CN)s]), hexacianoferrato de potassio
(1) (Ks[Fe(CN)g]), etanolamina (> 98 %), N-hidroxissuccinimida (NHS) (98 %), acido
sulfarico (> 98 %), pastilhas de tampdo fosfato salino (PBS), CIP (> 98 %), 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) (=98 %) foram adquiridos da Sigma-Aldrich.

O cloreto de potéassio foi obtido na Fisher Scientific. O anticorpo monoclonal anti-

ciprofloxacina (1gG) (1,00 mg mL 1) foi adquirido na Creative Diagnostics.

Uma solucio estoque de CIP (1,00 mg mLt) foi preparada em metanol com adigio
de 50,0 pL de acido formico. As pastilhas de PBS foram diluidas em agua conforme a
descricdo contida na embalagem. As sucessivas diluicbes de CIP foram realizadas em
tampéo PBS (pH 7,4). Os anticorpos IgG foram também diluidos em tampédo PBS de

forma a obter a concentrago final de 100 ug mL™.

Para o preparo de todas as solucGes utilizou-se agua ultrapura.
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4.3.3 Funcionalizacéo do eletrodo SPCE

Os eletrodos utilizados em todas as analises, foram obtidos da Pine Research
Instrumentation, tendo um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl, um eletrodo de trabalho
de carbono e um eletrodo auxiliar de carbono em substrato polimérico. Uma fotografia

do eletrodo usado durante uma das etapas de funcionalizacédo, encontra-se na Figura 23.

Figura 23 - Eletrodo SPCE utilizado nas analises por EIE

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Inicialmente os eletrodos foram eletro-oxidados a +1,5 V versus Ag/AgCl por 60
s em solugéo de H2S04 5,00 x 10 mol L™ a fim de gerar grupos carboxilicos na superficie
do eletrodo. Apds a oxidacao da superficie do eletrodo, este foi lavado em agua ultrapura,
seco sob fluxo de N2, e em seguida, incubado em uma solucdo aquosa de EDC/NHS a
5,00 x 10 e 8,00 x 10 mol L, respectivamente, durante uma hora, em temperatura

ambiente.

Ap0s este tempo, o SPCE foi lavado, seco em Ny, e sobre o eletrodo de trabalho
foram adicionados 30,0 pL de uma solugio de 100 pug mL™ de anticorpo monoclonal
(IgG) anti-ciprofloxacina, durante 60 min. Transcorrido este tempo, lavou-se o eletrodo

em tampdo PBS e adicionou-se 30,0 puL de uma solugdo de etanolamina, a
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100 x 10 mol L. Esta solugdo foi importante para bloquear possiveis ligagdes
inespecificas ao imunossensor.

Cabe ressaltar que a solucdo de EDC/NHS foi preparada semanalmente, e usada

pelo periodo de sete dias. Um esquema resumido da funcionalizagdo do eletrodo encontra-

se na Figura 24.°
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Figura 24 - Esquema resumido das etapas de funcionalizacao do eletrodo

Fonte: Retirado de Lamarca et al. (2020).°

4.3.4 Caracterizacdo morfoldgica e espectroscdpica do imunossensor

A avaliacdo espectroscopica do imunossensor foi realizada por Espectroscopia no
Infravermelho por Transformada de Fourier usando o modo de reflexdo total atenuada
(ATR-FTIR), no niimero de onda de 4000 — 400 cm?, utilizando o espectrometro Frontier
Infrared equipado com o software PerkinElmer Spectrum verséo 10.03.05. As imagens
topograficas foram obtidas por Microscopia de Forga Atdmica (AFM) utilizando o
equipamento Veeco Nanoscope V, as imagens foram coletadas no modo “tapping” a 300

kHz. O processamento do fator de rugosidade foi avaliado pelo software Gwyddion 2.3.
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4.3.5 Analises por EIE

As andlises por EIE foram realizadas na frequéncia de 10.000 a 0,1 Hz, e
amplitude de 10 mV, em torno do PCA estabilizado previamente, sendo usado nos testes
iniciais 600s. A realizagdo de todas as medidas foram feitas em uma solugéo contendo
tampédo PBS 1,00 x 102 mol L (pH 7,4), KCI 0,100 mol L como eletrélito suporte e
Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s] 5,00 x 10 mol L* utilizado como sonda redox. Os dados
obtidos pela EIE foram modelados no software Zview para determinacdo do circuito

equivalente.

As analises por EIE foram realizadas no imunossensor, antes e apds este ser
exposto ao esgoto sintético produzido em laboratério (lab-made) diluido em tampéo PBS
(pH 7,4), fortificando CIP na faixa de concentracdo de 1,00 x 107 a 1,00 ug mL %, A
seletividade do imunossensor foi avaliada expondo-o a outros contaminantes emergentes
amplamente encontrados em aguas residuarias, como a norfloxacina (NOR) que pertence

a mesma familia das fluoroquinolonas, carbamazepina (CBZ), e a venlafaxina (VLF).

4.3.6 Figuras de mérito do método

A linearidade do método foi avaliada em esgoto lab-made (pH 8,0 com demanda
quimica de oxigénio de 550 mg O, L1 cuja composicdo encontra-se detalhada na
Tabela 8. Esse esgoto foi filtrado e diluido em tampdo PBS e em seguida foram
adicionadas aliquotas de uma solucéo estoque de CIP de concentragdo final de 100 pg
mL, de forma a obter uma curva analitica na faixa de 1,00 x 10°— 1,00 pg mL (n = 6).
A repetibilidade (precisdo intra-dia) do método foi avaliada pelo preparo de diferentes
réplicas (n = 3) da curva analitica na faixa de 1,00 x 10° — 1,00 pg mL™, preparadas no
mesmo dia e expressas pelo desvio-padréo relativo (DPR %). A precisdo inter-dia foi
avaliada, pela triplicata (n = 3) das curvas analiticas na faixa de 1,00 x 10°— 1,00 pg mL"

! preparados em cinco dias alterados e expressas pelo DPR %.?

O LQ e o LD do método foram avaliados, segundo US FDA.!21 O LD foi
determinado a partir da razdo do LQ por um fator de trés. Neste caso, adotou-se como
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critério para o LQ, amenor concentracédo do analito quantificavel com precisdo e exatiddo
que forneceu desvio padréo relativo inferior a 15 %, sendo neste caso o primeiro ponto
da curva analitica. Enquanto o LD foi o menor valor detectavel do analito com preciséo

e exatiddo e com desvio padrdo relativo inferior a 20 %.

Tabela 8 - Componentes presentes na solucdo de esgoto lab-made

Componente Concentracéo (mg L)
Celulose 47,0
Sacarose 98,0

Amido 149
Extrato de carne 262
Bicarbonato de sodio 370
NaCl 250

MgCl, 4,50

CaCl 7,00

LAS (tensoativo) 1,00
Oleo de soja 79,0

Dado:
LAS - alquil benzeno linear sulfonato de sodio

Fonte: Adaptada de Martins et al. (2017).%°

4.3.7 Aplicacéo do método desenvolvido na determinagédo de CIP em aguas residuarias

As amostras de aguas residuarias foram coletadas na estacdo experimental de

tratamento de esgoto da Université Laval, durante o verdo de 2019.

Para a coleta, foi utilizado um frasco de polipropileno de 500 mL, limpo e seco.
Foram coletadas aproximadamente 400 mL de agua residudria, e esta foi estocada em

refrigerador a 5 °C por um dia até a realizacdo da analise.
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Como forma de minimizar o efeito de matriz, as amostras foram analisadas pelo
método de adico de padrdo.’* Antes das analises, as amostras foram filtradas em papel
de filtro quantitativo (Unifil, didmetro 110 mm, espessura de 0,20 mm), e ap0s isto foram
diluidas em 1:5 em tampdo PBS (para manutencdo do pH 7,4 necessario para ndo
desnaturar o anticorpo imobilizado), e avolumado para 25,0 mL. Volumes fixos de 0, 250,
500, 750 e 1000 pL de uma solugédo CIP 1,00 x 10 pg mL™* foram adicionados.

4.4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.4.1 Comportamento eletroquimico

O uso dos reagentes EDC/NHS ja sdo bastantes explorados como reagentes de
acoplamento/ unido para modificacdes seletivas de carboxilatos e grupos amino presentes
em proteinas (incluindo os anticorpos). Sabe-se que esses reagentes levam a formacéo de
uma amida estavel proveniente da reacdo do carboxilato ativo (presentes na superficie do
eletrodo apds a oxidagdo em presenca de H2SO4) com a amina da cadeia lateral do

anticorpo anti-CIP formando uma ligacdo amida estavel.*®

Sabendo-se que a EIE é uma técnica interfacial e bem estabelecida, e esta foi
utilizada para avaliar as modificacdes ocorridas na interface eletrodo-solucéo.
Inicialmente, avaliou-se por VC e EIE, as modificacdes ocorridas na superficie do SPCE
modificado, expondo 0 mesmo em uma solugéo 0,100 mol L de KCI; 1,00 x 102 mol L
! tamp&o PBS e 5,00 x 10" mol L™ [Fe(CN)g]3"*.

Essa técnica voltamétrica € amplamente usada para andlise de estudos
eletroquimicos, uma vez que ela fornece informagdes da cinética de reacOes heterogéneas
de transferéncia de elétrons, de reacBes quimicas envolvendo processos adsortivos, além
da termodinamica do processo.'® A VC consiste na aplicagio de um potencial em valores
negativos, ou seja, regido catddica, na qual os compostos sdo reduzidos no eletrodo de
trabalho, e observa-se a formagdo de um pico com intensidade proporcional a sua

concentracdo. O potencial entdo é varrido no sentido inverso, na regido anodica,
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proporcionando a oxidacdo dos produtos anteriormente reduzidos na interface eletrodo-

solucéo, formando o pico anddico.!’

Os voltamogramas ciclicos, representados na Figura 25 A), apresentam um pico
de oxidacdo em 0,3 V versus Ag/AgCl, e um pico catodico em 0,0 V versus Ag/AgCl no
sentido inverso, devido ao comportamento eletroquimico do par redox [Fe(CN)e]**
(eletrodo nao-modificado estad representado pelo voltamograma ciclico em linha
vermelha). Apos a funcionalizacdo do eletrodo SPCE com EDC/NHS, representado pela
linha cinza, observa-se que a corrente diminuiu, fato associado ao carater
predominantemente isolante dessas moléculas, o que dificultou a transferéncia de elétrons

entre substrato e par redox na interface eletrolitica.

Apos a fixacdo do anticorpo anti-ciprofloxacina (anti-CIP), representado pela
linha verde, verificou-se outra diminui¢do da intensidade da corrente do pico, sugerindo

uma diminuicdo da atividade eletroquimica, devido ao efeito isolante dessas proteinas.

E, por fim, ap6s a adicdo de etanolamina (agente blogueante de ligagdes
inespecificas), representada pela linha preta, observou-se que o sinal voltamétrico
manteve-se estavel, sugerindo que a etanolamina ndo foi capaz de proporcionar um
impedimento estérico consideravel, ja que a diminuicdo da corrente elétrica ndo foi
expressiva. A presenca de grupos OH™ no modificador, pode ter causado a repulséo
eletrostatica em relacdo aos anions [Fe(CN)g]*’* como analito. Além disso, 0 aumento de
separacdo pico a pico (300 mV) em relacdo ao 59 mV, como era esperado pela Equacédo
de Nernst para um sistema reversivel com transferéncia de um elétron, também foi capaz
de confirmar o efeito isolante das moléculas de funcionalizacdo do eletrodo, o que

promoveu a reducdo da taxa de transferéncia de elétrons.®

Ja o Diagrama de Nyquist, Figura 25 B), mostra um aumento no diametro do arco
capacitivo apos cada etapa de funcionalizacdo, demonstrando ocorrer uma resisténcia a
transferéncia de cargas. Nesse diagrama é possivel observar que a por¢éo do semi-circulo
das frequéncias altas para intermediarias, referem-se ao processo de transferéncia de
carga cinética, enquanto as linhas retilineas observadas nas frequéncias mais baixas
surgem da barreira difusional em relacdo a transferéncia de massa do par redox.'® Desta
forma, 0 aumento do didmetro do semi-circulo, observado no diagrama de Nyquist, pode
ser atribuido ao comportamento estérico e resistivo das moléculas aderidas ao eletrodo,
confirmando o desempenho anteriormente observado pela VC.
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Figura 25 - A) Voltamogramas ciclicos obtidos para o SPCE néo recoberto (linha
vermelha); modificado por EDC/NHS, representado pela linha cinza; EDC/NHS/ anti-
CIP, representado pela linha verde; EDC/NHS/anti-CIP/etanolamina, representado pela
linha preta, em solugdo de 0,100 mol L™ de KCI, 5,00 x 10 mol L de [Fe(CN)s]*"*
em 1,00 x 102 mol L de tamp&o PBS (pH 7,4). A velocidade de varredura utilizada foi

de 50 mV s* na faixa de -0,7 a +0,8 V versus Ag/AgCl; B) Diagramas de Nyquist na
faixa de frequéncia de 10.000 a 0,1 Hz e amplitude de 10 mV
Fonte: Retirado de Lamarca et al. (2020).°
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4.4.2 Caracterizacdo morfologica e espectroscopica do imunossensor

Para a caracterizacdo morfologica foi avaliada a superficie do imunossensor por

AFM e ATR-FTIR antes e apds a etapa de funcionalizagéo do eletrodo.

A Figura 26 A) representa o espectro do eletrodo sem funcionalizacédo, ou seja,
ndo recoberto com o anticorpo anti-CIP e o imunossensor com o anticorpo anti-CIP.
Observa-se na Figura 26 A), que o SPCE néo recoberto apresentou uma banda de baixa

intensidade em 1072 cm™, relativa a vibragdo C-C.°

O espectro FTIR do anticorpo anti-CIP, preparado em tampéo PBS a 100 pug mL"
1 apresenta trés principais bandas: uma em 3303 cm relativa ao alongamento do grupo
O-H da 4gua; em 1641 cm™ encontra-se uma banda, atribuida a vibragio de flexdo do
grupo das quinolonas (8 N-H), e por fim, uma banda larga em 680 cm™ atribuida ao
composto aromatico (8 Ar-H).222 J4 o imunossensor, apos a etapa final, envolvendo a
adicédo do anticorpo e etanolamina, apresentou quatro principais bandas: uma banda em
1711 cm™ da vibracio de alongamento do grupo C=O do 4cido carboxilico (§ C=0) da
amida formada; uma banda intensa em 1241 cm™ atribuida a vibragdo de flexdo de um
grupo hidroxila (8 O-H); uma banda em 1041 cm™ do modo de alongamento da ligagdo
C-F e por fim uma banda em 720 cm™ da vibragio de flexdo (5 Ar-H.) 202

Ja para a avaliacdo das imagens morfologicas, utilizou-se de imagens de AFM,
observando que o eletrodo ndo recoberto, Figura 26 B), apresenta uma superficie
irregular, com exposicdo das laminas de carbono. Apdés a imobilizacdo por
EDC/NHS/anticorpo anti-CIP preparado em tampdo PBS a 100 pg mL*/etanolamina, a
superficie apresentou maior homogeneidade e simetria (Figura 26 C)). Observa-se
também, que a altura média dos depositos aumentou de 1,18 um (eletrodo néo recoberto)
para 1,31 um (eletrodo recoberto), demonstrando uma topografia mais uniformizada, e
lisa, indicando que o anticorpo encontrava-se distribuido de forma uniforme. Além disso,
observou-se que as ldminas de carbono estavam mais recobertas ap6s a imobilizagdo dos
anticorpos. Foi ainda, calculado os valores da raiz quadrada média (RMS), obtidos no
eletrodo ndo recoberto e apds o recobrimento, e foram obtidos os valores 170,3 nm, e
210,5 nm, respectivamente. O aumento na rugosidade sobre a area analisada indica que

houve uma distribui¢do uniforme dos anticorpos sobre o eletrodo SPCE.
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Figura 26 - (A) Espectro FTIR para o eletrodo ndo recoberto, anticorpo anti-CIP em
solugdo de 1,00 x 102mol L de tamp&o PBS (pH 7,4), e eletrodo apds a imobilizagio
com (EDC/NHS/IgG em tampédo PBS/Etanolamina). Imagens de AFM; (B) Eletrodo
n&o recoberto; e (C) Eletrodo ap6s a imobilizacdo

Fonte: Retirado de Lamarca et al. (2020).°
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4.4.3 Validacéo da EIE

Os testes iniciais envolviam o uso de 600s para estabilizacdo do PCA, mas
analisando o PCA em funcéo do tempo (Figura 27), percebe-se que a partir de 300s esse
ja se encontrava estabilizado e, portanto, pronto para as medi¢fes de EIE, sendo desta

forma utilizado para as demais analises.
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Figura 27 -Variacdo do potencial de circuito aberto em funcao do tempo com o

respectivo imunossensor imerso em KCI e par redox, ambos preparados em tampéo PBS

Fonte: Retirado de Lamarca et al. (2020).°

A EIE é representada pelos graficos de Bode e Diagrama de Nyquist. Os dados
obtidos pela EIE sdo ajustados em um circuito elétrico equivalente, o qual possui
elementos elétricos tais como, resistores, capacitores e indutores. Um dos grandes
problemas encontrados quando se utiliza a EIE envolve a validagdo dos dados
experimentais de forma que eles possam ser interpretados em termos de modelos lineares
baseados em analogos eléetricos. Como forma de assegurar a validade dos dados, utiliza-
se a transformada de Kramers—Kronig (K-K), que avalia as caracteristicas de linearidade,

causalidade e estabilidade, baseando-se na Teoria de Sistemas Lineares (TSL), como



157

forma de obter a impedancia tedrica.'”?3 Pela transformada K-K, calcula-se a componente
tedrica da impedéancia a partir da impedancia experimental e vice-versa. As curvas obtidas
por Z’ ¢ Z” da transformada de K-K sdo entdo sobrepostas, para comparar a impedancia

teorica e experimental no dominio da frequéncia.

A Figura 28 compara os valores obtidos para a impedancia tedrica e experimental,
e pela sobreposicdo dos graficos € possivel verificar que a impedancia experimental
encontra-se em concordancia com a impedancia teorica, indicando que a resposta
eletroquimica obtida pelo sistema é causal, linear e estavel. Essas caracteristicas indicam
que a impedancia presente no sistema, correspondem exclusivamente a pequenas
perturbacdes da corrente alternada (CA), e a resposta néo se altera em fungédo do tempo,

uma vez interrompida a CA do sistema, esta volta ao estado original.?>2*
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Figura 28 - Curvas obtidas pela Transformada de K-K e pela medicéo experimental de

EIE representada em Diagramas de Bode para o angulo de fase utilizando eletrodo sem

imobilizacdo e o imunossensor em presenca de 0,100 mol L de KCI, 5,00 x 10 mol L-
! de K3[Fe(CN)s] / Ka[Fe(CN)s] em 1,00 x 102 mol L™ de tamp&o PBS

Fonte: Retirado de Lamarca et al. (2020).°
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4.4.4 Avaliacéo da deteccéo de CIP

Para avaliar o desempenho do imunossensor desenvolvido foram realizados
experimentos de EIE usando o imunossensor na auséncia do analito (CIP), e também na
presenca CIP na faixa de concentragdo, 1,00 x 10 a 1,00 pg mL™?, preparada em esgoto

lab-made diluido previamente em tampao PBS.

Na Figura 29, € demonstrado o Diagrama de Nyquist, sendo possivel visualizar a
por¢do do semi-circulo na frequéncia alta a intermediéria, relacionando a cinética de
transferéncia de carga [Fe(CN)s]*’* na interface eletrodo-solucio. J4 as partes retilineas
representam o processo de difusdo da sonda redox. Todos os dados obtidos foram entdo
simulados em um circuito elétrico equivalente, apresentado na insercdo realizada no
Diagrama. A adequabilidade da simulacdo do modelo elétrico em relacdo ao sistema
eletroquimico sob estudo foi confirmada pelo baixo valor do pardmetro estatistico qui-
quadrado (x?), cujos resultados obtidos em todas as analises foram proximos a 107, limite
apresentado na literatura como suficientemente baixo para apontar a qualidade da

simulagdo.?

O circuito obtido consistiu de uma resisténcia do eletrélito (Re), conectada em
série com um elemento de fase constante (CPE), em paralelo a uma resisténcia de

transferéncia de carga (Rtc) € uma impedancia de Warburg (W).

A Re € influenciada principalmente pela condutividade das solucdes de tampéo
PBS e KCI, e como ja era esperado, quase ndo houve variagdes ja que a composicao da
solucdo usada em todos os testes foi a mesma. O CPE é empregado geralmente ao invés
de um capacitor puro, porque esse leva em consideracdo a dispersao de frequéncia que
surge na superficie do eletrodo, devido a porosidade do material, heterogeneidade de sua

composicdo quimica ao longo da superficie, além de outros fatores.?

O CPE compreende o nimero imaginario j(= v —1), a frequéncia angular (®), uma
constante T que independe da frequéncia, além de um expoente p que é associado ao
desvio CPE do capacitor ideal. Quando p = 1, pressupfe-se que esse seja um capacitor

puro.?® A Equacéo (14) resume todas essas variaveis.

1

CPE = Gowt

(14)
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Dessa forma, testou-se o imunossensor nas diferentes solucdes de CIP, e obteve-
se o valor de p = 0,949 £ 0,002, ou seja, p foi proximo de 1, indicando haver
homogeneidade da superficie do eletrodo imobilizado, e distribuicdo regular da

capacitancia na superficie do sensor desenvolvido.?®

A impedancia de Warburg, verificada como uma linha obliqua sob um angulo
proximo a 45° visualizada no Diagrama de Nyquist em baixas frequéncias, esta
relacionada ao processo de transferéncia de massa.'®?’ Ja o valor de Ry, estimada pelo
diametro do semi-circulo, representa a cinética das reacdes redox envolvendo os ions
[Fe(CN)s]*"*, usado pelo eletrodo como fonte de elétrons. Como observado na Figura 29,
o didmetro do semi-circulo aumentou & medida que o imunossensor foi exposto a maiores
concentracdes de solucbes de CIP, pelo consequente incremento dos valores de Ri. Esse
fato, demonstra que a CIP aderiu ao anticorpo, presente na superficie do eletrodo,
promovendo uma diminuicdo da transferéncia de cargas para a sonda redox presente na

interface eletrodo/solucéo.

Resultados anteriormente publicados indicam que a CIP possui um Unico pico em
um potencial alto de oxidacdo (1,1 V versus Ag/AgCl) do 1-ciclopropil-5-fluoro-6-
(piperazin-1-il)indolina-2,3-diona.?®?® Portanto, observa-se que a CIP somente &

eletroativa sob certas condigdes particulares de pH e tamp3o.3%-3!



160

2000
—m— SPCE néo recoberto
g NG —#—100x107 pgmL"!
Rtc w —A—100x10°% pgmL?!
1600 - s HS

—¥—100x 107 pgmL"!
—4—1.00x10* pgmL"!
1,00x 107 pgmL™!
1200 - —»—1.00x102 pgmL"!
—8—1,00x 10" pgmL-!
—%—1.,00 ngmL!

800 -

-Z,. (Qcm?)

400 +

0 400 800 1200 1600 2000
Z. (Qcm?)

Figura 29 - Diagramas de Nyquist para as medidas de impedancia de CIP na faixa de

1,00 x 10" a 1,00 pg mLL. O circuito elétrico equivalente encontra-se inserido na figura

Fonte: Retirado de Lamarca et al. (2020).°

4.4.5 Figuras de mérito do método desenvolvido

A linearidade do imunossensor desenvolvido foi avaliada pela fortificacdo de CIP
em esgoto lab-made na faixa de concentragdo de 1,00 x 107 a 1,00 pg mL™. A variagdo
de AR¢, foi calculada a partir da diferenca do imunossensor antes e ap0s a exposicao de
CIP na faixa anteriormente descrita. Observou-se um aumento de AR« & medida que
houve um aumento na escala logaritmica de concentragdo de CIP, conforme observado

na Figura 30.

Nas concentracdes de 1,00 x 107 pg mL™? < [CIP] < 1,00 x 10° pg mL?, o
imunossensor foi capaz de detectar, mas ndo quantificar o analito, haja visto que nesta

faixa foi verificado um DPR > 15 %.

Os limites de deteccdo e quantificacdo estabelecidos para 0 método, atenderam as
prerrogativas da FDA?®, sendo recomendado para o LQ apresentar a capacidade de
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quantificar a menor concentracdo com precisdo inferior a 15 %, sendo neste caso o valor
obtido de 1,00 x 10~ pg mL™, adotado o primeiro ponto da curva analitica. O limite de
deteccdo, 0 menor valor detectavel do analito com preciséo inferior a 20 % obtido foi de
1,00 x 107 pg mL™,

Foram avaliadas ainda em triplicata (n = 3), a precisdo intra-dia e inter-dia,
calculadas pelo DPR % de trés medicdes, realizadas no mesmo dia, e em dias alternados,

tendo sido verificados DPR % de 7,85 % e 10,1 %, respectivamente.

A recuperacdo foi calculada em triplicata (n = 3), pelo método de adicdo de padréo
de CIP nas amostras de aguas residuarias de forma a obter a concentracao final de 1,00 x
10 pg mL™. O valor médio obtido foi de 9,70 x 10 ug mL™, o equivalente a 97 % de

recuperacao.

As andlises das amostras de aguas residuarias foram realizadas por adicdo de
padrdo, em triplicata (n = 3), tendo sido obtida a curvay = 1,57 x 10° [CIP] + 9,20; R? =
0,998. Considerando-se a diluicdo realizada anteriormente, a concentracdo de CIP na
amostra foi de 2,90 x 10 ug mL™.

Dessa forma, o imunossensor desenvolvido apresentou alta capacidade de detectar
CIP, mesmo em baixas concentragdes, sem nenhum tratamento prévio de preparo de
amostras, ou uso de biomarcadores, demonstrando ser uma técnica atraente e em

concordancia com os preceitos da quimica verde.
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Figura 30 - Curva analitica obtida pela fortificacdo de CIP em esgoto lab-made na faixa

de concentragdo de 1,00 x 10° — 1,00 pg mL*

Fonte: Retirado de Lamarca et al. (2020).°

4.4 .6 Estudo da seletividade do imunossensor

Para verificar a resposta do imunossensor em presenca de outros contaminantes,
este foi exposto em presenca de farmacos comumente encontrados em aguas residuarias,
sendo estes VLF, NOR e CBZ.%*%® Para tal estudo, preparou-se solugdes individuais de
cada farmaco a 1,00 pg mL™* em esgoto lab-made (previamente filtrado e diluido em
tampdo PBS), e em seguida este foi exposto ao imunossensor, por 20 min, em duplicata,
seguida das andlises por EIE. O resultado é apresentado na Figura 31. O sinal obtido para
cada farmaco foi comparado com o sinal obtido pela CIP, considerando sua resposta como
100 %. Os sinais obtidos foram entdo: CBZ -1,84 %; NOR -8,61 % e VLF -3,14 %. O
sinal negativo observado na resposta do imunossensor na presenca dos interferentes,
sugere um aumento da condutividade elétrica. Sabe-se que uma relacdo inversa €
estabelecida entre impedancia eletroquimica e a condutividade elétrica, ou seja, quando

sdo observadas diminuigfes nas medidas de impedancia, um aumento de condutividade
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elétrica é verificada.®® Além disso o imunossensor desenvolvido, mesmo exposto a um
farmaco de estrutura similar (NOR) n&o foi capaz de apresentar sinal significativo que
demonstrasse a interferéncia de outro farmaco no presente método. Assim, fica
evidenciado que o anticorpo anti-CIP, apresentou elevada seletividade, mesmo em uma

amostra tdo complexa como o esgoto lab-made.

& 100-

£ 80-

g ]

L 60+
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g ]
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= _
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v»a 204 CBZ NOR VLF CIP
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Figura 31- Resposta do imunossensor na presenca de possiveis interferentes como
CBZ, NOR e VLF

Fonte: Retirado de Lamarca et al. (2020).°

Como forma de verificar se os dados obtidos neste estudo encontravam-se em
concordancia com outros dados publicados previamente, realizou-se uma busca acerca
das tecnicas empregadas para analise de CIP em diferentes matrizes. Conforme observado
no Quadro 7, a técnica utilizada nesta tese, foi a que apresentou a maior sensibilidade e

menor limite de deteccdo, alem de ndo sofrer envenenamento apos testes consecutivos.



Quadro 7 - Principais técnicas utilizadas para anélise de CIP em diferentes tipos de amostras

Técnica de - LOD A
Sonda Transdutor ! N Sensibilidade Amostra Referéncia
detecgao [umol L]
— : ; . .
Anti-ciprofloxacina SPCE EIE 51,3Qcm 3,00 x 107 Amost_ra d,e_agua Metodo_
1gG gt mL residuaria desenvolvido
. Voltametri . .
Polimero de Nanotubos (c)ic?irzs :a , Sérum e urina
impressdo molecular | magnéticos de . 2,28x 10 1,70 x 10’3 humana e 37
voltametria de A molt L .
(MIP) carbono . . comprimidos
pulso diferencial
a - A
MIP .Cantl e\A/er. Sen.soAr optlco 2,60 Hz pg’t 0,800 mC,)StI’aS de 38
micromecanico dindmico agua
N icul Vol i A
anopartlc_;u as de SPCE 0 tarpetrla ] 100 x 10° _m(,)st_ras 39
ouro e quitosana ciclica bioldgicas
Nanotubo de :
carbono de paredes | Carbono vitreo VoI'EarT]etrla 0’25_71 5,00 x 102 Amc,)stras de 40
- ciclica A mol~ L agua
maultiplas
Sensor baseado em Grafeno/SPCE Voltametria de 0,136 0.100 Sérum e urina a1
DNA onda quadrada AmollL humana
Nanoparticulas de - } 0
Carbono vitreo VoI'EarT]etrla 1,02 x 10° 5,80 x 1073 Formula(;f)es 42
Bao5C0o5Fe,0 ciclica Amolt L farmacéuticas

Fonte: Retirado de Lamarca et al. (2020).°
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4.5 CONSIDERACOES FINAIS

Um método fécil, rapido, de baixo custo, usando volume diminuto de amostra (30,0
pL), e ambientalmente amigével foi desenvolvido e aplicado em amostras de aguas

residudrias para determinacéo de CIP.

O imunossensor impedimétrico label-free desenvolvido foi eficiente, para analise
de amostras complexas como de aguas residuérias, determinando a CIP em concentracdes
extremamente baixas e com recuperacdo de 97 %. N&o houve necessidade de etapa prévia
de preparo de amostras, requerendo somente filtracdo e diluicdo da amostra em tampao
PBS, para manter o pH da solugdo constante e evitar a desnaturacdo do anticorpo
imobilizado no SPCE.
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CAPITULO 5

DESENVOLVIMENTO DE IMUNOSSENSOR LABEL-FREE
BASEADO EM FIBRAS OPTICAS PARA DETERMINACAO DE
CIPROFLOXACINA EM AGUAS RESIDUARIAS
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5 CAPITULO 5

DESENVOLVIMENTO DE IMUNOSSENSOR LABEL-FREE BASEADO EM
FIBRAS OPTICAS PARA DETERMINACAO DE CIPROFLOXACINA EM
AGUAS RESIDUARIAS

5.1 INTRODUCAO

Com o aumento populacional, aumentaram-se também o volume de aguas
residudrias provenientes das atividades antrépicas. Sabe-se que o saneamento basico néo é
ofertado a uma grande parcela da populacdo mundial, fazendo com que as pessoas sejam
expostas a agentes etioldgicos diversos. Segundo dados de 2016 da Organizacdo Mundial
da Sadde, 1,9 milhdes de mortes poderiam ter sido evitadas, se toda a populacdo mundial

tivesse acesso a dgua potavel e saneamento basico.!

Muitas cidades ndo possuem ETES, e as que possuem, o tratamento é ineficiente ou
falho para a completa remocao de uma gama de compostos quimicos, como por exemplos,
0s antibidticos. Estes sdo usados para tratar diversos tipos de doencas, tanto em humanaos,
como animais, e apds o0 consumo, estes acabam sendo descartados no esgoto doméstico
que chega até as ETEs. E como o tratamento ofertado nas estacdes € ineficiente, eles
acabam contaminando as matrizes aquéaticas e o solo.> Um exemplo deste contaminante, é

a ciprofloxacina.®*

A CIP, € um antibi6tico largamente utilizado e comumente encontrado em esgotos
e efluentes tratados. Este antibidtico integra a terceira maior classe de antibidticos
administrado em todo o mundo.?® Desta forma, alternativas ambientalmente amigaveis e
com baixa geragdo de residuos quimicos devem ser desenvolvidas para anélise de tal
elemento, uma vez que hoje, as técnicas mais utilizadas para estas analises sao as técnicas
cromatograficas, em especial a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas

sequencial .68

Uma alternativa, seria o desenvolvimento de biossensores, que oferecem respostas
analiticas sensiveis, seletivas e utilizam baixos volumes de reagentes.® Ao utilizar
anticorpos no biossensor, hd um aumento na seletividade, dando origem aos chamados

imunossensores.1®
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Estes podem ser funcionalizados em uma infinidade de materiais, como por
exemplo, sobre os materiais vitreos, como a fibra Optica de silica. Estas apresentam
caracteristicas Unicas, como boa janela de transparéncia para radiacdo eletromagnética,

rapidez na velocidade de transmiss&o de sinal, além de baixo custo.!

Quando dobra-se as fibras em formato “U”, observa-se um aumento na
sensibilidade do sensor em até 10 vezes.!> A auséncia de materiais de marcagdo
fluorescente para identificagio das biomoléculas alvos fazem com que estes
imunossensores sejam chamados de label free, ja que estas sdo detectadas na sua forma

natural.r®

5.2 OBJETIVOS

Desenvolver um imunossensor label-free baseado em fibras &pticas para

determinacdo de ciprofloxacina em &guas residuarias.

5.3 PARTE EXPERIMENTAL

5.3.1 Instrumentacéo

Sobre uma mesa Optica foi montado um setup para as medidas das ondas
evanescentes utilizando o imunossensor (Figura 32). As absorbancias foram obtidas usando
um espectrémetro de fibra optica da Ocean Optics (USB 4000), equipado com o detector
CCD (3648-element linear silicon), faixa de trabalho de 200 a 1100 nm e software

SpectraSuit. O tempo de integragéo foi de 140 milisegundos e com 15 scans.

Um LED verde foi utilizado com fonte emissora de radiacéo, e este foi conectado a
uma fonte de energia de 4 V (E3634A, Agilent). Para focalizar a luz do LED a fibra,
utilizou-se uma lenta objetiva de 40 x da Thorlabs. A distancia entre a lenta focalizadora e
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a fibra optica (input) era de 1,5 cm e esta foi mantida constante durante todas as medidas,

ja a saida da fibra dptica (output) estava conectado ao espectrémetro de fibra optica.

= Espectrometro
[ ] fibra optica

{

Fibra éptica

Fonte de energia Notebook para aquisiciao de dados

Figura 32 - Representacéo do sistema utilizado para captura das ondas evanescentes

Fonte: Retirado de Lamarca et al. (2020).%

5.3.2 Reagentes e solucdes

A anilina (> 99,5 %), as pastilhas de tampé&o fosfato salino (PBS), &cido cloridrico
(37 %), CIP (> 98 %), acetona, persulfato de amonio (> 98 %) e glutaraldeido (25 %) foram
adquiridos da Sigma — Aldrich.

A caseina de alta pureza foi obtida da Amresco. O anticorpo monoclonal (1gG) foi
obtida da Creative Diagnostics. As dilui¢des de todas as solugdes foram feitas em tampéo
PBS, preparado pela solubilizacdo das pastilhas em agua ultrapura.

Uma solugéo estoque de CIP (1,00 mg mL™) foi preparada em metanol com adicéo
de 50,0 pL de &cido formico. As sucessivas diluicdes de CIP foram realizadas em tampao
PBS (pH 7,4). Os anticorpos 1gG foram também diluidos em tampéo PBS de forma a obter
a concentracdo final de 100 pug mL™*. Nesta concentracéo a solugdo contendo os anticorpos
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foram imobilizadas nas fibras dpticas. As demais solugbes foram preparadas em agua

ultrapura.

5.3.3 Preparo dos imunossensores

Um total de 40 fibras opticas foram funcionalizadas e preparadas para avaliar a
repetibilidade do método, além de verificar se ocorreria alguma perda de sinal analitico
apos o uso em amostras complexas. Uma fibra de silica de 200 pm de didmetro, sem nicleo
e revestida com polimero de baixo indice de refracdo foi confeccionada no Centre
d'Optique, photonique et laser da Université Laval, e foi usada no desenvolvimento dos
imunossensores. Um pedaco de 30 cm desta fibra foi cortada, polida nas extremidades e
dobrada em formato “U”, com didmetro de 12,70 mm (Figura 33). O polimero foi removido

do centro, com auxilio de acetona, numa area aproximada de 10,00 mm.

A opcao pela fibra dptica de silica usada neste trabalho, embasou-se na alta janela
de transparéncia desta fibra, além de baixas perdas dpticas e elevada pureza.
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Figura 33 - Imagem da fibra dobrada em “U” evidenciando o raio de curvatura

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Na area sem o polimero, oxidou-se anilina, em presenca de persulfato de aménio
(1:1; v/v), ambos preparados em HCI e concentragdo de 0,100 mol L™, sendo o volume
depositado sobre a area de 100 puL. Apds 5 min, observou-se a mudancga de coloragéo na
area, esta tornou-se verde escura conforme mostra a Figura 34, evidenciando a forma

protonada e mais condutora da polianilina, que é o sal de esmeraldina.

Ap0s a deposicao na superficie da fibra, esta foi lavada, seca sob fluxo de N2 e foi
adicionado sobre a area, glutaraldeido 2 % (v/v) por 1 h. Apds este tempo, lavou-se a fibra
e esta foi seca sob fluxo de N2, e em seguida adicionou-se sobre o local, 100 uL de anticorpo
anti-ciprofloxacina a 100 pg mL* preparado em tamp&o PBS (pH 7,4), permanecendo por
2 h. Apds este periodo, lavou-se a fibra com tampéao PBS, secou-se sob fluxo de N2, e
adicionou sobre o local 100 pL de caseina por 1 h. Apos este tempo, 0 imunossensor estava
pronto para as analises. Uma imagem do imunossensor finalizado encontra-se na Figura
35.



177

A PANI foi usada como um substrato para a imobilizacdo, e desta forma, era
desejado que o grupamento amina, presente nas extremidades da PANI, reagisse com o
aldeido (glutaraldeido) formando liga¢des imina. Além disso, as aminas presentes no IgG
devem interagir com o0s grupos aldeido presentes na extremidade livre das moléculas

formando uma ligacéo imina estavel.

(I1)
(111)

Figura 34 - Etapas de funcionalizacdo da fibra éptica. (1) Adicdo da solucdo de persulfato
de aménio e anilina (1:1, preparados em solucdo de HCI 0,100 mol L) sobre a 4rea com
polimero removido; (1) oxidacdo da anilina a polianilina apds 5 min; e (111) formacéo da
fase condutora sal de esmeraldina
Fonte: Adaptado e retirado de Lamarca et al. (2020).**
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Figura 35 - Foto do imunossensor ap6s todas as etapas de funcionalizacdo, com destaque

para a area funcionalizada

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Como controle, foi funcionalizada uma fibra 6ptica com PANI, glutaraldeido e
caseina, porém, sem adicdo de anticorpos anti-CIP, e uma solucéo contendo CIP a 10,0 ng
L foi permeada por essa fibra para verificar se haveria ligagdes. Antes de cada analise,
foram realizados estudos do tempo de estabilizagcdo do LED, deixando-o ligado de 0 a 70
min, e avaliando a partir de qual tempo ele encontrava-se estabilizado. Além disso, foi
realizado estudo do tempo de exposicdo do imunossensor a solucdo de CIP, durante o
tempo de 0 a 50 min.
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5.3.4 Caracterizacao do imunossensor

O imunossensor foi caracterizado usando imagens de microscopia eletrénica de
varredura (MEV) obtidas com um microscopio Quanta 3D FEG. Os espectros Raman
foram adquiridos com um espectrémetro Renishaw inVia acoplado a um microscopio Leica
DM2700. Utilizou-se a geometria de retroespalhamento, com faixa de frequéncia de 50 a
3500 cm™. A luz de excitacio era um laser polarizado horizontalmente operando 14 a 785
nm e a poténcia usada para as medicdes variaram de 3,4 a 6,8 mW. O feixe de laser foi
focado usando uma lente objetiva L50x (NA 0,50), gerando um ponto de laser de 1 pm
(diametro aproximado). A incerteza de deslocamento de Raman foi estimada em + 2 cm™.
Os espectros de Raman foram obtidos ap0s as principais etapas de funcionalizacdo, a fim

de observar as alteracdes quimicas do imunossensor.

5.3.5 Figuras de mérito do método desenvolvido

Inicialmente foram estudados os tempos de estabilizacdo do LED verde, onde este
foi ligado a fonte de energia e teve os espectros monitorado durante 70 min como forma de
avaliar em qual tempo a intensidade do sinal iria estabilizar. Além disso, acompanhou-se
por 50 min os espectros de absorbancia do imunossensor quando este foi colocado em
presenca de uma solucéo de CIP a 10 ng L. Este teste objetivou avaliar qual seria o melhor
tempo de incubacdo para proporcionar melhores valores de absorbancia da ligacéo
anticorpo-analito.

O método desenvolvido foi avaliado em termos de linearidade, seletividade,
precisdo intra-dia e inter-dia.’®> O LD e LQ foram determinados conforme as diretivas
adotadas nos Capitulos anteriores.

Para avaliacdo de tais pardmetros foi utilizado um esgoto sintético preparado em
laboratdrio (lab-made), cuja composicéo encontra-se descrita no Capitulo 4. Essa matriz

foi usada por mimetizar a composic¢éo da fracédo soltvel do esgoto domestico.
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A linearidade do metodo foi avaliada pela curva analitica preparada em esgoto lab-
made (previamente filtrado e diluido em tamp&o PBS) em 7 niveis de concentracao na faixa
de 1,00 x 102 a 1,00 x 10* ng L™, em triplicata (n = 3). A preciséo intra-dia (repetibilidade)
foi avaliada pelo DPR % das curvas analiticas, preparadas em triplicata no mesmo dia e

usando sempre um novo imunossensor.

A precisdo inter-dia foi avaliada pelo preparo em trés dias alternados, da curva
analitica, em triplicata e também expressos em termos de DPR %. Em todos os testes
(precisdo intra-dia e inter-dia), os procedimentos de regeneracdo do imunossensor nao
foram realizados. O cuidado de sempre utilizar um novo imunossensor para curva analitica,
testes de precisdo e analises de amostras foi adotado para evitar a satura¢do do anticorpo
anti-ciprofloxacino. O imunossensor apresentou uma vida Gtil de 10 analises em amostras

complexas sem perda de resposta analitica.

A recuperacdo do método, foi calculada por meio da Equacéo (13), sendo realizada
pelo método de adicdo de padrdo de CIP nas amostras de agua residuérias (filtradas e
diluidas em tamp&o PBS), em triplicata, de forma a obter a concentracdo final de 1,00 x
10* ng L%, sequida pela analise usando o método desenvolvido.

Foram avaliadas ainda, a seletividade do método desenvolvido, expondo o
imunossensor a outros analitos comumente encontrados em &guas residuarias, nas
concentragbes alta e baixa da curva analitica (1,00 x 10* e 1,00 x 102 ng L%,
respectivamente) em triplicata (n = 3), sendo selecionado novamente CBZ, VLF, FLX e
NOR.16_19

Como forma de avaliar a veracidade dos dados obtidos neste trabalho, realizaram-
se as comparaces dos dados obtidos por fibras dpticas com os dados obtidos por
Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (método adotado como referéncia e discutido

detalhadamente no Capitulo 4).

5.3.6 Aplicacdo do método desenvolvido nas analises de aguas residuarias

Na Université Laval foram coletadas 400 mL de duas diferentes amostras de aguas
residudrias da estacdo experimental de tratamento de esgoto da universidade durante o
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verdo e outono de 2019, e estas foram analisadas em triplicatas (n = 3). O armazenamento
das amostras foi realizado em frascos limpos e secos de polipropileno de 500 mL, e
estocadas por 24 h a 5 °C em refrigerador (Figura 36).

Antes das andlises, as amostras foram filtradas em filtro de papel quantitativo
(Unifil, didmetro 110 mm, espessura 0,20 mm), seguidas da diluicdo em 1:5 em tampé&o
PBS necessaria para manutencdo do pH 7,4 como forma de evitar a desnaturacdo do

anticorpo imobilizado sobre a fibra Optica.

Como forma de minimizar o efeito de matriz, optou-se por realizar as analises por
adicdo de padrdo, foram adicionados volumes fixos de 0, 250, 500, 750, ¢ 1000 pL da
solucdo de CIP a 1,00 x 10* ng L™, e o volume dos bal@es de 25,0 mL foi completado com

solucdo tampdo PBS. Este processo foi realizado em triplicata (n = 3).

Antes das analises, as amostras de &guas residuarias foram expostas ao
imunossensor por diferentes tempos que variaram de 0 a 50 min, como forma de monitorar
0 melhor tempo que promoveria uma maior absorbancia proveniente da ligagédo anticorpo-

analito.

Figura 36 - Foto das amostras coletadas na estacdo de tratamento experimental da

Université Laval

Fonte: Elaborada pela autora (2022).
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5.4 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.4.1 Avaliacéo dos parametros do imunossensor

Sabe-se que as aminas presentes nas extremidades da PANI reagem com 0s grupos
aldeidos terminais do glutaraldeido formando ligacGes iminas. Na etapa seguinte, quando
sdo adicionados os anticorpos anti-CIP, os aldeidos terminais do glutaraldeido irdo se ligar
aos grupos amina das moléculas de 1gG, e assim a imobilizacdo da molécula de anticorpo

sobre a fibra Optica ocorrera.**

Conforme observado na Figura 34 (l111), ap6s a oxidacdo da anilina sobre a fibra
Optica, a superficie desta tornou-se verde, evidenciando a formacdo da forma mais
condutiva da PANI, conhecida como sal de esmeraldina. Esta apresentou um pico maximo
de absorbancia de 508 nm. Ap0s a finalizacdo de todas as etapas de funcionalizagdo,
observou-se uma pequena mudanca no espectro de absorbancia, ocasionado pelas
moléculas de anticorpo anti-CIP, o pico maximo de absor¢édo sofreu uma ligeira mudanca
para 0 comprimento de onda de 530 nm (deslocamento batocrémico), sendo este

comprimento de onda utilizado para determinar CIP nas amostras de aguas residuarias.

Quando o imunossensor sem adi¢do de anticorpo anti-CIP, foi exposto a uma
solucdo de esgoto lab-made enriquecida com CIP a 10,0 ng L™, ndo foram verificadas
modificag¢Oes no espectro de absorbancia do sistema.

Na Figura 37 observa-se que em torno de 30 min a intensidade de radiacdo do LED
ja se encontrava estabilizada, sendo desta forma usada para as medidas. A escolha pelo
LED verde, fundamentou-se em monitorar um Unico comprimento de onda, e avaliar as

modificag¢Oes ocorridas neste comprimento de onda apds interacdo com a CIP.

Na Figura 38 observa-se que o tempo de 30 min foi o necessario para estabilizar a

ligag&o anticorpo-analito, sendo desta forma utilizado em todas as analises.
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Figura 37 - Intensidade de sinal necessaria para estabilizar o sinal do LED

Fonte: Retirado de Lamarca et al. (2020).%
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Figura 38 - Tempo de incubacgdo necessario para proporcionar a melhor absorbancia

Fonte: Retirado de Lamarca et al. (2020).*
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5.4.2 Caracteriza¢édo do imunossensor

Inicialmente, como forma de avaliar a funcionalizacdo dos reagentes sobre a

superficie da fibra dptica, realizou-se a MEV no imunossensor desenvolvido (Figura 39),

verificando a distribuicdo homogénea na porcao analisada.

mag B HV HFW WD | tilt 100 pm
498 x  5.00kV 300 pym | 4.0 mm |[-0

Figura 39 - Imagem obtida por MEV de uma porc¢do do imunossensor desenvolvido
(mag. 498 x)

Fonte: Retirado de Lamarca et al. (2020).2

Na Figura 40 parte (A) e possivel observar a superficie da fibra ndo-funcionalizada
e sem o polimero de recobrimento; Figura 40 parte (B) é mostrada a superficie da fibra
apos a oxidacdo da anilina a PANI em presenca de persulfato de aménio; Figura 40 parte
(C) a espessura do filme de PANI formado foi medida, sendo esta de aproximadamente
180 nm. Além disso, verificou-se que a PANI é similar a pequenas particulas de tamanho
aproximado de 50-100 nm. Figura 40 parte (D) é mostrada a superficie ap6s a adi¢do do
anticorpo 1gG; Figura 40 parte (E) ap6s a adi¢do da caseina, e por fim na Figura 40 parte
(F) o imunossensor ap6s o contato com esgoto lab-made enriquecido com CIP a 100 ug

mL1
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Figura 40 - MEV das etapas de funcionalizacdo da fibra: (A) Fibra Optica sem o
revestimento (mag. 9.945 x); (B) PANI depositada na fibra (mag. 49.750 x); (C)
Espessura do filme de PANI depositada sobre a fibra (mag. 49.750 x); (D) PANI +
glutaraldeido + IgG 100 pg mL? (mag. 49.750 x); (E) PANI + glutaraldeido + 1gG 100
pg L + caseina (mag. 49.750 X); (F) PANI + glutaraldeido + IgG 100 ug mL* +caseina

+ analito (mag. 49.750 x)

Fonte: Retirado de Lamarca et al. (2020).%*
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Para complementar a caracterizacdo do imunossensor desenvolvido, foram
realizadas analises por espectroscopia Raman, para avaliar os modos vibracionais presentes
apo6s cada etapa da fibra modificada. Na Figura 41, sdo mostrados os espectros das
principais etapas de funcionalizacdo, sendo estes, a linha preta referente a CIP solida a 98
%,; linha verde a fibra ndo-funcionalizada; linha vermelha PANI funcionalizada sobre a
fibra e por fim, a linha azul representando o imunossensor apos a imersdo em esgoto lab-
made fortificado contendo 10,0 ng L™ de CIP. Vale ressaltar, que o principal objetivo da

espectroscopia Raman foi detectar os modos vibracionais da CIP na fibra funcionalizada.

O espectro Raman de fibra dptica de silica ndo funcionalizada apresenta as
principais caracteristicas das bandas de silica vitrea a 431 cm™ referentes a ligagdo Si-O-
Si e deformacéo do tetraedro SiO4; 604 e 804 cm™ correspondem as vibracdes simétricas
de flex@o de oxigénio em ponte aos anéis de siloxano de 3 e 4 membros, respectivamente;
793 cm™ para 0 modo de estiramento simétrico de Si-O e estiramento assimétrico de Si-O-
Si a 1385 cm™.2921 O espectro Raman da fibra de silica funcionalizada com PANI apresenta
banda a 521 cm™ referentes a deformagdo no plano da amina; 576 cm™ referentes a
deformacdo do anel quinoide; 1187 e 1591 cm™ para a deformacéo por flexdo C-H e
vibracdo de alongamento C=C referente ao anel quinoide.?>?® O espectro Raman do
imunossensor apos a imersao em esgoto lab-made contendo CIP na concentragdo de 10,0
ng L1, demonstra os modos vibracionais da CIP, dando mais evidéncias da interagdo e acéo
seletiva entre o anticorpo (IgG) e o analito (CIP). Na regido de baixa frequéncia, abaixo de
700 cm™, dominada pelos modos vibracionais atribuidos as deformagdes Ar-H, C-H e =C-
H da CIP, nesse experimento foi possivel destacar a definicdo da regido e o aumento da
intensidade dessas bandas, respectivamente.?* Além disso, a ligacdo da CIP com o
imunossensor pode ser confirmada pela presenca de modos vibracionais, como a
deformacdo no plano do ciclopropano no anel naftaleno a 745 cm™; a 1221 cm™ para a
vibracdo do anel naftaleno e a vibracdo simetrica de estiramento do grupo -COO- a 1377
cm?, respectivamente.?*?®> Embora a banda centralizada em 1592 cm™ apresente a
sobreposicao de modos vibracionais do PANI, o fato € que a presenca de CIP tornou essa
banda mais intensa, pela presenca de vibragdes de alongamento simétricas e assimétricas
em 1592 e 1616 cm™ atribuido ao anel da quinolona e C=C do anel aromatico, como pode

ser visto no espectro Raman da CIP no estado solido a 98 %.2*
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— CIP sdlida
Fibra éptica de silica

—— PANI na fibra

Imun. mais CIP

*CIP

Intensidade normalizada (u. a.)

5(|)O | 10|00 | ‘ISIOO | 20|00 | 25l00
Numero de onda (cm™)

Figura 41 - Espectros Raman normalizados de ciprofloxacina (CIP) s6lida (> 98 %)
(linha preta); fibra Optica de silica ndo-funcionalizada (linha verde); fibra optica de silica
funcionalizada com polianilina (PANI) (linha vermelha) e imunossensor aplicado na
analise de solucéo contendo CIP a 10,0 ng L™ em esgoto lab-made (linha azul) utilizando

o laser 785 nm

Fonte: Retirado de Lamarca et al. (2020).%4

5.4.3 Figuras de mérito do método desenvolvido

A linearidade do método foi avaliada pela constru¢do de uma curva analitica na
faixa de concentragio de 1,00 x 102 a 1,00 x 10* ng L (em triplicata). A ANOVA a 95 %
de confianca foi aplicada para verificar se 0 modelo linear ndo apresentava falta de ajuste,
obtendo Fcal (0,710) < Ftab. 95 %) (2,86), 0 que demonstra ndo haver falta de ajuste no modelo

linear, considerando o logaritmo da concentracdo. O espectro de absorcéo da CIP na faixa



188

de 400 a 700 nm € mostrado na Figura 42, parte A), a curva obtida para este método foi y
=3,80 x 10°In [CIP] + 6,43 x 102, R? = 0,999, conforme mostrado na Figura 42, parte B).
A ampla faixa linear utilizada neste estudo, pode ser atribuida a maior concentracdo de
anti-CIP (100 ug mL™) usada durante a etapa de funcionalizagdo. Esse fato permitiu
maiores interacdes entre anticorpo e o analito, aliado a isto, o espesso filme de PANI
depositado, ofereceu alta capacidade de transmissdo da radiacdo, gerando os resultados
obtidos. Faixas lineares similares a obtida nesse estudo sdo relatadas em artigos
anteriormente publicados, como observado por Ha, Chung e Bae (2016)%, detectaram CIP
em amostras alimentares usando também anticorpo anti-CIP, e obteve faixa linear de 0,100
a 1,00 x 10° pug Kg*. Tsekenis et al., (2008)?’, desenvolveu um imunossensor para analise
de CIP em leite, com faixa linear de 0,100 a 1,00 x 10° ng mL™. De Faria et al., (2018)*
apresentou um imunossensor impedimeétrico para avaliacdo de adulterantes em carnes com
faixa linear de 1,00 x 10*2— 1,00 x 108 g mL™.

A recuperacao do método proposto foi de 91 %, demonstrando ser adequado para

ser utilizado até mesmo em amostras complexas, como as aguas residuarias.

O custo estimado de cada imunossensor desenvolvido foi de CAD $1,0 (dolar
canadense), equivalente a R$ 4,46 (cotacgdo realizada no dia 07/12/2021), com tempo de

vida médio de uso de 10 amostras de aguas residudrias.

A Tabela 9 resume as figuras de mérito do método proposto e também do método

adotado como referéncia.
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Z

——1,00x 102 ng
——1,00x 10 ng L
—— 1,00 ng ™!
—— 10,0 ng L™
—— 100 ng L
——1,00x 10° ng L"!
——1,00x 10* ng L"!

Absorbancia (D.O)

400 500 600 700
Comprimento de onda (nm)

&

ol ly = 3,80 x 107 In[CIP] + 6,43 x 102
0,104R2 = 0,999

0,09-'
0,08—.
0,074

0,06 |

Absorbancia (D.O)

0,05 A

0,04 1

0,01 0.1 1 10 100 1000 10.000
Concentracdo (ng L)
Figura 42 - (A) Espectros de absorgdo da CIP na faixa de 400 a 700 nm obtidos na faixa
linear de 1,00 x 102 a 1,00 x 10* ng L'!; (B) Curva analitica obtida para CIP na faixa 1,00
x 102 a 1,00 x 10* ng L™* preparada em esgoto lab-made

Fonte: Retirado de Lamarca et al. (2020).%
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Tabela 9 - Figuras de mérito obtidas para analises das amostras de aguas residuarias

usando imunossensor e 0 método adotado como referéncia (EIE)

Espectroscopia de Impedancia

Parametros Fibras Opticas Eletroguimica (EIE)
LD (ng L% 3,30x 10® 0,100
LQ (ng LY 1,00 x 102 10,0
Preciséo
inter-dia 11,9 10,1
(DPR %)
Preciséo
intra-dia 5,82 4,51
(DPR %)
Equacdo da A =3,80x10%In[CIP] + 6,43 x 10 AR =51,3 In [CIP] + 1,12x10°®
regressao R2 = 0,999 R2=0,991
y =5,25x 10*[CIP] + 5,77 x 10 y = 0,393 [CIP] + 46,0
Curva por (549 ng L™ - Amostra 1) (585 ng L - Amostra 1)
adicdo padrédo
(concentragdo
determinada) y=6,0x 10°[CIP] +3,2x 10 y = 0,157 [CIP] + 9,20
(267 ng Lt - Amostra 2) (292 ng Lt - Amostra 2)

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

O método desenvolvido foi ainda comparado com outros métodos descritos na
literatura cientifica, com relacdo aos parametros de LD, LQ, e uso de etapa de preparo de
amostras, conforme apresentado no Quadro 8. E possivel destacar que o presente método
descrito nesta tese, ndo apresentou etapas de preparo de amostras (bastando somente uma
filtracdo e diluicdo em tampdo PBS), evitando contaminagdo cruzada, erros advindos da

etapa de preparo da amostra, além de menor exposicao do analista a estes elementos.
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Quadro 8 - Comparacdo do método desenvolvido com outros métodos previamente publicados

Concentracéo de CIP LD
Descrigédo da matriz Método Preparo de amostra Referéncia
(ng L) (ng L)
Aguas residudrias- o « filtraca ]
, Fibra 6ptica 267, 549 3,30 x 1073 Nao (Somente filtragao e Método proposto
Canada diluicdo em tampéo PBS)
Aguas residuérias de Sim
) UHPLC-MS 1,14 x 10° NR 5
fazenda - Argentina (adicdo de solugéo de Y?*)
Aguas residudrias - '
Juas TesIel HPLC-UV 58,0 NR Sim 29
Paquistao (complexagdo com Na,.EDTA)
Aguas residudrias de Sim
o o HPLC-DAD-UV 3,00 x 10° - 5,25 x 10° 50,0 « - 30
indUstria farmacéutica (Extragao em fase sélida e
diluicdo em metanol)
Amostras aguas Sim
S SPE/LC-MS/MS 708 0,330 . X e 31
residuarias - Durban (centrifugacao, filtracdo e uso de
padrdo interno)
Agua de efluente da Sim
estacdo de tratamento- UHPLC-MS/MS 1,36 x 10° 8,00 . 32
(diluicdo em metanol/uso de
Shenyang acetonitrila e diclorometano)

Dados: NR- ndo reportado. Fonte: Retirado de Lamarca et al. (2020).%4
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5.4.4 Seletividadade do imunossensor

Foram realizados estudo de seletividade do imunossensor, expondo a solucédo
contendo individualmente CBZ, NOR, FLX e VLF, nas concentragdes de 1,00 x 107 e
1,00 x 10* ng L™* preparadas em esgoto lab-made (Figura 43). N&o foram evidenciadas
respostas com a mesma intensidade de sinal analitico igual ou superior a do analito,
mesmo para a NOR que € da mesma familia de antibiéticos (fluoroquinolonas), tendo
similaridade estrutural elevada, diferenciada apenas pela presenca de um grupo metil.

Assim, 0 método apresenta elevada seletividade para o analito nas condi¢fes avaliadas.

0,144 I 1,00 x 102 ng L’
0’12_ -1,00X104 ng I__1

Absorbancia (D. O.)

CIP NOR CBZ VLF  FLX
Compostos

Figura 43 - Resposta do imunossensor em esgoto lab-made para os farmacos CIP,
NOR, CBZ, VLF e FLX na concentragio de 1,00 x 102 e 1,00 x 10%ng L*

Fonte: Retirado de Lamarca et al. (2020).%
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5.5 CONSIDERACOES FINAIS

O imunossensor desenvolvido a partir de fibra optica de silica, tendo formato em
“U”, apresentou a elevada seletividade, LQ de 10,0 pg L, mesmo ao ser aplicado em
amostras complexas. O imunossensor apresenta uma grande inovacdo na utilizacdo de
fibra optica de silica, podendo serem realizadas outras modificacdes em sua superficie de
acordo com a aplicacdo planejada. Este sensor desenvolvido apresentou elevada
seletividade, além de ter exigido apenas 25,0 mL de amostra diluida em tampé&o para as

analises, além disso, ndo exigiu nenhuma etapa de preparo de amostras.

O método desenvolvido apresentou alta recuperacédo (91 %), reduzido tempo total
de analise (30 min), enquanto a captura do sinal ocorreu em apenas 20s. O imunossensor
mostrou ser uma ferramenta precisa para andlises CIP em amostras de elevada
complexidade, como as amostras de aguas residuarias, sendo um avango no uso de fibras

Opticas de silica aplicadas para analises ambientais.
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6 CAPITULO 6
CONCLUSAO GERAL E PERSPECTIVAS FUTURAS

Conforme descrito ao longo desta tese foram desenvolvidos métodos analiticos
buscando usar materiais de baixo custo, com baixa geracéao de residuos quimicos, obtendo
resultados rapidos e quando possivel com minimo preparo de amostras. Para atingir esses
quesitos foram usadas imagens digitais obtidas por smartphone seja na determinacao de
farmacos em amostras farmacéuticas ou mesmo formaldeido em produtos de cuidado

pessoal.

Além disso, foram desenvolvidos e aplicados em amostras de aguas residuarias
dois diferentes tipos de imunossensores labels-free, sendo um, usando eletrodo SPCE
modificado e deteccdo por Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica, e o outro

utilizando fibras épticas ambos para a determinacéo de ciprofloxacina.

Como etapas futuras, a imobilizacdo de outros materiais sobre as fibras dpticas,
com a finalidade de determinar outros farmacos em aguas residuarias, ja que ndo houve
tempo habil para isto, em funcdo da pandemia do novo SARS-CoV-2. Além disso, a
imobilizacdo de outros tipos de anticorpos, e até diferentes moléculas bioldgicas, que

proporcionem menores tempos de incubacéo.

Desenvolvimento de solventes verdes para uso na etapa de preparo de amostras,

visando a remocao de contaminantes emergentes em diferentes amostras.

E por fim, combinar a derivatizacdo e imagens digitais como técnica de preparo

de amostra para serem utilizadas na determinacédo de outros analitos.
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Abstract

n this study an impedimetric immunesensor was developed in order to determine ;ipmﬂu.uaﬂ-c P)in wastewater
samples, an emergent contaminant widely found in wastewater. Ta achieve this, an anti-ciproflaxacin antibody was
mmobilized on the surface of a printed carbon electrode. Then, the developed immunosensor was applied in

wastewater samples from Université Laval residences (Québec, Canada) through the load transfer resistance (R}

using [Fe(CN) ]*"- as a redox probe, and the average CIP concentration was found to be 2.90 = 10~ pgmL%. The

observed £, changes presented a linear relationship from CIP concentrations of 10 ta 1.0 ug mL-L, with d

ection
and quantification limits of 2.50 = 106 and 7.80 = 10 ug mL, respectively. The immunosensor presented high
selectivity and repeatability, as well as a good recovery rate in wastewater samples (379%). Significant interference
with other compeunds was not observed. The proposed method requires only 30 L of sample without the use of
organic solvents or preceding sample preparation and /or extraction techniques. Moreaver, the method is fast: only 20
min of incubation followed by 2 min of analysis time was sufficient to obtain the CIP concentration. The method's

estimated cost is US 2.00 per sample.
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