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Resumo

A Norfloxacina (NFX) é um antibi6tico antibacteriano indicado para combater
bactérias Gram-negativas e amplamente utilizado para o tratamento de infe¢des no trato
respiratorio e urinario. Com a necessidade de realizar estudos clinicos e farmacoldgicos

desenvolveram-se métodos de andlise rapida e sensitiva para a determinacdo da Norfloxacina.

Neste trabalho foi desenvolvido um novo sensor eletroquimico sensivel e seletivo para
a detecdo da NFX. O sensor foi construido a partir de modificacbes efetuadas num elétrodo de
carbono vitreo. Inicialmente o elétrodo foi modificado com a deposicdo de uma suspensdo de
nanotubos de carbono de paredes maltiplas (MWCNT) de modo a aumentar a sensibilidade de
resposta analitica. De seguida um filme polimerico molecularmente impresso (MIP) foi
preparado por eletrodeposicdo, a partir de uma solucdo contendo pirrol (monémero funcional) e
NFX (template). Um elétrodo de controlo ndo impresso foi também preparado (NIP). Estudou-
se e caraterizou-se a resposta eletroquimica do sensor para a oxidagdo da NFX por voltametria
de onda quadrada. Foram optimizados diversos parametros experimentais, tais como, condi¢des

6timas de polimerizacéo, condi¢des de incubagéo e condicdes de extracao.

O sensor apresenta um comportamento linear entre a intensidade da corrente do pico e
0 logaritmo da concentragdo de NFX na gama entre 0,1 e 8uM. Os resultados obtidos
apresentam boa precisdo, com repetibilidade inferior a 6% e reprodutibilidade inferior a 9%.

Foi calculado a partir da curva de calibragcdo um limite de detecdo de 0,2 uM.

O método desenvolvido é seletivo, rapido e de facil manuseamento. O sensor
molecularmente impresso foi aplicado com sucesso na detecdo da NFX em amostras de urina

real e gua.

Palavras-Chave: Norfloxacina, Sensor, Eletroquimica, Polimero Molecularmente Impresso,

Nanotubos de Carbono.
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Abstract

Norfloxacin (NFX) is an antibacterian antibiotic indicated to resist gram- negative

bacteria’s and it’s used to treat urinary infections and respiratory infections.

In this study a new sensitive and selective electrochemical sensor to detect NFX was
developed. The sensor was fabricated from modifications on glassy carbon electrode. Firstly,
the electrode was modificated by deposition of a suspension of multi-walled carbon nanotubes
(MWCNT) to raise the sensibility of an analytical response. Subsequently a molecular
imprinted film (MIP) was prepared by electrodeposition, from a solution containing pyrrole
(functional monomer) and NFX (template). A control non imprinted electrode (NIP) without
the template NFX was also prepared. The electrochemical response of sensor to the oxidation
of NFX by square wave voltammetry (SWV) was characterized. Several experimental
parameters, such as, polymerization, incubation and extraction conditions were studied and

optimized.

The sensor presented a linear behavior, between peak current intensity and logarithm
concentration of NFX in range between 0.1 and 8 um. The obtained results present a good
precision, with repeatability less than 6 % and reproducibility less than 9 %. A detection limit

of 0, 2 um was calculated from the calibration curve.

The developed method is selective, fast and easy to operate. It was successfully

applied in the detection of NFX in urine and water samples.

Keywords: Norfloxacin, Sensor, electrochemical, molecular imprinted film, carbon nanotubes.
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1 Introducéao Teodrica

1.1 Medicamentos de uso humano

Um medicamento pode ser caraterizado como uma substancia ou composicdo de
substancias manipuladas com a finalidade de prevenir, diagnosticar e tratar uma doenca. E
importante salientar que todos os medicamentos para 0 uso humano devem possuir elevados
padrdes de qualidade, seguranca e eficacia. Assim sendo, 0 medicamento percorre um ciclo de

procedimentos até chegar a fase de comercializa¢do, tal como demonstrado na figura 1.1 [1].

Ciclo de um
medicamento
Avaliagdo Técnica- Aval,lag.:ao
Cientifica Econ omica e
Comparticipag¢do
Investigacdo Fabrico Utilizacao
e Autorizagao
Desenvolvim Distribuic
ento o por Dispensa
) grosso
Ensaios
Clinicos
Prescrigao

Figura 1.1 — Percurso de um medicamento até a sua utilizago.
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Inicialmente é efectuada uma avalia¢do técnico-cientifica, tem inicio na investigacédo e
desenvolvimento, seguindo-se a realizacdo de ensaios clinicos e finalmente a obtencdo da
autorizacdo para a sua introducdo no mercado. Os avangos cientificos em tecnologias
especializadas e o progresso no conhecimento dos sistemas bioldgicos sdo factores essenciais
para o desenvolvimento de novos farmacos e levam a uma maior probabilidade de administrar
0 tratamento terapéutico mais adequado para determinadas doencas. Apos a investigacdo é
importante testar as solucbes terapéuticas e laboratoriais, assim sendo sdo efetuados ensaios
clinicos para verificar a eficacia e a seguranca do medicamento em estudo. Estes testes sdo
necessarios para determinar a relacdo beneficio/risco do farmaco e essencial para juntamente

com outros fatores adquirir a autorizagdo necessaria para a sua introducéo no mercado (AIM).

Para se obter a autorizacao do respetivo farmaco, posterior comercializacao, prescricao
e dispensa, os farmacos passam por uma avaliacdo rigorosa cumprindo os elevados padrdes de

qualidade, seguranca e eficacia.

Posteriormente é efetuada a avaliagdo econémica e a comparticipacéo tendo em conta o
valor terapéutico do medicamento e a vantagem economica. Esta avaliagdo inclui etapas como
o fabrico, a distribuicdo, a prescricdo, a dispensa e finalmente a utilizacdo. Relativamente a
distribuicdo, as atividades de abastecimento, armazenamento ou fornecimento de farmacos
destinados a transformacéo, revenda ou utilizacdo em servicos médicos, unidades de saude e

farmacias dependem sempre da autorizacéo do fornecedor.

A garantia da qualidade e seguranca deve ser igualmente verificada durante esta fase

para que ndo haja qualquer meio de contaminag&o.

Normalmente os medicamentos sdo prescritos pelo médico, sendo posteriormente
classificados quanto a sua dispensa, onde podem ser distinguidos entre medicamentos sujeitos a
receita médica, medicamentos sujeitos a receita médica especial (estupefacientes e
psicotropicos), medicamentos de receita médica restrita (uso hospitalar e em certos casos

ambulatdrios) e medicamentos nédo sujeitos a receita médica.

A fase final do ciclo de vida de um medicamento é considerada quando este chega ao
paciente. O paciente deve sempre apds a aquisicdo do medicamento ler o folheto indicativo

para gue seja utilizado corretamente [1].



1.1.1 Farmacocinética

A farmacocinética corresponde ao estudo do percurso do medicamento ao longo do
organismo. Este processo é constituido pelos mecanismos de absorcdo, distribuicdo,
metabolizacdo e excrecdo, sendo determinada a concentracdo e o0 tempo despendido das

moléculas do farmaco no seu local de acéo (Figura 1.2) [2]

Inicialmente ocorre a absorcdo, processo este que consiste na transferéncia de um
farmaco do seu local de administracdo para o compartimento central. No caso de farmacos
solidos a absorcdo depende inicialmente da dissolugdo do comprimido ou cépsula que
posteriormente ira libertar o farmaco. E importante referir que um farmaco administrado por
via oral necessita de ser absorvido primeiro pelo trato GI. No entanto a absorcao final pode ser
limitada pelas caracteristicas do farmaco em questdo, ou seja pelas suas propriedades fisico-
guimicas, pelo metabolismo intestinal e pela transferéncia do farmaco que regressa ao limen
intestinal por acdo dos transportadores. Uma vez que o epitélio do estbmago é recoberto por
uma espessa camada de muco, a area disponivel para o processo de absorcdo é bastante
pequena, sendo verificada uma maior taxa de absor¢do do fa&rmaco no intestino do que no

estdmago.

Posteriormente o farmaco absorvido percorre o figado podendo ocorrer metabolismo e
excrecdo biliar mesmo antes de chegar a circulacdo sistémica. Caso a capacidade metabdlica ou
excretora do figado e do intestino seja grande para o farmaco a percentagem de farmaco reduz
significativamente. Fatores como a estrutura anatdémica, fatores fisioldgicos e patoldgicos
influenciam a concentracdo do farmaco no local de acdo, e por esse motivo deve-se ter em

conta a escolha da via de administracéo.

No entanto, nos individuos saudaveis, a taxa de esvaziamento gastrico é influenciada
por fatores como o teor calérico dos alimentos, volume, osmolalidade, temperatura e pH do
liquido ingerido, estado do metabolismo e temperatura ambiente tendo elevadas consequéncias

na absorgdo do farmaco ingerido.
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Metabolismo Reservatérios
teciduais
Excregéo Local de agdo
terapéutica

Farmaco

livre 3

. Local de agdo
Absorgdo inesperada
Compartimen

to central

Figura 1.2 — Percurso de um medicamento até a sua utilizag&o.

Apos a absorgdo ou administracdo sistémica na corrente sanguinea, o farmaco distribui-
se para os liquidos intersticiais e intracelulares. Este processo depende de alguns fatores
fisiologicos e de propriedades fisico-quimicas especificos para cada farmaco. A taxa de
libertacdo e a quantidade potencial do farmaco distribuido aos tecidos é determinada pelo
débito cardiaco, fluxo sanguineo local, volume tecidual e permeabilidade capilar. Sendo que o
figado, os rins, o cérebro e outros érgédos bem irrigados recebem a maior parte do farmaco. A
segunda fase de distribuicdo envolve uma maior massa corporal, como 0s musculos e a pele,

sendo responsaveis pela maior parte do farmaco distribuido ao espaco extravascular.

E importante referir também que o processo metabdlico de um farmaco compreende
um conjunto de reaces enzimaticas que tem como funcdo biotransformar farmacos e outros
compostos estranhos em metabolitos, para posteriormente serem excretados pela urina. Assim
sendo o0 metabolismo contribui para a eliminag&o dos farmacos evitando que estes permanegam

por um tempo indefinido no organismo.

As reaccOes metabolicas podem ser divididas em dois tipos, o primeiro tipo tem em
conta a oxidacdo, reducdo e hidrélise e o segundo tipo a conjugacdo. Relativamente aos
metabolitos, estes podem ser ativos podendo assim agir por mecanismos de acdo similares,
diferentes ou até mesmo de acdo antagonista. Estes sdo importantes para prever o resultado

terapéutico e para explicar a toxicidade de um determinado farmaco [2, 3].



Finalmente a Gltima etapa consiste na excrecdo dos farmacos, onde estes sdo
eliminados sem qualquer alteracdo ou sdo convertidos em metabolitos. O 6rgdo mais
importante para a execucao desta etapa é o rim que tem como fun¢do a excre¢do dos farmacos e
metabolitos na urina seguindo trés etapas distintas: a filtragdo glomerular, a secrecdo tubular
ativa e a reabsorcao tubular passiva. No que diz respeito as substancias excretadas nas fezes,
normalmente sdo farmacos ingeridos via oral que ndo foram absolvidos ou metabolitos

secretados diretamente no trato intestinal que n&o foram reabsorvidos [3, 4].

Quando se desenvolvem métodos de detecdo de farmacos, seja para controlo clinico
seja para controlo de contaminagdo ambiental € importante conhecer a sua farmacocinética,

nomeadamente como sera excretado e sob que forma (metabolizado ou ndo metabolizado).

1.1.2 Antibioticos

Os antibioticos sdo definidos como substancias quimicas produzidas a partir de varias
espécies de microrganismos, vegetais e animais, possui como objetivo impedir o crescimento

de outros microrganismos como fungos ou bactérias [5, 6].

As bactérias caraterizadas por organismos unicelulares, foram descobertas por Van
Leeuwenhok por volta do ano 1670. Posteriormente no século XIX considerou-se a
possibilidade destes microrganismos serem 0s causadores de processos infeciosos, sendo esta
hipbtese aceite apds Louis Pasteur demonstrar que algumas linhagens de bactérias eram
importantes para os processos de fermentacdo e que eram amplamente distribuidas pelo meio

ambiente [7].

Ap0s a segunda metade do século XIX, Robert koch identificou alguns microrganismos
responsaveis pela doenca da tuberculose, colera e a febre tifoide, nesta época foram realizadas

pesquisas a procura de agentes quimicos que apresentassem atividade antibiotica [7].

Nessa altura o pai da quimioterapia Paul Ehrlich usou as substancias quimicas para
tratar infeces. Este foi responsavel pelos conceitos primarios na interferéncia da substancia

guimica com a proliferagdo de microrganismos, em consideracGes toleraveis pelo hospedeiro.

Por volta de 1909, este mesmo cientista desenvolveu o primeiro antibiético de origem

sintética usado para o tratamento da sifilis [7, 8].
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No ano 1940 a 1960 vérios antibidticos foram descobertos através de triagens de
produtos naturais microbianos, sendo a maioria eficazes para o tratamento de bactérias Gram

positivos.

No ano 1960 a 1980 introduziram-se no mercado antibioticos semi-sintéticos, eficazes
para o tratamento de bactérias Gram positivos e Gram negativos, sendo que a maioria destes

antibidticos sdo obtidos a partir de prot6tipos naturais microbianos [7, 8].

Um subproduto formado durante a sintese da cloroquina em 1962 foi sintetizado pela
primeira vez, o &cido nalidixico. Este demonstrou possuir atividade antibacteriana contra um
basto nimero de microrganismos responséveis por variadissimas infeces no homem e nos
animais. O &cido nalidixico tem como mecanismo de ac&o a inibi¢do da sintese da enzima
ADNgirase. Esta apresenta uma atividade antibacteriana maxima em infe¢des causadas pela

escherischiacoli, aerobacter, proteus mirabilis, entre outros [7, 8].

Esta descoberta permitiu a sintese de novos derivados que posteriormente vieram a ser

aplicados no combate a infe¢des causadas por agentes antibacterianos.

Por volta dos anos 70 foram sintetizadas novas 4-quinolonas de primeira geracao e dez
anos depois aparecem no mercado as quinolonas de segunda geracdo, estas contém um atomo
de fltor na posicdo C-6, como é o caso da Norfloxacina, desenvolvida em 1977 pela empresa
farmacéutica japonesa Kyorin, sendo indicada inicialmente para combater bactérias Gram-

negativos e utilizada para o tratamento de infe¢Bes no trato urindrio.

As infecBes bacterianas tém sido dominadas por produtos naturais e as suas variantes
semi-sintécticas, embora tenha sido alargado o uso de anti-bacterianos de origem puramente

sintética.

O principal problema do uso de antibiéticos em larga escala é o desenvolvimento da
resisténcia bacteriana. Muitas vezes isto acontece por um uso excessivo e inadequado deste tipo
de farmacos. O mecanismo celular desta resisténcia deve-se a uma modificacdo genética
estavel que é transmissivel em geracOes. Apesar da mutacdo ser frequente, existem outros
mecanismos de transferéncia do material genético que causam a resisténcia ao antibiético, tais
como a transdugdo, transformagdo, conjugacdo, elementos extracromossomais e DNA

recombinante [5] [9].



1.1.3 Norfloxacina

A Norfloxacina (NFX), é um antibidtico sintético pertencente ao grupo das
fluorquinolonas de 22 geragdo, com a formula quimica acido 1-etil-6-fluoro-1,4-diidro-4-oxo-7-

(1-piperazinil)-3-quinolonecarboxilico.

As quinolonas e fluoroquinolonas pertencem a um grupo de farmacos antibacterianos
de largo espectro de atuacdo. Ativos contra bactérias Gram negativos e positivos, porém certos
microrganismos podem adquirir uma rapida resisténcia a estes antibioticos. E considerado o
grupo de antibioticos mais toxico, verificando-se assim um grande numero de pacientes a sentir
danos colaterais. Muitos dos farmacos pertencentes a este grupo foram ja retirados do mercado,

devido aos severos danos colaterais provocados [7, 10-12].

As fluoroquinolonas agem inibindo a topoisomerase 1V de bactérias Gram positivos e
apresentam selectividade 1000 vezes superior para enzimas bacterianas em relagdo as enzimas
correspondentes  as células humanas. Nas bactérias Gram negativos, o alvo das
fluoroquinolonas é a topoisomerase 11, também conhecida como DNA-girase, que apresenta as
mesmas fungdes da topoisomerase IV [7, 10-12].

As DNA-topoisomerases mudam o nimero de ligagdes no DNA superenrolado através
de quebras transitorias no DNA, apresentando-se topologicamente relaxado devido a quebra
temporéaria numa fita (tipo 1) ou em ambas as fitas a0 mesmo tempo (tipo II). Assim as
topoisomerases sdo essenciais para a viabilidade celular nas células procarioticas e eucaridticas.

As quinolonas apresentam uma boa seletividade para as células bacterianas [7, 10-12].

A NFX é amplamente utilizada para o tratamento de infe¢cGes oculares, infecdes na
pele, bem como para pacientes com infe¢fes intra-abdominais em combinagdo com agentes
antianaerébicos [13-15]. O atomo de flUor na posicdo 6, como se pode verificar na figura 1.3,
proporciona um incremento potencial contra organismos Gram-negativos e o radical piperazina

na posicao 7 é responsavel pela atividade antipseudomonal da NFX.

Portanto, o uso generalizado da NFX e a necessidade do estudo clinico e
farmacol6gico requerem métodos analiticos de andlise rapida e seletiva para a sua
determinagdo. Assim, varios métodos tém sido propostos para a determinacdo da NFX em
preparacOes farmacéuticas ou em amostras bioldgicas, nomeadamente, espetrofotométricos
[16], fluorimétricos [17], eletroquimicos [18] e por HPLC [19-21]. Os métodos baseados em
HPLC sdo bastante utilizados devido a elevada sensibilidade e capacidade para minimizar

interferentes. No entanto sdo métodos lentos, requerem 0 uso de grandes quantidades de
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solventes e possuem um custo elevado, devido ao preco dos equipamentos e da manutencéo. Os
métodos espetrofotométricos apresentam vérias desvantagens, como a necessidade de passos de
extracdo e 0 uso de reagentes especificos. Os metodos eletroquimicos apresentam varias
vantagens, tais como boa sensibilidade, baixo custo, facil manuseamento e sdo amigos do
ambiente (volumes pequenos de solventes), além disso sdo facilmente miniaturizados. Dos
métodos eletroquimicos existentes para a deteccdo de NFX, nenhum apresenta elevada
seletividade. Dai a necessidade de se incorporar elementos seletivos para a detecdo

eletroquimica de NFX.

0
F COOH
’/\ n T
NH \/I CzHs

Figura 1.3 — Molécula de Norfloxacina

1.2 Sensores

Um sensor é considerado um dispositivo que fornece informacdo quimica ou fisica de
um sistema, convertendo a informacao adquirida num sinal elétrico. Possui trés componentes, a
parte recetora sensivel as carateristicas do sistema, o transdutor que converte a informacao

obtida num sinal elétrico e o amplificador do sinal [22, 23].

Tendo em conta a caraterizacdo dos sensores em geral, estes podem ser classificados
em dois tipos, quimicos ou fisicos. Os sensores fisicos sdo utilizados para a medicdo de
propriedades de natureza puramente fisica, como a temperatura, o indice de refragdo entre
outros. Ja os sensores quimicos sao utilizados para o reconhecimento de constituintes quimicos,
como a determinagdo da concentracdo de uma substancia. Um sensor quimico é constituido
normalmente por 3 partes: elemento sensor, transdutor e sistema eletronico. O elemento sensor
tem como fungdo o reconhecimento das moléculas a analisar, sendo por isso o aspeto
fundamental para a obtencdo da seletividade. Apds o reconhecimento € necessario transforma-
lo num sinal elétrico mensuravel, sendo este processo efetuado pelo elemento de transducéo.

Finalmente o sinal elétrico é recebido e tratado no sistema eletrénico.



Transdutor
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Figura 1.4 — Esquema da constru¢éo de um sensor.

Os sensores quimicos podem ser classificados de varias formas, como por exemplo
pelo tamanho, tipo de aplicacdo ou mecanismo de transducdo da resposta. Existem varias
possibilidades para elaborar o elemento sensor. Um caso frequente é a utilizacdo de um sistema
bioldgico (enzima, anticorpo) com forma a garantir a seletividade, denominando-se neste caso
por biossensor. Outro processo bastante utilizado consiste na utilizagdo de polimeros

molecularmente impressos, utilizados como elementos de reconhecimento (ver figura 1.4).

Uma forma muito comum de classificar os sensores quimicos € a partir do sistema de

transducdo, estes podem ser divididos da seguinte forma:

e Eletroquimico (voltamétrico, potenciométrico, capacitivo, amperimétrico)

e Elétrico (semicondutores, semicondutores organicos, condutividade,
dielétricos)

o Otico (transmissao/absorcao, reflexdo, espalhamento, indice de refracio)

e Sensiveis a variacdo de massa (piezoelétrico, superficie de onda acustica)

e Magnético (medidas paramagnetismo)

e Efeito térmico (medidas de mudanca de temperatura).
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Visto que neste trabalho foi desenvolvido um sensor eletroquimico algumas

carateristicas deste tipo de sensor serdo analisadas.

1.2.1 Sensores eletroquimicos

Um sensor eletroquimico permite a recolha de dados e a obtencéo da informagdo com a

minima manipulagdo do sistema.

Os resultados obtidos podem ser analisados e correlacionados com outros pardmetros
no ambiente em que estdo inseridos. Estes sensores possuem carateristicas muito proprias o que
os distinguem de outros métodos instrumentais, sendo cada vez mais precisos, sensiveis e
seletivos, permitindo assim a obtencéo da informag&o in situ e em tempo real [24, 25]. Além
disso, este tipo de sensor apresenta normalmente um baixo custo, facilidade de automacéo,

portabilidade e a possibilidade de miniaturizacao.

O desenvolvimento de um sensor eletroquimico deve ter em contas determinadas

carateristicas, tal como se pode verificar no esquema da figura 1.5 [24, 25].

Seletividade e
especificidade
dos
interferentes

aria¢do da
concentracdo,
precisdo na
calibragdo e
reprodutibilida
de

Tamanho da
amostra do
analito e
tamanho do
sensor

Sensor
eletroquimico

Sensor. Tempo de
descartavel, resposta;
renovdvel , Medicdo
reutilizavel periddica

Figura 1.5 — Carateristicas de um sensor eletroquimico.
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Neste tipo de sensor, trés tipos de técnicas eletroanaliticas sdo usadas :

e Condutimetria, onde a concentracdo de carga € obtida através da medicdo da
resisténcia da solucdo.

e Potenciometria, onde a diferenca de potencial numa célula eletroquimica é
medida na auséncia de corrente.

e Voltametria, onde a corrente é registada como a funcéo do potencial aplicado.
Geralmente podem atingir limites de dete¢do mais baixos. Varias espécies que
reagem aos diferentes potenciais aplicados podem ser determinadas quase em

simultaneo no mesmo ensaio [24, 25].

1.3 Polimeros Molecularmente impressos (MIPS)

Os polimeros molecularmente impressos (MIPs) sdo constituidos por materiais
sintéticos com zonas de reconhecimento geradas artificialmente. Sdo capazes de efetuar uma
ligacdo especifica com uma molécula-alvo [26-28]. Estes materiais sintéticos sdo obtidos pela
polimerizacdo de mondémeros funcionais em torno de uma molécula molde, conduzindo a uma

alta rede de polimero cruzado tridimensionalmente.

Mondmeros

Wl .

Ligagdo Polimerizagdo Template
_— —_— —_—
Remogdo

Template E—
\

Figura 1.6 — Edificacéo de um MIP.

Os monomeros sdo escolhidos tendo em conta a sua capacidade de interagir com 0s
grupos funcionais da molécula molde. Apos efetuar a polimerizagdo, a molécula molde é
extraida como se pode verificar na figura 1.6, formando-se zonas de ligacdo (cavidades) que
sdo complementares a forma, ao tamanho e aos grupos funcionais do analito. Os polimeros
impressos resultantes sdo estaveis, robustos e resistentes a uma ampla gama de pH, temperatura

e solventes. Por conseguinte, o MIP é a forma de simular sinteticamente processos de
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seletividade estabelecidos por recetores naturais, como enzimas ou anticorpo-antigénio, embora
sem as limitagdes de estabilidade associados. Assim sendo deve-se salientar que a sintese do
MIP ¢ relativamente barata e de facil utilizacdo, tornando-se uma alternativa evidente para o

uso de recetores naturais [26-28].

Existem trés abordagens diferentes para a preparagdo de um MIP, sendo elas as

abordagens covalentes, ndo covalentes e semi-covalente.

A abordagem covalente, envolve a formagdo de ligagdes covalentes reversiveis entre a
molécula e os mondmeros durante a polimerizagdo. De seguida o molde é removido do
polimero por clivagem das ligacbes covalentes correspondentes. A elevada estabilidade da
interacdo entre 0 molde-mondmero conduz a uma populagéo bastante homogénea nas zonas de
ligacdo, minimizando a existéncia de zonas ndo especificas. No entanto, ha um nimero mais
limitado de ligacGes covalentes que podem ser estabelecidas. Além disso, devido & estabilidade

das ligagdes o processo de remocéo é muitas vezes dificil, sendo a cinética das interagdes lenta.

Uma solucéo intermédia é a abordagem semi-covalente. Neste caso, 0 molde é também
ligado covalentemente a um mondmero funcional, embora a re-ligacdo do molde se baseie

somente em interagdes ndo-covalentes [26-28].

Por fim a abordagem néo covalente, introduzida por Arshady e Mosbach, baseia-se na
formagdo de interacBes ndo covalentes relativamente fracas (ou seja, ligagdo de hidrogénio,
interacdes ionicas) entre a molécula molde e os mondmeros. Estas ligacbes permitem a
formagdo de complexos misturados na pré-polimerizagdo. H& por isso a necessidade de se
deixar estabilizar a solugdo. Esta abordagem é a mais utilizada para a preparacdo de um MIP.
No entanto, possui algumas desvantagens devido ao facto de as interagbes entre 0 molde-

mondmeros terem de ser reguladas por um processo de equilibrio [26-28].

Com a finalidade de deslocar o equilibrio no sentido da formagéo do complexo molde-
mondémero o0 uso de uma elevada quantidade de mondmero é essencial. O excesso de
monomeros livres sdo incorporados aleatoriamente na matriz polimérica, levando a formacéo
de zonas de ligacdo ndo seletivas. Isto €, existe uma maior heterogeneidade nas ligagdes do

polimero formado, perdendo-se alguma seletividade.

Na solucdo de pre-polimerizacdo, a boa interacdo entre 0 molde e os monémeros é a
condicdo essencial para a obtencdo das redes de MIPs com zonas de reconhecimento de
potenciais. Existem duas estratégias principais empregues para a tecnologia MIP dependendo

da natureza da interacdo da pre-polimerizacdo entre o molde e o monémero. A primeira

12



estrategia consiste na abordagem de auto-montagem similar aos sistemas de reconhecimento
bioldgico, onde sdo usadas forgas ndo-covalentes, tal como as ligagdes de hidrogénio, forcas de
Van der Waals, ifes ou interacBes hidrofobicas. No que diz respeito a abordagem de pré-

organizagdo sdo usadas ligagdes covalentes reversiveis [29].

1.4 Técnicas voltameétricas

A voltametria consiste huma técnica eletroquimica onde as informacgdes qualitativas e
guantitativas de uma espécie quimica sdo obtidas a partir do registo da curva corrente-
potencial, efetuadas durante a eletrélise de uma espécie, numa célula eletroquimica constituida

pelo menos por dois elétrodos [30-32].
Seguem-se as Varias técnicas voltamétricas:

e Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica ou voltametria de varredura linear de potenciais (VVLP) é
considerada uma técnica eletroanalitica que se tem tornado importante e amplamente utilizada
nas diversas areas da quimica, figura 1.7. E raramente utilizada para determinacdes
guantitativas, mas é amplamente usada para realizar estudos de processos redox, para
compreender reacOes intermediarias e para obter a estabilidade dos produtos da reacdo. Estas
carateristicas juntamente com a facilidade de se efetuar medicoes, fazem da voltametria ciclica
uma técnica muito Util para as diferentes areas como a eletroquimica, quimica inorganica,

bioquimica entre outras.

Esta técnica baseia-se na variacdo do potencial aplicado a um elétrodo de trabalho,
tanto para a direcdo direta como para a direcdo inversa, enquanto se monitoriza a corrente.
Quando é realizado um scan inicial, este pode ser feito no sentido negativo para o potencial de
comutacdo. Neste ponto o scan sera revertido e executado no sentido positivo, dependendo da
andlise e do tipo de ciclo, caso seja um ciclo completo, um ciclo parcial ou uma serie de ciclos
[30-32].

Os parametros mais importantes num voltamograma ciclico sdo o potencial de pico
(Epc, Epa) e a intensidade de corrente (ipc, ipa) correspondentes ao pico catddico e anddico,

respectivamente.
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Figura 1.7 —Esquema de uma voltametria ciclica.

Caso o processo de transferéncia de eletrdes seja rapida ao comparar com outros
processos como a difusdo, a reacdo é considerada como eletroquimicamente reversivel e a

separacao do pico € definida pela seguinte equagdo:

(1)
AEp = [Epa — Epc| = 2.303 RT /nF

o Meétodos de pulso
Com a finalidade de aumentar a velocidade e sensibilidade, foram testadas ao longo do
tempo diversas formas de modulacédo do potencial. De seguida sdo descritas trés destas técnicas
de pulso utilizadas [30, 33-36].

A voltametria de pulso normal utiliza uma série de impulsos de potencial de aumento
da amplitude. A medicdo da corrente é perto do final de cada impulso, o que permite adquirir
tempo para que a carga da corrente decaia. Geralmente é executada numa solucdo sem agitacdo

em qualquer DME (polarografia de pulso normal) ou eletrodos sélidos.

O potencial é pulsado a partir do potencial inicial Ei. A duracdo do pulso é usualmente
de 1 a 100ms e o intervalo entre os impulsos de 0,1 a 5 seg. O voltamograma da figura 1.8
apresenta o potencial para o qual o impulso intensifica no eixo vertical pelo tempo referente ao
eixo horizontal [30, 33-36].
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Figura 1.8 — Esquema da voltametria de pulso normal.

A voltametria de Pulso Diferencial é uma técnica parecida com a voltametria de pulso
normal. No entanto difere no DPV uma vez que cada impulso de potencial é fixado e a
amplitude varia entre 10 e 100mV, sendo sobreposta a uma lenta mudanca da base do
potencial. A corrente é medida em dois pontos por cada impulso, o primeiro ponto é medido
imediatamente antes da aplicacdo do impulso, o segundo ponto corresponde ao fim do impulso.
Estes postos de amostragem sdo seleccionados para permitir o decaimento da corrente ndo
faradaica.

A instrumentacdo para a voltametria de pulso diferencial foi desenvolvida de modo a
que as medidas de corrente e aplicagdes de potencial e pulsos de potencial sejam realizados em
intervalos de tempo bastante pequenos [30, 33-36].
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Figura 1.9 — Esquema da voltametria de pulso diferencial.

A voltametria de onda quadrada é considerada uma das técnicas mais utilizadas para
fins analiticos uma vez que apresenta bastantes vantagens em relacdo a detetabilidade e a
resolucdo frente as tecnicas da corrente continua. Surgiu em 1957 devido aos estudos realizados
por Baker, sendo esta limitada pela tecnologia eletrénica. No entanto, com o0s progressos da
tecnologia analdgica e digital, esta passou a ser incorporada no polarégrafo a partir dos anos
80, principalmente devido a sua forma de varrimento rapido, também chamada de voltametria
de onda quadrada de Osteryoung (pesquisador americano que a desenvolveu). Esta técnica
pode ser utilizada para realizar experiéncias de um modo mais rapido quando comparada com a
técnica de pulso diferencial, contendo sensibilidade semelhante ou até melhor, uma vez que

ocorrem compensacfes da corrente capacitiva.

E de referir que uma experiéncia usando a técnica de voltametria de pulso diferencial,
figura 1.9, normalmente necessita de cerca de trés minutos, enquanto que a mesma experiéncia

pode ser efetuada em segundos através da voltametria de onda quadrada.

Tendo em conta a programacdo do potencial usado na voltametria de onda quadrada,

existem dois tipos de ondas quadradas diferentes.

e A onda quadrada simétrica, que consiste na colocacdo desta sobre uma rampa de
potencial em forma de degraus de maneira a que o pulso direto da onda quadrada
coincida com o inicio do degrau da rampa.

e O pulso reverso da onda quadrada, que coincide com a metade da etapa da rampa.
Tendo em conta 0s parametros tempo e potenciais aplicados, sendo que T corresponde
ao tempo de um ciclo de onda quadrada e também de um ciclo da rampa em degraus. A
frequéncia da onda quadrada em Hz corresponde a 1/1.Eg,, designa a amplitude do

pulso da onda quadrada dada em mV. 2xEs, corresponde a amplitude pico a pico, isto
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é a amplitude do pico direto ao reverso. Finalmente 0 Eqpa refere-se ao potencial da

etapa da rampa do potencial em degraus [30, 33-36].

O sinal de excitagdo na SWV como se verifica na figura 1.10 consiste num impulso de
onda quadrada simétrica, onde a corrente medida, é obtida pela diferenca entre a corrente direta
e inversa e centrada no potencial redox. A altura do pico é diretamente proporcional a
concentracdo das espécies eletroativas, sendo possivel a dete¢do direta de limites tdo baixos
quanto 1x10® M.

Esta técnica possui inlmeras vantagens, entre elas a sua excelente sensibilidade e a
diminuicdo das correntes de fundo. A velocidade juntamente com o controle do computador e a
média do sinal, permite a realizacdo de experiéncias repetidamente e 0 aumento da relacdo
sinal-ruido. As aplicacbes da voltametria de onda quadrada incluem o estudo da cinética do
elétrodo em relacdo a anterior, em relacdo a sequéncia, ou as reacdes quimicas cataliticas
homogéneos, inclui ainda a determinacdo de algumas espécies ao nivel de vestigiais e 0 uso
para a detecdo eletroquimica em HPLC.

Por sua vez existe uma outra técnica que do ponto de vista analitico tem vindo a ser
incorporada em diversos instrumentos comerciais sendo ela a voltametria de onda quadrada de
varrimento rapido [30, 33-36].

Potential

Time

Figura 1.10 — Esquema da voltametria de onda quadrada.
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1.4.1 Célula eletroquimica

As células eletroquimicas utilizadas na voltametria séo do tipo eletroliticas e podem ter

dois ou trés elétrodos.

Devido as limitagdes que a célula de dois elétrodos apresenta, normalmente é utilizada
a célula de trés elétrodos sendo esta constituida pelo elétrodo de trabalho, o elétrodo de
referéncia e o elétrodo auxiliar que pode ser de platina, ouro, carbono vitreo, entre outros [30,
32-34].

Assim os elétrodos sdo conetados a um amplificador operacional que atuara quando for
aplicada uma diferenca de potencial entre o elétrodo de trabalho e o elétrodo de referéncia,
levando a um aumento da resisténcia do elétrodo de referéncia e a uma diminuicdo da
resisténcia do elétrodo auxiliar. Permite assim a passagem da corrente entre o elétrodo de

trabalho e o auxiliar, evitando a ocorréncia de distarbios (eletrélise) no elétrodo de referéncia.

Assim sendo o elétrodo de referéncia podera manter o seu potencial constante durante o

periodo de medicdes.

As vantagens que diferenciam uma célula de trés elétrodos quando comparada com

outros tipos de células sdo as seguintes:

e E considerada a mais adequada para solucdes diluidas;
e Pode ser usada para solucfes de alta resisténcia, como solventes organicos ou mistura
de 4gua mais solventes organicos);

e Pode ser usada com eletrolitos de suporte mais diluidos [30, 32-34].

1.4.2 Elétrodo de carbono vitreo

O elétrodo de carbono vitreo possui excelentes propriedades mecanicas e elétricas, uma
ampla janela de potencial, excelente resisténcia a solventes e uma boa performance
relativamente a reprodutibilidade, dai a sua elevada utilizacdo. No entanto é necessario efetuar
um pré-tratamento da superficie, para que os elétrodos de carbono vitreo sejam reprodutiveis e
para que se verifiqgue um melhor desempenho do analitico. O pré-tratamento é geralmente
efetuado através do polimento com particulas de alumina sucessivamente menores (0,3 e
posteriormente com 0,05 um) sobre um tecido de polimento. Posteriormente o elétrodo deve

ser lavado com agua ultrapura antes da sua utilizagdo. Sdo também necessarios para melhorar o
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desempenho do elétrodo passos de ativacdo adicionais, tais como procedimentos

eletroquimicos, quimicos, térmicos ou tratamentos a laser [30].

A melhoria da reatividade do elétrodo de trabalho tem sido atribuida & remocéo de
contaminantes presentes na superficie, expostas nas arestas do carbono e devido a verificagdo
do aumento na densidade de grupos de oxigénio superficiais, que atuam como mediadores da

superficie interfacial [30, 37].

Um material de carbono vitreo similar, embora altamente poroso é o carbono vitreo
reticulado (RVC), este é amplamente aplicado para a andlise do fluxo e da
espetroeletroquimica. O RVC possui uma estrutura com poros abertos (tendo um aspeto de uma
esponja), pertence a classe dos carbonos turbostraticos e apresenta uma estrutura carbonosa
lamelar, semelhante a grafite. A rede combina as propriedades eletroquimicas do carbono vitreo
com variadissimas vantagens, tais como propriedades semicondutoras, expansdao térmica
inexpressiva, condutividade térmica menor, reduzida densidade, alta resisténcia a corroséo,
coeficiente de expansédo térmica igual ao da grafite artificial e a resisténcia ao choque térmico
corresponde a um décimo da resisténcia da grafite. O carbono vitreo reticulado apresenta
também uma menor resistividade elétrica especifica entre 0s materiais carbonosos, que ronda
0s 40x10® Qm. Tendo em conta as matrizes porosas, cerca de 96 a 98% do seu volume consiste
em poros abertos. Assim sendo este material é utilizado nas diversas aplicacOes, especialmente
na salde publica, na construcdo de proteses dsseas e biossensores, permitindo determinar
enzimas e outros compostos presentes no metabolismo e ainda a avaliacdo da toxicidade das

aguas e solucbes organicas [37].

1.4.3 Elétrodo de carbono vitreo modificados

Apesar de muitos serem utilizados como elétrodos de trabalho, nos Gltimos anos este
tipo de elétrodo tem sido essencialmente usado como base para introduzir modificagdes que
permitam aumentar a sensibilidade e/ou a seletividade da resposta analitica. Por isso tém sido
muito utlizados para o desenvolvimento de sensores eletroquimicos. Dois tipos de modificacdes
frequentemente reportadas sdo a modificagdo com polimeros condutores e a modificacdo com

nanomateriais, como 0s nanotubos de carbono.
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1.4.3.1 Modificagdo com polimeros - pirrol

Devido as propriedades eletroquimicas Unicas, os polimeros condutores tém atraido
grande interesse no desenvolvimento de sensores eletroquimicos. Podem ser obtidos por
processos quimicos ou eletroquimicos. A sintese quimica envolve monémeros que sdo sujeitos
a oxidacdo e é usada na preparacdo de solugdes. A sintese eletroquimica permite a preparacao
de filmes poliméricos em substratos condutores (por exemplo na superficie de um elétrodo de
carbono vitreo), permitindo um grande controlo no processo de polimerizacdo e na morfologia
dos polimeros obtidos. Uma das principais utilizacbes deste tipo de polimeros é na preparagao
do MIP nas superficies dos elétrodos [38, 39]. De entre os inimeros monémeros utilizados,
(anilina, pirrol, acetileno, acido aminobenzéicos, tiofeno, etc) o pirrol é um dos mais descritos

na preparacéo de sensores MIP [40]

O pirrol é considerado um composto organico constituido por cinco atomos de
hidrogénio (H) e um atomo de Azoto (N) ligados a 4 atomos de carbono (C) dando origem a
um pentagono regular, sendo assim considerado uma molécula ciclica. Uma vez que apresenta
uma estrutura anelar e devido ao fato de possuir no anel um elemento diferente do carbono,
sendo substituido pelo oxigénio, enxofre ou azoto, o pirrol é considerado um composto
heterociclico [41, 42].
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Figura 1.11 — Polimerizagdo oxidativa do monémero pirrol.
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O PPy é assim sobreoxidado em potenciais positivos, podendo nestas casos, resultar
numa perda de condutividade e interferir na estabilidade, Figura 1.11. Embora ndo sejam
propriedades muito desejadas a sobreoxidagdo tem sido bastante utilizada nas mais diversas

aplicacgdes eletroquimicas [43]

1.4.3.2 Modificacdo para amplificar o sinal analitico — nanotubos de carbono

Atualmente muita atencdo tem sido centrada no desenvolvimento e na aplicacdo de
nanomateriais, nomeadamente na capacidade que apresentam para amplificar o sinal nos
sensores eletroquimicos. Os nanomaterias tém sido usados devido a sua larga area de superficie
e consequente aumento dos pontos de ligacdo disponiveis para a dete¢cdo de um determinado
analito. Varios tipos de nanomaterais tém sido usados nos sensores eletroquimicos, mas 0s
nanotubos de carbono sdo dos mais apelativos. Isto porque apresentam propriedades

eletronicas, quimicas e mecanicas Unicas.

Os CN sdo formados a partir de arranjos hexagonais de carbono dando origem a
pequenos cilindros. Normalmente possuem uma faixa de didmetro de poucos angstrons a
dezenas de nanometros e podem ter um comprimento acima de varios centimetros. Existem
dois tipos de nanotubos de carbono que podem apresentar uma elevada perfeicdo a nivel
estrutural, um deles sdo os nanotubos de carbono de parede simples (SWCNT), constituidos por
uma Unica folha de grafite enrolada sobre si, de tal forma que coincidam dois pontos
cristalograficamente equivalentes na rede hexagonal. As propriedades dos nanotubos de parede
simples dependem do didmetro e do angulo helicoidal, sendo que estes dois pardmetros
resultam dos indices de Hamada (n,m). O vector C também conhecido por chiral, que define a
posicdo relativa aos dois pontos € definido tendo em conta os dois nimeros inteiros (n,m) e

mediante os vetores unitarios da rede hexagonal al e a2, obtendo assim a seguinte equagdo

C=nal + ma2

(2)

Tendo em consideracdo os valores relativos do par (n,m) pode-se obter trés tipos de
SWCNT .
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Assim sendo se os valores relativos (n = m) o SWCNT é considerado do tipo armchair,
caso (n, m = 0) é considerado do tipo zig-zag e caso (n # m # 0) é considerado do tipo chiral,
figura 1.12.
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Figura 1.12 — Nanotubo de carbono de paredes simples do tipo amchair, zig-zag e chiral.

Este tipo de nanotubos possuem propriedades eletronicas Unicas tendo em conta 0s
indices de Hamada (n,m), sendo que um nanotubo é considerado metalico quando n-m é

multiplo de 3, caso contrario é definido como semicondutor.

No que diz respeito aos nanotubos do tipo armchair, estes sdo definidos como
metalicos, enquanto que os zig-zag e chiral podem ser definidos como metalicos ou

semicondutores.

Outro tipo de nanotubos de carbono sdo os nanotubos de carbono de parede multipla
(MWCNT), estes sdo constituidos por um conjunto de nanotubos concéntricos. Podem conter
tanto tubos quirais como aquirais, bem como exibir varios angulos quirais com diferentes
diametros de cada tubo, podendo cada um dos tubos possuir natureza distinta, armchair, zig-

zag ou chiral.

Os nanotubos de multiplas camadas sdo menos sensiveis aos fatores de quiralidade e
comprimento do tubo, visto que o seu didmetro possui uma ordem de grandeza maior quando

comparado com os de camada Unica.
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Possuem propriedades eletrénicas semelhantes as propriedades dos SWCNT devido ao
fraco acoplamento entre os cilindros de carbono concéntricos. Uma vez que apresentam
estruturas quasi-unidimensionais, o transporte eletronico nos nanotubos de carbono metalicos

ocorre sem espalhamento, o que leva a conducdo de correntes sem aquecimento.

Tendo em conta as investigacdes tedricas, os SWCNT representam os sistemas mais
adequados devido a maior facilidade na descri¢do computacional, como se pode observar na
figura 1.13. J& os MWCNT possuem a vantagem de serem produzidos com maior facilidade e

com um custo mais reduzido.

Figura 1.13 — Descrigdo computacional de um nanotubo de carbono de paredes maltipas e de um
nanotubo de carbono de paredes simples.

Devido a elevada area da superficie eletroquimica constituida pelas matrizes porosas
dos nanotubos, combinada com a elevada condutividade eletrénica e com as propriedades
mecanicas, este material é otimo para ser utilizado em elétrodos para dispositivos onde é

efetuada a injecédo de carga eletroquimica de dupla camada.

A possibilidade de aplicar nanotubos de carbono ndo metalicos nos sensores quimicos
tornaram-se bastante interessantes, uma vez que o transporte eletrénico dos nanotubos e a
termoelétrica (tensbes entre as jungfes causadas pela interjeiccdo de diferentes temperaturas)

sd0 muito sensiveis a substancias que afetam a quantidade de carga injetada.

Possui como principais vantagens o instante de tempo do elemento sensitivo do CN e

a pequena quantidade de material necessario para obter uma resposta.

As propriedades excecionais dos nanotubos tém sido alvo de estudo no que diz respeito

as propriedades mecénicas dos nanotubos.
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Assim sendo a dispersdo uniforme ao longo da matriz polimérica, a otimizacdo da

solubilidade nanotubo/matriz e a adesdo ainda sdo considerados parametros criticos.

A dispersdo uniforme é considerada um ponto critico devido ao refor¢o dos materiais

poliméricos, visto que os CN apresentam-se agrupados em feixes.

Alguns estudos permitiram concluir que a adicdo de pequenas percentagens de NC em
matrizes poliméricas como a PVA ou PS levam a um aumento que ronda 0s 40% na tensao

elastica e a um aumento que ronda os 25% na resisténcia a traccao.

Assim sendo, a performance dos materiais compdsitos dos nanotubos de carbono é
considerada cerca de 10 vezes melhor do que se pode observar nos compositos das fibras de
carbono convencionais, relativamente a mesma carga. Deve-se no entanto ter em consideracao
o desenvolvimento de técnicas que possibilite a melhor ligacdo dos nanotubos a matriz

polimérica.

O processamento e manipulacdo dos CN individuais é limitada pela sua insolubilidade.
E possivel obter-se melhores resultados com o chamado recobrimento dos CN com polimeros,
permitindo assim obter arranjos supramoleculares nanotubo-polimero. Alguns estudos relatam
este caso como modificacBes quimicas nos CN, o que pode encurtar o caminho até a sua

aplicacdo, inclusive na preparacao de compositos.

Estas modificagdes organicas que os CN apresentam englobam longas cadeias de
reacGes de radicais, polimeros, alquilas entre outras o que possibilitam a obtencdo de nanotubos

funcionais, podendo levar a materiais com uma boa solubilidade [44-47].

24



2 Parte Experimental

2.1 Equipamento

Para a execucdo deste estudo utilizou-se um potenciéstato/galvandstato de marca
AUTALAB modelo PSTAT 12, sendo o sistema de aquisi¢do e tratamento de dados General
Purpose Electrochemical System (GPES) versdo 2.9 (ver figura 2.1).

Figura 2.1- Fotografia do Autolab utilizado

Este equipamento é complementado por um sistema de trés elétrodos, o elétrodo de

referéncia, o elétrodo de trabalho e o elétrodo auxiliar de platina.

Elétrodo de referéncia: elétrodo de AgQ/AgCl, sendo que todos 0s potenciais

relacionados com o presente estudo sao referentes a este elétrodo.
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Elétrodo de trabalho: elétrodo comercial de carbono vitreo (BioanalyticalSystem), com
didmetro de 3,0 mm. Este elétrodo foi utilizado como base para as modificagdes necessarias

para a construgdo do sensor seletivo para Norfloxacina.

Elétrodo auxiliar: elétrodo comercial de platina adquirido da Metrohm, com didmetro

de 3,0 mm.

Relativamente as medicOes de pH estas foram realizadas através de um Phmetro

(GLP22, Crison) com um elétrodo de vidro.

Utilizou-se uma balanca analitica (Mettler Toledo) com uma precisdo de 0.00001 g
para efectuar as pesagens dos compostos e micropipetas Gilson Medical Electronics (pipetman

R) de 10 pl, 20 pl, 100 pl, 200 pl e 5000 ul para efectuar as respectivas medi¢fes de volumes.

Para a limpeza dos elétrodos foi utilizado um tecido de polimento (Buehler

MicroCloth), composto por fibras sintéticas (Rayon).

Foram ainda utilizados equipamentos de ultra-sons Crest e Sonorez Digital 10P
Bandelin na limpeza dos elétrodos e para auxiliar na dissolu¢cdo das diversas solucoes

preparadas, respectivamente.

Recorreu-se a um sistema de purificagdo de modelo Elix da Millipore, para a obtengéo
de &gua ultrapura e o sistema de ultrapurificagdo de agua Millipore Simplicity 185 com

propriedades especificas e com uma resistividade a 18,2 Mohm.

2.2 Reagentes e solucoes

Neste trabalho foram utilizados os seguintes reagentes: acido sulfurico 96% (Panreac);
hidroxido de sédio (Panreac); pyrrol 98% (Sigma-Aldrich); peréxido de hidrogénio;
acetonitrilo 99,8% (Merck); metanol 99,8% (Prolabo); dihidrogenofosfato de potassio (Riedel-
de Haén); hidrogenofosfato de dipotéassio (Riedel-de Haén); norfloxacina (Sigma-Aldrich);

azoto 5,0 (grau de pureza 99,999%, LINDE, Portugal); Glucose anidra; &cido ascorbico; ureia.

SolucBes mie da Norfloxacina foram preparadas com uma concentracdo 1,0x107
mol/L numa solugdo de 50% de acetonitrilo, 50% de agua ultrapura e com 150 pl de &cido
stlfurico 0,5 mol/L. A partir desta solucdo foram preparadas diariamente solucGes de trabalho
com diferentes concentragcdes de Norfloxacina. Foram preparadas solucdes aquosas de &cido

sulfarico de concentracdo 0,5 mol/L (para realizacdo de medi¢Bes voltamétricas) e NaOH
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0,1mol/L (para extraccdo do farmaco do sensor). Também foram preparadas solugbes tampéo

fosfato 0,1 mol/L com diferentes valores de pH (para realizacdo de medicOes voltamétricas)

2.3 Preparacao do sensor

A preparacdo do sensor seletivo para a detecdo de Norfloxacina foi conseguida
seguindo-se 0s seguintes passos (esquematizados na figura 2.2): 1) depositacdo nanotubos de
carbono na superficie de um elétrodo de carbono vitreo (previamente limpo); 2)

eletropolimerizacéo; 3) remocéo da molécula molde (norfloxacina).

i’irrole
m
. . Polimerizagdo

Deposica ) éExtragﬁ
NanotuBos%e . .
Carbono Norfloxacina

Figura 2.2— Esquema da preparacdo do sensor.

2.3.1 Limpeza dos elétrodos

Em qualquer trabalho em que se utilize um elétrodo de carbono vitreo, é necessario
proceder-se a um processo de limpeza previamente a sua utilizacdo e/ou modificacdo. Este
procedimento é fundamental para assegurar a qualidade e a reprodutibilidade nas medicGes
realizadas. Deste modo procedeu-se a uma limpeza mecénica seguida de uma limpeza

eletroquimica. Este procedimento foi efetuado sempre que um novo sensor foi preparado.

A limpeza mecéanica consiste no polimento manual dos elétrodos de carbono utilizando
um tecido de polimento juntamente com uma solugdo de alumina diluida. Sendo que a solugao
de alumina deve ser utilizada consoante as suas carateristicas, na sequéncia 0,3 um e 0,05 um,
respectivamente. O polimento da superficie do elétrodo deve ser executado até que a sua
superficie apresente um aspeto espelhado. No fim deste processo de polimento, os elétrodos sdo
passados por dgua ultra pura e levados ao ultra-som para remover as particulas residuais de

alumina.
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Para finalizar a limpeza, utilizou-se um processo eletroquimico que consiste na imerséo
do elétrodo na célula voltamétrica contendo uma solucdo de &cido sulfurico 0,5 mol/L e
executados varrimentos ciclicos entre -0,1 e +1,5 V até conseguir obter um voltamograma

estavel.

2.3.2 Deposicdo de Nanotubos de Carbono de paredes Multiplas (MWNT)

Inicialmente foi preparada uma solucdo de nanotubos (num tubo eppendorf de 1mL) de
concentracdo 1mg/mL em DMF. A solucdo é colocada no ultra-som durante 2h.
Posteriormente, prepara-se uma nova solucéo a partir da solucéo inicial, diluindo 10x a solucéo
em agua/DMF (50:50). Esta solucdo foi colocada no ultra-som por cerca de 10min, até se
apresentar como uma solu¢do homogénea. Esta solucdo foi utilizada para fazer a deposicdo dos
MWNT na superficie do elétrodo, colocando-se uma gota de 5 pL e deixando secar na estufa a
uma temperatura de 50 °C durante 20 min. Quando o elétrodo apresentar uma superficie bem
seca é colocada a gota seguinte. A colocacdo de gotas pode ser repetida vérias vezes, até se
obter uma modificacdo com as carateristicas desejadas. E importante referir que o elétrodo deve
estar posicionado na vertical para que a solucdo de nanotubos seja colocada sobre o filme de
forma uniforme.

2.3.3 Preparacéo Polimero Molecularmente Impresso (MIP)

Seguidamente a modificacdo do eléctrodo com os MWNT, procedeu-se a preparagdo
do polimero seletivo por eletropolimerizacdo, a partir de uma solucdo, composta por uma
mistura de farmaco (NFX) com o polimero (pyrrol) numa solucdo 50:50 de acetonitrilo e 4gua

contendo &cido sulfirico, de acordo com os dados da Tabela 2.1.

Tabela 2.1— Solucdo usada na eletropolimerizagdo para obtengdo do MIP

Composicao da solucao Concentracéo
Norfloxacina 1,0x10™mol/L
Pyrrol 18 pl
Acido Sulfurico 150 pl
Agua/acetonitrilo (50:50) Agua/acetonitrilo (50:50)

A obtencdo do MIP foi conseguida recorrendo a voltametria ciclica de acordo com as

condicdes especificadas na tabela 2.2
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Tabela 2.2 — Condigdes voltamétricas usadas na eletropolimerizacdo do MIP

Condices de Polimerizacao

Potencial de condicionamento -1V
Duracéo 60 seg
Equilibrio 5
Ndmero de ciclos 10 ciclos
Potencial inicial oV
Potencial final 1,3V
Incremento 0,00488 V
Velocidade de varrimento 0,1VI/s

Posteriorrmente a este processo, procedeu-se a um processo de sobreoxidacdo do
polimero obtido. Este procedimento tem como objetivo a estabilizacdo do polimero. Para isso,
coloca-se o elétrodo, ja modificado com os MWNT e com o polimero, numa solucéo de tampéo
fosfato 0,1mo/L de pH=4 e procede-se a um conjunto de varrimentos ciclicos de acordo com os

dados da tabela 2.3.

Tabela 2.3— Condices de sobreoxidacao

Condicdes de Polimerizacéo

Potencial inicial 0
Potencial final 15
NUmero de ciclos 10 ciclos
Incremento 0,00488 V
Velocidade de varrimento 0,1 VI/s

Composicao do eletrolito

Tampao fosfato pH 4 05 M

Para finalizar, € necessario remover o template (NFX) da matriz polimérica, de modo a
obter um polimero com as cavidades especificas para a nossa molécula. Assim sendo o elétrodo
foi colocado numa solucdo aquosa de NaOH a uma concentracdo de 0,1M juntamente com

metanol a uma proporcao de 50:50, durante 40 minutos.
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2.3.4 Preparagdo Polimero Nao Molecularmente Impresso (NIP)

Foi ainda preparado um sensor de controlo através da obtengdo de um polimero néo
molecularmente impresso (NIP). A preparacdo deste polimero é realizada nas mesmas
condicBes em que se preparou 0 MIP, excetuando a presenca do template (neste caso a NFX)

na solucdo usada na polimerizacdo, de acordo com as tabelas 2.4 e 2.5.

Tabela 2.4— Solucdo usada na eletropolimerizacdo para obtencdo do NIP

Composicao da solucéo Concentracéo
Pyrrol 18 pl
Acido Sulfurico 150 pl
Solvente Agua/acetonitrilo (50:50)

Tabela 2.5— Condicdes voltamétricas usadas na eletropolimerizacdo do MIP

Condicdes de Polimerizacéo

Potencial de condicionamento -1V
Duracéo 60 seg
Equilibrio 5
NuUmero de ciclos 10 ciclos
Potencial inicial oVv
Potencial final 1,3V
Incremento 0,00488 Vv
Velocidade de varrimento 0,1 V/s

2.4 Medicgbes Eletroquimicas

Na utilizacdo do sensor seletivo, a NFX obedeceu a um procedimeto de 3 etapas:

incubagéo, medicdo e extracao.

1. Incubacéo: introducdo do sensor por periodos de tempo bem definidos na solucdo de
NFX

2. Medigdo voltamétrica: ap6s a incubacdo o sensor € introduzido na célula voltamétrica,
contendo tampao fosfato 0,1mol/L pH=4 procedendo-se a oxidagdo das moléculas de
NFX por voltametria de onda quadrada, com um varrimento entre 0,0 e +1,4V.
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Extracdo: Apds analise é necessario efetuar a remocao das moléculas de NFX do sensor
antes de se poder prosseguir para outra analise. Este procedimento foi realizado colocando o

sensor numa solucéo 50:50 de metanol e NaOH 0,1mol/L durante 40 minutos.

2.5 Preparacdo das Amostras

Finalmente o sensor para a dete¢do da NFX é utilizado em amostras de urina e aguas.
As amostras de urina foram recolhidas em frascos esterilizados. As amostras de urina foram
previamente centrifugadas a 2500 rpm, durante 30 minutos, para que sejam eliminados certos
interferentes e para que haja precipitacdo de proteinas. As amostas de urina foram diluida a
10%. Deste modo preparou-se uma solucdo com 10% de urina e 90% solvente
(agua/acetonitrilo e 4cido). Foram ainda preparadas amostras de igual modo com urina dopada
com 0,1 mM de NFX.

Relativamente as amostras de 4gua da torneira e do rio Lima, estas foram diluidas 50%

no solvente de incubagdo. Estas amostras forma dopadas 10 uM do farmaco.
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3 Resultados e Discussao

3.1 Limpeza do elétrodo de trabalho (carbono vitreo)

Previamente a qualquer utilizacdo ou modificacdo de um elétrodo de carbono vitreo é
necessario efetuar uma limpeza, visto que a qualidade e a reprodutibilidade das medicGes
dependem deste processo. Assim sendo, foi executada uma limpeza mecéanica que consiste na
friccdo de um elétrodo de carbono vitreo sobre um tecido de carmuca. A limpeza mecénica
posssui duas etapas, na primeira os elétrodos sdo movimentados em forma de 8 sobre o tecido
de carmuca em alumina 0,3 um, a segunda etapa consiste em movimentar os elétrodos
igualmente em forma de 8 sobre o tecido mas em alumina 0,05 um. A superficie do elétrodo
deve ser enxaguada por agua ultrapura apds cada etapa e o processo de limpeza mecanica deve

ser efectuado até que a superficie do elétrodo apresente um aspeto espelhado.

Seguidamente, procede-se a uma limpeza eletroquimica, que consiste na execugdo de
uma série de varrimentos ciclicos numa solugdo 0,5M de H,SO, até a obtengdo de um
voltamograma estavel. Na figura 3.1 esta representado um voltamograma final obtido apds a

limpeza de um eléctrodo de carbono vitreo.

Quando a superficie do elétrodo ndo se encontra totalmente limpa e espelhada pode-se
verificar o aparecimento de picos, durante o varrimento ciclico em &cido, devido ao fato de
alguns compostos poderem ainda estar adsorvidos a superficie do elétrodo. Nestes casos, é
necessario repetir o processo mecanico até que a superficie do elétrodo se encontre totalmente

limpa, sem que seja possivel a detecdo de qualquer pico durante a limpeza eletroquimica.
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Figura 3.1- Voltamograma ciclico de uma limpeza eletroquimica de um elétrodo de carbono vitreo em
H,SO,, obtido ao fim de 20 ciclos. Gama de potenciais: -0,2 a 1,6 V; Velocidade de varrimento:
100mV/s.

3.2 Preparacao do Mip e Nip

Para a obtencdo de um sensor seletivo recorreu-se & tecnologia de polimeros
molecularmente impressos (MIP). Uma das maiores dificuldades na preparacdo de um sensor
quimico consiste na transducdo, ou seja, na ligacdo entre o sinal analitico e o elemento de
reconhecimento. Neste trabalho utilizou-se um eletropolimero condutor, o pirrol, que funciona
simultaneamente como elemento seletivo e de transdugdo. Para isso, recorreu-se a um
procedimento de eletropolimerizacdo, que permite a formacéo de um polimero na superficie de
um elétrodo de carbono de forma simples, rapida e de facil controlo. Ao realizar a
polimerizacdo na presenca da Norfloxacina (NFX), foi possivel a obtencdo de um polimero
seletivo. Este tipo de polimerizacdo foi obtida por voltametria ciclica a partir de uma solugédo
contendo pirrol, NFX, eletrélito de suporte e solvente. Na figura 3.2 estdo representados os 10

voltamogramas ciclicos obtidos durante a preparacdo do MIP.
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Figura 3.2 — Preparacéo do MIP por eletropolimerizacdo. Nimero de ciclos: 10; Gama de potenciais -0,2
a 1,3V; Velocidade de varrimento: 100mV/s; Solucédo de polimeriza¢éo: 0,5M H,SO,4, 10mM pirrol,
10mM Norfloxacina em agua/acetonitrilo (50:50)

Verifica-se que o polimero que se forma a superficie do elétrodo de carbono vitreo
aumenta com o aumento do numero de ciclos e com a quantidade do polimero encontrado na
solucéo de polimerizacdo. Na figura 3.2 pode-se verificar um aumento da espessura em toda a

gama de potenciais, ou seja o polimero é formado camada a camada.

Como forma de controlo preparou-se um polimero ndo molecularmente impresso (NIP)
seguindo um procedimento idéntico mas sem a presenca do “template” (NFX) durante a
polimerizacdo. Com isto obtém-se um polimero que ndo tera cavidades especificas para as
moléculas de NFX. Deste modo a comparagdo entre a resposta de um sensor MIP e um NIP

permitira confirmar a formacéao de cavidades especificas no MIP.

Durante os voltamogramas ciclicos de preparacdo do NIP, verifica-se que o0 aumento da
espessura em toda a gama de potenciais ndo € tdo elevado como o que ocorre no MIP. Este fato

pode estar relacionado com a incorporacdo de moléculas eletroativas de NFX no polimero,
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sendo o primeiro indicador positivo de sucesso na preparacdo do MIP. Na figura 3.3 estdo

ilustrados os voltamogramas finais obtidos na preparacéo do MIP e NIP.
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E/ Vvs Ag/AgCl

Figura 3.3 — Voltamogaramas ciclicos finais da polimerizacdo do MIP e NIP: NUmero de ciclos: 10;
Gama de potenciais 0,0 V a 1,3 V; Velocidade de varrimento: 100mV/s.

E importante referir que a preparacio do MIP depende do nimero de ciclos realizados,
sendo que neste estudo foram fixados 10 ciclos de voltametria ciclica. Verificou-se que para
um menor numero de ciclos obtinha-se uma menor performance (menor intensidade do pico de
NFX). Por outro lado, a medida que se aumenta o nimero de ciclos é formado um polimero
cada vez mais espesso e com mais moléculas de NFX. No entanto, isto pode dificultar a
remocdo da NFX, pois quanto maior a espessura de polimero mais dificil sera remover as
moléculas em zonas mais profundas. Além disso, um polimero demasiado espesso, pode soltar-
se mais facilmente da superficie do elétrodo, devido ao seu maior peso. Verificou-se ainda que
para polimeriza¢fes com mais de 10 ciclos ndo se conseguia manter o polimero na superficie

por tempos prolongados, pois este soltava-se com facilidade.
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Apos polimerizagdo ha necessidade da utilizagdo de um procedimento de estabilizagdo
do polimero formado na superficie do elétrodo e a obtencdo de um bom sinal analitico. Este
processo é denominado de sobreoxidacdo do pirrol e € utilizado com frequéncia na preparacéo
deste tipo de sensores. Deste modo colocou-se o sensor numa solugdo de PBS 0,1M pH=4
procedeu-se a realiza¢do de 10 varrimentos ciclicos entre OV e +1,5V. A sobreoxidagéo apesar
de diminuir um pouco a condutividade do polimero permite a sua estabilizacdo. Além disso
este procedimento auxilia a remocdo das moléculas de NFX incorporadas durante a
polimerizacdo, permitindo formar cavidades especificas. Na figura 3.4 estdo representados 0s
voltamogramas da sobreoxidacdo. E possivel verificar-se uma diminuicdo do sinal com o
aumento do nimero de ciclos, ao contrario do que acontece durante processo de polimerizacéo.
Esta diminuicdo esta relacionada com alguma perda de condutividade e com a remocédo de

moléculas de NFX da matriz polimérica.
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Figura 3.4— Sobreoxidacéo do MIP apés polimerizagdo: Namero de ciclos: 10; Gama de potenciais 0,0 V
a 1,3 V; Velocidade de varrimento: 100mV/s; eletrdlito de suporte: tampéo PBS 0,1 M pH=4.
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A remogdo completa das moléculas de NFX é conseguida por extragdo, mergulhando o
sensor numa solucdo de metanol e NaOH 0,1M (50:50) durante 40 minutos. Apos este

procedimento o sensor esta pronto para ser utilizado na detecdo seletiva da NFX.

3.3 Comportamento eletroquimico e otimizacdo do
sensor

Tal como descrito no Capitulo 2, a utilizagdo do sensor seletivo para a detecdo
voltamétrica da NFX segue um procedimento de 3 passos: 1) incubacdo. 2) detecdo

voltamétrica, 3) extracao.

Inicialmente procedeu-se & otimizagdo e caraterizacdo da resposta voltamétrica.

3.3.1 Detecdo voltamétrica da NFX

O primeiro passo consistiu na comparacdo entre o0 MIP e o NIP, uma vez que este
estudo e fundamental para confirmar o sucesso da preparagdo de um sensor seletivo. Deste
modo, incubou-se o0 MIP e o NIP numa solu¢do de NFX 1mM por um periodo de 10 min. De
seguida procedeu-se as medic¢Bes numa solucdo H,SO,4 0,1M por voltametria de onda quadrada
com uma frequéncia de 25 Hz. De igual modo fez-se uma leitura do MIP apds remoc¢édo da

NFX. Os resultados obtidos estao representados na figura 3.5
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Figura 3.5—- VVoltamogramas obtidos para 0 MIP e NIP apds 10 min de incubag¢&o numa solucéo de NFX
1mM. Eletrélito de Suporte: H,SO,4 0,1M; Voltametria de onda quadrada a 25Hz.

Verifica-se claramente no caso do MIP um pico proximo dos 1,25V relativo a oxidagédo
das moléculas de NFX, enquanto ndo se observa nenhum pico quando se usa o NIP. Estes
resultados permitem confirmar a formacdo de cavidades no MIP e a capacidade deste para se
ligar com as moléculas de NFX, ao contrario do que acontece com o NIP. E importante fazer
notar que aquando da leitura voltamétrica as Unicas moléculas de NFX presentes sdo as que
ficaram adsorvidas no sensor durante a incubagédo, visto que na célula eletroquimica apenas
temos eletrolito de suporte. No caso do NIP, o fato de este ndo possuir cavidades, ndo permitiu
gue as moléculas de NFX fossem adsorvidas e consequentemente ndo é possivel haver medicao
do sinal analitico. Nesta fase do trabalho estudou-se também qual 0 meio mais adequado para a
medicdo voltamétrica da oxidacdo da NFX. Os resultados obtidos foram comparados com
medi¢cdes em tampdo fosfato pH 4, 7 e 10. Apesar de ndo se verificar diferencas muito
significativas na intensidade de corrente entre as leituras em meio 4cido e nos meios com pH 4
e 7, o melhor resultado verificou-se para o pH 4. Além disso, para este meio o potencial de
oxidacéo baixou para cerca de 1,05V. Deste modo as medi¢des foram posteriormente realizadas

neste meio.
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Um dos pontos importantes neste trabalho foi a utilizacdo de nanotubos de carbono de
paredes multiplas (MWCNT) de forma a aumentar a sensibilidade da resposta analitica. Se por
um lado a utilizacdo de polimeros impressos visava garantir a seletividade, a modificacdo com
MWCNT antes da polimerizagéo, visava aumentar a area de polimerizagdo e a condutividade
de modo a permitir uma amplificacdo do sinal analitico para a mesma concentragdo. Deste
modo, testou-se a eficacia da presenca de MWCNT na resposta voltamétrica da NFX. Com essa
finalidade prepararam-se dois sensores usando o procedimento de polimerizacdo anteriormente
descrito, sendo que um dos sensores foi modificado previamente com MWCNT e outro néo.
Apbs obtencdo dos sensores, foram incubados durante 10 minutos numa solugdo 0,1mM de

NFX e procedeu-se a leitura voltamétrica. Os resultados obtidos estdo ilustrados na Figura 3.6.
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2 4,00e-5 4
2,00e-5 A
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0,7 0,8 0,9 1,0 14 1,2 1.3

E/Vvs Ag/AgCl

Figura 3.6— VVoltamogramas obtidos para sensores com e sem MWCNT apds 10 min de incubacdo numa
solucdo de NFX 1mM. Eletrdlito de Suporte: PBS 0,1M pH 4; Voltametria de onda quadrada a 25Hz.

Os resultados obtidos permitem verificar que ha um aumento do sinal analitico quando
o sensor é modificado previamente com MWCNT. O aumento foi de cerca de trés vezes
superior comparativamente com o sinal obtido para o sensor sem MWCNT. Deste modo

confirma-se que é possivel aumentar a sensibilidade do método desta forma.
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A partir destes resultados procedeu-se a otimizacdo da quantidade de nanotubos que
deve ser colocada sobre a superficie do elétrodo de carbono vitreo, sendo que esta ira interferir
com a sua performance durante todo o processo de detecdo do farmaco. Tipicamente 0s
MWCNT séo dispersados num solvente como DMF, numa concentrardo 1mg/mL e aplicados
na superficie do elétrodo. Contudo, para esta concentracdo ndo se verificaram resultados
satisfatorias tanto em termos de estabilidade da modificagdo (facilmente caiam) como no
aumento da resposta analitica. Isto pode dever-se ao fato de ndo se ter conseguido obter uma
dispersdo homogénea. Desta forma diluiu-se esta solugdo para uma concentracdo dez vezes
inferior em agua/DMF (50:50), de modo a garantir uma dispersdo mais homogénea e procedeu-
se a modificacdo de superficie do elétrodo por deposicdo e secagem em estufa a 50°C. De modo
a garantir uma boa deposicao e estabilidade em vez de depositar 20 ou 30 uL da solu¢do no
elétrodo, realizaram-se variagdes na deposicdo de 5uL. Depositou-se, secou-se em estufa,
voltou a fazer-se nova deposicéo e nova secagem até atingir o nimero de deposi¢des desejado.
Na figura 3.7 estdo representados os valores obtidos para a detecdo de NFX usando elétrodos

modificados com diferentes deposi¢des de MWCNT, entre 2 e 6 deposicdes.

Ao analisar os resultados obtidos verifica-se que a aplicacdo de 2 deposi¢bes ndo
contribui para um aumento significativo da area de polimerizacdo, diminuindo a detecdo do
pico de NFX. Posteriormente, foram realizadas 4 deposi¢fes de nanotubos e verificou-se que o
sinal analitico aumentou consideravelmente. Contudo, para o sensor com 6 deposi¢fes houve
uma diminuicéo significativa do sinal comparado com o caso anterior. Verificou-se ainda que
neste caso 0s MWCNT facilmente caiam do elétrodo. Nesse caso, provavelmente estdo a ser
colocados demasiados MWCNT, de modo que a deposicdo fique demasiado “espessa”, fato que
limita a estabilidade e ao mesmo tempo ndo permite uma tdo boa resposta analitica. Foram

assim selecionadas 4 deposicoes de MWCNT.
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Figura 3.7— Gréafico da variacdo da intensidade de corrente do pico em fungdo do nimero de deposicGes
de MWCNT. 10 Minutos de incubacdo numa solucdo de NFX 1mM; Eletrélito de Suporte: PBS 0,1M
pH 4; Voltametria de onda quadrada a 25Hz.

3.3.2 Tempo de incubagéo

Procedeu-se a otimizacdo das condi¢BGes na fase de incubacdo. As solugbes de NFX
usadas para incubacdo foram preparadas em 50% de acetonitrilo, 50% de agua ultrapura e 150
pl de acido sulfurico 0.5 mol/L. Estas sdo as condi¢Oes iguais as usadas durante a
polimerizacdo (exetuando a presenca do pirrol). A presenca de acetonitrilo € fundamental para
auxiliar a dissolucdo de NFX. O &cido é fundamental para garantir a adesdo das moléculas do
farmaco e desta forma permitir a ligagdo com o polimero. Verificou-se que em meios ndo
acidos, ndo havia qualquer incubacdo da NFX, fato que levou a concluir que sé neste meio
havia possibilidade de estabelecer uma ligacdo entre o farmaco e o polimero. A fase de

incubacdo realizou-se sempre com agitacdo magnética.

Um fator fundamental no procedimento de incubagdo é o tempo. Deste modo, 0 sensor
foi colocado numa solugdo de concentracdo 1mM de NFX durante diferentes periodos de
tempo. Inicialmente o sensor foi imerso na solugdo durante 2 min, registando-se de seguida o

voltamograma. Apds a leitura e remocgéao do farmaco, o sensor foi novamente imerso na solugéo
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para incubacdo durante 4 min. Repetiu-se o procedimento aumentando o tempo sucessivamente
até a obtencdo de um valor maximo para o pico. Os resultados obtidos estdo expressos nas
Figuras 3.8 e 3.9.

Ao analisar o0 estudo do tempo de incubacdo verificou-se um aumento da intensidade
do pico do farmaco a medida que o tempo de incubagcdo aumenta, atingindo-se 0 méaximo pelos
10 minutos de incubagdo. Existe um grande aumento entre 0s 2 e 0s 4 minutos e depois um
ligeiro aumento e estabilizacdo até aos 10 minutos A partir deste ponto atinge-se 0 maximo e
esperava-se uma estabilizacdo do sinal. Contudo para 12 minutos de incubacdo verificou-se
uma descida. Isto indica que provavelmente a partir deste ponto, ao invés de haver uma

acumulacéo de NFX no polimero pode comecar a haver libertacéo.

Assim sendo o tempo 6timo selecionado para a fase de incubacéo foi de 10 minutos.
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Figura 3.8— Voltamograma obtido na incubacéo em diferentes periodos de tempo numa solugdo de NFX
1mM. Eletrélito de Suporte: PBS 0,1M pH 4; Voltametria de onda quadrada a 25Hz.
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Figura 3.9 — Gréfico da variacdo da intensidade de corrente do pico em funcéo do tempo de incubacéo
numa solucéo de NFX 1mM.

3.3.3 Tempo de remocao

Devido ao tipo de procedimento seguido para utilizagdo do sensor, ap6s cada analise ha
necessidade de remover todas as moléculas de NFX do polimero antes de se proceder a uma
nova andlise. Este processo visa garantir que todas as cavidades do polimero ficam livres antes
de se realizar a proxima incubacdo. Ainda que durante a leitura voltamétrica (oxidacdo de
NFX) algumas moléculas de farmaco se possam libertar, verificou-se que a maioria se
mantinha no sensor. Realizando uma incubacdo sem realizar nenhum procedimento de
remocao, ndo se verificava nenhum pico de NFX. O procedimento de remocdo mais usual para
este tipo de sensor é a extracdo por solvente. Foram testados varios solventes, tendo-se
verificado que o melhor solvente de remocdo para a NFX é uma solucdo de NaOH 0,1M e
metanol (50:50).

Seguidamente estudou-se 0 tempo necessario para garantir a remocdo completa das
moléculas de farmaco. Para isso, colocou-se o sensor numa solucdo de NFX 1mM durante 10
minutos de incubacdo. De seguida, colocou-se o sensor na solucdo de remocdo durante 5

minutos e fez-se uma leitura voltamétrica, tendo-se verificado um pequeno pico de NFX. Com
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isto conclui-se que ao fim de 5 minutos ndo havia remocdo completa. Repetiu-se o

procedimento para periodos de tempo crescente até ndo se verificar nenhum pico de NFX, fato

que garantiria a remo¢do completa. Na figura 3.10 estdo representadas as intensidades de

corrente dos picos registados em funcdo do tempo de remoc¢do. Na figura 3.10 foi ainda

assinalada a percentagem de remog&o correspondente a cada pico.

Em termos de valores absolutos, verifica-se um decréscimo acentuado do pico na fase

inicial, atingindo-se a remogdo completa a partir dos 40 minutos. No entanto quando

analisamos valores em termos de percentagem de remog&o verifica-se que logo aos 5 minutos a

remocao é muito alta, cerca de 93%. Embora exista uma remocdo muito grande inicialmente, a

dificuldade maior estd em remover 0s restantes 7%. Apenas a partir dos 30 minutos se garante

uma remogd&o igual ou superior a 99%.
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Figura 3.10— Gréfico da variagdo da intensidade do pico em funcdo do tempo de remogao em solvente,

apos 10 minutos de incubagdo numa solugdo de NFX 1mM.
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3.4 Performance Analitica

Seguidamente estudou-se a performance da metodologia para determinagdo da NFX

usando o sensor desenvolvido.

3.4.1 Curva de Calibragao

De modo a avaliar a resposta do sensor em funcéo da concentracdo de NFX, procedeu-
se a incubacdo em diferentes concentragdes de NFX (entre 0,1 e 8 uM) durante 10 minutos e
efetuou-se a leitura voltamétrica nas condicBes descritas anteriormente. A partir da intensidade
do pico versus a concentragdo da NFX foi construida uma curva de calibragdo, representada na
figura 3.11.
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Figura 3.11- Representacéo da intensidade do pico em funcéo da concentracdo de NFX nas condicfes de
analise otimizadas
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Como se pode verificar na figura ndo ha uma relagdo linear entra a intensidade de
corrente do pico e a concentracdo de NFX para a gama de concentragfes estudadas. No entanto
pela tendéncia demostrada parece haver uma relacdo logaritmica. Deste modo construiu-se uma
nova curva de calibracdo em que a intensidade de corrente foi representada em funcéo do

logaritmo da concentragdo de NFX (Figura 3.12).
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Figura 3.12— Representacéo da curva de calibragéo logaritmica nas condi¢6es de anélise otimizadas

Verifica-se claramente um ajuste linear com um coeficiente de determinacdo de 0,9967.

A partir desta curva de calibragéo estimou-se um limite de dete¢éo de 0,2 M.

3.4.2 Repetibilidade

A precisdo do sensor foi inicialmente avaliada através de ensaios de repetibilidade.
Foram preparados 2 sensores. Para cada sensor foram realizadas 4 ou 5 determinacGes no
mesmo dia, usando incubac¢Bes em solucdo de NFX de 1mM. Os voltamogramas obtidos para a

detecdo da NFX com cada um dos sensores estdo representados na Figura 3.13.

47



Sensor Eletroquimico Seletivo para a Norfloxacina

5,00e-5

4,00e-5 A

<
~ 3,00e-5 - Sensor 1
2,00e-5 -
1,006-5 T T T T T
0,90 0,95 1,00 1,05 1,10 1;15 1,20
E/Vvs Ag/AgCl

Figura 3.13- Voltamogramas relativos aos ensaios de repetibilidade realizados com 2 sensores.

Na tabela 3.1 estdo representados os dados obtidos num mesmo dia, tendo-se calculado
para cada um dos sensores o valor do coeficiente de variacdo em percentagem. Este valor foi

usado como indicador da repetibilidade.

Tabela 3.1— Ensaios de repetibilidade

Repetibilidade — Intraday
Sensor 1 Sensor 2
8,82E-06 9,20E-06
9,04E-06 1,01E-05
9,75E-06 9,69E-06
8,45E-06 9,55E-06
1,03E-05
MEDIA 9,02E-06 MEDIA 9,76E-06
DESVIO 0,548E-06 DESVIO 0,434E-06
COEF VAR 6,1% COEF VAR 4,5 %
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Existem algumas diferencas nos resultados obtidos entre os sensores. Isto pode ser
justificado com o fato de os elétrodos de trabalho usados ndo serem novos. Ao fim de muito
tempo de utilizagdo podem estar a apresentar respostas ligeiramente diferentes, sobretudo
devido as suas superficies terem sofrido diferentes desgastes. Contudo obteve-se valores de CV

de 6,1 e 4,5% que podem ser considerados valores satisfatérios para este tipo de sensor.

3.4.3 Reprodutibilidade

Avaliou-se ainda a reprodutibilidade da construgdo do sensor, de modo a verificar se
sensores construidos em dias diferentes apresentariam respostas idénticas. Para isso procedeu-
se a incubagdes em solugdes de ImM de NFX em 10 dias diferentes com sensores preparados

diariamente. Os resultados obtidos encontram-se expressos ha tabela 3.2.

Tabela 3.2— Ensaios de reprodutibilidade

Reprodutibilidade — Interday

Dia 1-1,14E-05
Dia 2 - 1,10E-05
Dia 3 - 1,39E-05
Dia 4 -1,33E-05

Dia 5-1,13E-05
Dia 6 - 1,30E-05
Dia 7 - 1,15E-05
Dia 8 - 1,40E-05
Dia 9 -1,26E-05
Dia 10 - 1,14E-05

MEDIA 1,23E-05
DESVIO 0,11421E-05
COEF VAR 9,3

Foi calculado um coeficiente de variancia de 9,3% para estes ensaios. Pode afirmar-se

gue é um valor bastante satisfatério para a reprodutibilidade da construcéo do sensor.

3.5 Aplicacdo em Amostras Reais

A parte final do trabalho consistiu na aplicacdo do sensor na detecdo de NFX em

amostras reais de urina, 4gua da torneia publica e do rio Lima. Pretendeu-se essencialmente
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validar a aplicacdo em amostras complexas como € o caso da urina. A aplicacdo em amostras

de agua surge como um complemento, visto serem amostras com menor complexidade.

3.5.1 Aplicacdo em Amostras de Urina

Uma carateristica essencial num sensor molecularmente impresso € a seletividade. Ao
longo do trabalho foi possivel provar a existéncia de cavidades no polimero do sensor, com
capacidade para efetuar a ligacdo com a NFX. Contudo, importa mostrar que essas cavidades
sdo seletivas, ou seja permitem uma interacdo apenas com as moléculas de NFX descriminando

todas as outras presentes na amostra (interferentes).

Partindo da urina como um meio complexo, foram selecionados trés interferentes que
aparecem em grandes quantidades nesta amostra, para a realizacdo dos estudos de seletividade:

Ureia, &cido ascorbico e glucose.

Para a realizacdo do estudo prepararam-se solucbes contento 0,1mM de NFX e 1mM
do respetivo interferente e analisou-se a resposta do sensor NFX de acordo com as condi¢fes
descritas anteriormente. Com isto pretendeu-se avaliar a resposta do sensor de NFX na
presenca de interferentes com uma concentragdo dez vezes maior. A resposta do sensor na
presenca de cada interferente foi comparada com a resposta normal sem interferentes e o0s

resultados forma expressos como % de recuperagdo de NFX (Figura 3.14).

50



140

120 A

FH

100 4= =— — — e ———— — — — —— — — e — —

80 1

60 -

Recuperacdo NFX / %

40 A

20 1

O £ 1 1
Ureia + NFX Acido ascérbico + NFX Glucose + NFX

Figura 3.14— Gréfico da variacdo % de recuperacdo de uma solugdo de NFX 1mM em func¢do da
presenca de interferentes com uma concentragdo 10 vezes superior.

Os resultados obtidos permitem verificar que ha ligeiras diferencas na resposta do
sensor na dete¢do de NFX. Por um lado, verifica-se que ndo ha uma diminui¢do do sinal, fato
que permite concluir que os interferentes estudados ndo blogueiam as cavidades e que estas
podem ser preenchidas pela NFX. Caso as cavidades fossem obstruidas, um menor nimero de
moléculas de NFX poderiam ligar-se ao polimero e como tal a resposta analitica seria menor.
Para a ureia verifica-se que ndo ha praticamente alteracdo da resposta. Para os outros dois
interferentes observou-se um ligeiro aumento do sinal. O potencial de oxidacdo destes dois
interferentes é bem inferior ao potencial de oxidacdo da NFX, pelo que este aumento nédo
poderé ser atribuido a oxidacdo destas moléculas. Provavelmente a presencas destas moléculas
durante a incubacdo pode alterar favoravelmente os equilibrios de ligacdo NFX com o
polimero.

E importante referir que, os interferentes encontram-se numa concentra¢io muito
elevada (dez vezes superior ao da NFX). Para concentracGes mais baixas é possivel que estas

diferencas de sinal sejam diminuidas. Estes resultados permitem afirmar que o sensor é seletivo
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na presenca destas moléculas. O pequeno aumento de sinal pode facilmente ser ultrapassado
por correcOes do efeito de matriz (diluicdo da amostra ou utilizagdo do método das adicOes

padrdo).

Posteriormente aplicou-se o sensor na dete¢do da NFX numa amostra de urina. A urina
foi previamente centrifugada de modo a remover proteinas que, pelo peso molecular elevado
podem bloquear o acesso das moléculas de NFX na superficie do sensor. Normalmente, as
concentracBes de NFX que aparecem na urina dos pacientes que tomam o farmaco sdo muito
elevadas (acima de 0,1mM). O sensor desenvolvido apresenta uma gama de linearidade bem
abaixo deste valor. Deste modo optou-se por diluir as amostras de urina, reduzindo-se efeitos
de matriz. A solucdo de incubacdo foi obtida a partir de 10% de urina e 90% de solvente de

incubacdo (agua/acetonitrilo com acido sulfarico).

Procedeu-se a incubagdo em amostras de urina (sem farmaco) e em urina dopada
previamente com 0,1mM de NFX nas condi¢Ges otimizadas anteriormente. Na figura 3.15 estdo

representados os resultados obtidos.

Verifica-se que para a amostra de urina ndo dopada ndo se verifica nenhum pico na
zona de oxidacdo da NFX, como seria de esperar. Na amostra dopada é possivel verificar o
aparecimento do pico correspondente a NFX, fato que comprova a aplicabilidade do sensor
nesta amostra. Mostrou-se claramente que foi possivel incubar e detetar a NFX na urina. Apds
a realizacdo de 3 ensaios consecutivos estimou-se uma percentagem de recuperacdo de 107%

com desvio padrdo de 1,5%.

Além disso, é possivel observar um outro pico nesta amostra com um potencial de
oxidagdo de cerca de +0,45 V, que pode estar relacionado com algum composto que também é
adsorvido a superficie do polimero. Os resultados mostram que este pico ndo interfere com a
analise da NFX. Além disso verifica-se que este pico € maior quando ndo ha NFX e diminui na
presenca da NFX. Isto permite concluir que mesmo sendo adsorvido hd uma descriminagdo

positiva para a NFX.
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Figura 3.15—- Voltamogramas relativos a aplicacdo do sensor na detegdo da NFX numa amostra de urina.

3.5.2 Aplicacdo em Amostras de Agua

Por fim testou-se ainda a detecdo da NFX em duas amostras de agua: agua da torneira
publica e de um rio. As amostras foram diluidas 50% no solvente de incubacéo e procedeu-se a
detecdo de acordo com o procedimento otimizado. Cada amostra foi dopada com 10 uM de

NFX. Os voltamogramas obtidos estdo ilustrados nas figuras 3.16 e 3.17.
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Figura 3.16— Voltamogramas relativos a aplicagdo do sensor na dete¢do de NFX numa amostra de dgua
de torneira puablica
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Figura 3.17—- Voltamogramas relativos a aplicacdo do sensor na detecdo de NFX numa amostra de agua
de rio.
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Verifica-se a detecdo com sucesso nas amostras dopadas. Para a agua da torneira
obteve-se uma taxa de recuperacdo de 103% com um desvio padrdo de 4%. Para a amostra de

agua do rio a taxa de recuperacao foi de 108% com um desvio padréo de 9%.

Em ambas as amostras foi possivel observar-se um pequeno pico nas amostras ndo
dopadas na zona da NFX. N&o é possivel concluir se este pico corresponde a NFX, sendo que
nesse caso as amostras estudadas apresentariam-se contaminadas com este farmaco, ou se pode
ser um pico relativo a um interferente desta amostra. Mais estudos teriam que ser realizados de

forma a analisar esta situagéo.
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4 Conclusoes

Neste estudo foi desenvolvido com sucesso um sensor eletroquimico para a detegdo da
NFX. A principal carateristica deste sensor é a seletividade. Tal foi conseguido recorrendo a

tecnologia de impressdo molecular.

Pode-se concluir que a impressdo molecular da NFX num polimero de pirrol formado
na superficie de um elétrodo de carbono foi conseguida com éxito. Verificaram-se claras
diferencas entre o sensor MIP e o controlo (NIP) na resposta analitica. Os estudos de
seletividade permitiram também concluir que o sensor apresenta uma descriminacao positiva
entre as moléculas de NFX e alguns interferentes. A utilizagdo de um polimero eletroativo
como o pirrol, permite a realizagcdo de uma polimerizagdo por procedimentos eletroquimicos.
Este processo é bastante simples, facil e rapido. Uma das grandes vantagens é a facil ligacdo

entre o elemento seletivo (polimero) e a transducao (superficie do elétrodo).

Além da seletividade foi também possivel aumentar a intensidade de pico de oxidacédo
da NFX recorrendo ao uso de MWCNT.

Ap0s o estudo e otimizacdo do procedimento de detecdo com o sensor desenvolvido
aplicou-se a metodologia na detecdo da NFX em amostras reais. Sendo possivel utilizar o
sensor neste tipo de amostras. A performance analitica do método, nhomeadamente o limite de
detecdo permite claramente detetar os farmacos com niveis bastante inferiores aos que

aparecem na urina. Este limite ¢ satisfatério para a avaliagdo em amostra de agua.
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A metodologia desenvolvida é de féacil utilizacdo e permite uma anélise relativamente
rapida. O procedimento de preparacdo do sensor € de baixo custo e reprodutivel. A principal
desvantagem da utilizacdo do sensor estd relacionada com a necessidade de extracdo do
farmaco apos cada analise. Este é o fator limitante em termos e tempo. O sensor apresenta
potencial para miniaturizacdo e aplicagdo em analises de rotina. Neste caso pode ser
desenvolvido sob a forma de elétrodo descartavel, modificado por exemplo, “screan printed
electrods” dado o baixo custo que apresentam. Deste modo ndo seria necessario o procedimento
de extracdo. Cada elétrodo seria usado apenas uma vez. Assim podia ser comercializado um

sensor robusto, seletivo e sensivel para a detecdo da NFX de uso bastante simples.
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