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RESUMO

MORAES, Luiza Dumont de Miranda, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro
de 2019. Método para determinacio de fluoroquinolonas em aguas usando
nanoparticulas de prata Orientadora: Renata Pereira Lopes Moreira. Coorientadores:
André Fernando de Oliveira e Alvaro Vianna Novaes de Carvalho Teixeira.

As fluoroquinolonas pertencem a uma das classes de antibidticos mais receitadas, devido
a sua atividade antibacteriana de amplo espectro, combatendo diversas infec¢des tanto
em humanos como em animais. Porém, seu uso indiscriminado e devido sua a¢do contra
variados tipos de bactérias pode gerar resisténcia bacteriana de uma forma mais
generalizada. Além do mais, podem ser absorvidas nos tecidos de animais e excretadas
em certas propor¢des, nas suas formas ndo-metabolizadas, podendo causar contaminagao
na ingestdo de alimentos cdrneos, e também ambiental. E relatada na literatura a
contaminacdo de efluentes e até dgua tratada com esses antibidticos. Portanto, neste
trabalho, propde-se um método de determinagdo de fluoroquinolonas a partir do uso de
nanoparticulas de prata (NPsAg) estabilizadas com glutationa (GSH) como nanosensores
colorimétricos para a ciprofloxacina (CIP), enrofloxacina (ENRO) e a norfloxacina
(NOR) em sistemas aquosos. As NPsAg foram estabilizadas com GSH (NPsAg-GSH) e
caracterizadas por espalhamento dinamico de luz (DLS) e espectrofotometria de absor¢ao
molecular (EAM-UV/Vis), e realizados ensaios monitorando a diminui¢ido da banda de
ressonancia plasmonica localizada de superficie (RPLS), em 400 nm, e o deslocamento
batocromico da banda de absor¢do. O método foi validado, sendo determinada a faixa
linear de trabalho na regido entre 6,94%10° a 4,17%10> mol L'! para ENRO e NOR, e de
6,94x10° a 3,47x10° mol L! para CIP. A performance analitica do método foi validada
e os resultados foram satisfatdrios, com recuperagdes entre 83,7 e 110% (exceto a CIP no
terceiro dia que obteve 73,8%) e repetitividade e precisdo intermedidria inferior a 20%.
Os limites de detec¢dao foram de 132, 139 e 143 ng/mL, e os limites de quantificagdo
foram de 399, 423 e 433 ng/mL de ciprofloxacina, norfloxacina e enrofloxacina,
respectivamente. O método foi seletivo e aplicado na determinacgdo de ciprofloxacina em
amostras de dgua tratada. Por meio dos resultados obtidos, foi possivel concluir que o

método proposto € seguro, barato, simples, rapido e de facil manuseio.

Xiv



ABSTRACT

MORAES, Luiza Dumont de Miranda, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2019. Method for determination of fluoroquinolones in waters using silver
nanoparticles. Adviser: Renata Pereira Lopes Moreira. Co-advisers: André Fernando de
Oliveira and Alvaro Vianna Novaes de Carvalho Teixeira.

Fluoroquinolones claim to be one of the most prescribed classes of antibiotics because of
their broad spectrum antibacterial activity, combating various infections in both humans
and animals. However, its indiscriminate use and due to its action against various types
of bacteria can generate bacterial resistance in a more generalized way. Moreover, they
can be absorbed in animal tissues and excreted in certain proportions, in their non-
metabolised forms, which can cause contamination in the intake of meat and also
environmental foods. It is reported in the literature the contamination of effluents and
even in treated water with this antibiotics. Therefore, in this work, is proposed a method
for the determination of fluoroquinolones from the use of silver nanoparticles (AgNPs)
stabilized with glutathione (GSH) as colorimetric nanosensors for ciprofloxacin (CIP),
enrofloxacin (ENRO) and norfloxacin (NOR) in aqueous systems. AgNPs were stabilized
with GSH (AgNPs-GSH) and characterized by Dinamic light scattering (DLS) and
Molecular absorption spectrophotometry (MAS-UV / Vis), and had been performed
assays monitoring the decrease of the localized surface plasmon resonance band (RPLS)
at 400 nm while the redshift absorption band was formed. The method was validated and
the linear working range was determined between 6,94x10¢ a 4,17x10 mol L' for
ENRO and NOR, and de 6,94x10° a 3,47x10° mol L' for CIP. The analytical
performance of the method was validated, and the results were satisfactory, with
recoveries between 83.7 and 110% (except the CIP on the third day that obtained 73.8%)
and the repeatability and intermediate accuracy of less than 20%. The limits of detection
were 132, 139 e 143 ng/mL , and the limits of quantification were 399, 423 e 433 ng mL"
! for ciprofloxacin, norfloxacin and enrofloxacin, respectively. The method was selective
and applied in the determination of ciprofloxacin in treated water samples. Through the
results obtained, it was possible to conclude that the proposed method is safe, cheap,

simple, fast and easy to handle.
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CAPITULO 1:

Introducao, Revisao da Literatura

e Objetivos




Capitulo 1. Introducdo, revisdo da literatura e objetivos

1.1. Introducao

Agua tratada ¢ um dos recursos naturais mais importantes por ser responsavel pela
manutencao da vida e da saide dos organismos vivos em geral. Nos dias atuais, entretanto,
tem causado preocupacdo de diferentes 6rgdos ambientais pela constante poluicao que
vem sofrendo. Dentre os poluentes e contaminantes presentes nos recursos hidricos,
destacam-se os Contaminantes Emergentes (CE). Os CE sao recalcitrantes e de alta
toxicidade e periculosidade ecolégica. Muitos sdo de origem antropogénica, € que nao sao
comumente monitorados e nem facilmente removidos pelos sistemas convencionais de
tratamento das ETES. Os produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais (PFCPs, do
inglés PPCPs - pharmaceuticals and personal care products) sdo os mais preocupantes
pela comunidade cientifica e pelo ptblico desde 2000, por serem distribuidos no meio

ambiente e, principalmente, por circularem pela fase aquosa (HE et al., 2016).

Os antibidticos representam uma grande classe desses produtos farmacéuticos.
Correspondem a terceira classe de medicamentos mais usados pelos seres humanos,
correspondendo a 6%, e mais de 70% para uso veterindrio (HE et al., 2016). Os
antibioticos sao usados para combater infec¢des, mas em uso veterindrio também servem
para acelerar a taxa de crescimento animal, principalmente em pecudria e aquicultura
(ADACHI et al., 2013; HE et al., 2016; RIAZ et al., 2018; VAN DOORSLAER et al.,

2014)

A resisténcia bacteriana gerada pelo uso extensivo de antibidticos € uma questao
muito importante porque ameaga a saide humana e a do nosso planeta (HE et al., 2016;
YIN et al., 2017). Ultimamente, tem acontecido muitos casos de mortes de pessoas e
animais por infeccdes causadas por superbactérias. Superbactérias geram infec¢des que

um individuo ndo consegue combater sozinho, nem com o uso de antibidticos disponiveis.

Os antibidticos da familia das fluoroquinolonas (FQs) sdao muito utilizados pelo
seu amplo espectro de acdo e elevado uso clinico (YIN et al., 2017). Eles tém sido
encontrados em dguas superficiais, lencdis fredticos, dguas residuais, esgotos, e inclusive
em muitos paises, em dgua tratada residencial (ADACHI et al., 2013; HEBERER, 2002;
VAN DOORSLAER et al., 2014; ZHANG et al., 2015). Existem alguns métodos
analiticos reportados na literatura, para determinacdo de FQs e derivados, como a

Eletroforese Capilar, Espectrofotometria de Absor¢dao Molecular UV/Vis, e variados tipos

2
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de métodos cromatograficos (AMJADI; FARZAMPOUR, 2014; CASTRIGNANO,
ERIKA; KANNAN ANDREW M; FEIL, 2018; DERAYEA et al., 2017; GUO et al.,
2016; KAMAGATE et al., 2018; SPELTINI et al., 2010; YIN et al., 2017; ZHANG et al.,
2015). Esses métodos sdo eficazes, porém demandam elevado tempo de andlise, ou sdo
instrumentos sofisticados e complicados de se manipular, ou possuem sensibilidade e
seletividade limitadas para deteccdo de pequenas quantidades de FQs em solugdes

aquosas (YIN et al., 2017).

Uma alternativa para determinacdo de FQs em dgua consiste no emprego de um
método colorimétrico empregando suspensdo de nanoparticulas de prata (NPsAg). Afinal,
as NPsAg de prata t€ém sido amplamente utilizadas, com diferentes aplicacdes na quimica,
como, por exemplo, detec¢do de diferentes tipos de analitos e como catalisadores em
reacoes (DANIEL; ASTRUC, 2004; KRUTYAKOV et al., 2008; LALIWALA et al.,
2014; LI et al., 2010; LI; CUIL; HAN, 2009; NETTO-FERREIRA, 2015; VILELA;
GONZALEZ; ESCARPA, 2012; WANG et al., 2012a, 2018a; XIONG; LI, 2008;
ZHANG; WANG, 2014; ZHANG et al., 2018). Aplicacdes em outras dreas também sao
relatadas, com ac¢do bactericida e aplica¢des biomédicas, etc (DANIEL; ASTRUC, 2004;
KRUTYAKOV et al., 2008; NETTO-FERREIRA, 2015; WANG et al., 2018a; ZHANG;
WANG, 2014). A vantagem dos métodos colorimétricos € que eles sdao simples, rapidos

e dispensam o uso de equipamentos sofisticados e complexos.

1.2. Revisao da literatura
1.2.1. Produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais (PFCPs) no meio

ambiente

Os compostos classificados como produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais
(PFCPs) consistem em cosméticos € medicamentos em geral, sendo controlados ou nio,
nutracéuticos, detergentes, perfumes, repelentes e esteroides, ou ainda usados no
agronegdcio para aprimorar o crescimento ou a saide do rebanho. A produgdo e consumo
de PFCPs estdo em continuo avanco a medida que doengas surgem e se desenvolvem

novos medicamentos, e também devido a demanda de qualidade de vida e conforto.

No mundo, sdo cerca de 5000 compostos farmacéuticos diferentes para uso
humano e veterindrio. Os farmacos sdo um amplo grupo de compostos divididos em

classes, como por exemplo, analgésicos, anti-inflamatorios, antibidticos, antiepilépticos,
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hormoénios, antidepressivos, desinfetantes e antissépticos, entre outros (VAN

DOORSLAER et al., 2014).

Em 2016, uma pesquisa verificou que um individuo brasileiro consumiu, em
média por ano, 700 doses de remédios comprados em farmécias, representando um
aumento de 42% de consumo de medicamentos em cinco anos (MAGALHAES;
WERNECK, [s.d.]). O Brasil esta entre os 10 maiores mercados farmacéuticos do
mundo. Com efeito, a producdo e o consumo de medicamentos estdo diretamente

relacionados a quantidade que € langada no meio ambiente.

Mais de 100 compostos foram detectados na rede de tratamento de dguas residuais
da Unido Europeia (ADACHI et al., 2013). A ocorréncia desses compostos no meio
ambiente esté relacionada a rede de tratamento de dguas residuais, lixiviacdo de aterros
sanitérios, residuos industriais, e por excre¢ao animal, devido ao uso de drogas e aditivos
alimentares (ADACHI et al., 2013; HEBERER, 2002). Cerca de 500 farmacos, incluindo
desinfetantes, pesticidas e antibidticos, foram usados para prevenir e tratar doencas em
aquiculturas na China (HE et al.,, 2016). Quase um milhdo de quilogramas de
oxitetraciclina e sete milhdes de quilogramas de clorotetraciclina foram utilizados para

alimentacao animal por ano (HE et al., 2016).

Estudos feitos em 12 paises, incluindo o Brasil, encontraram mais de 80
compostos farmacéuticos e inlimeros metabolitos acima do nivel de pg L}, em esgotos,
aguas de superficie e lengdis fredticos (HEBERER, 2002). Sobretudo, muitas vezes esses
dejetos ndo sdo eliminados adequadamente em redes de tratamento, mas descartados
como contaminantes diretamente no meio ambiente (HEBERER, 2002). Desses produtos
lancados no meio ambiente, entre 0s mais perigosos sao os medicamentos da classe dos

antibidticos.
1.2.2. Antibiéticos

Antibiéticos s@o substancias naturais, sintéticas ou semi-sintéticas que possuem
capacidade de inibir o crescimento ou matar bactérias. Os antibidticos podem ser
divididos em classes e dentro de cada classe, em geracdes. As classes mais utilizadas s@o
os B-lactamicos, as sulfonamidas, os furanos, as tetraciclinas, os macrolideos e as
quinolonas (HE et al., 2016). As geragdes representam a ineficiéncia dos antibidticos
frente as bactérias que anteriormente eram combatidas por eles. Ou seja, quando as

bactérias sofrem alteracdes genéticas e adquirem resisténcia aquele antibidtico, este
4
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possui sua estrutura parcialmente alterada, tornando-se um derivado daquele antibiético,

isto €, uma geragdo posterior ao antibidtico de partida.

O excessivo uso de agentes bactericidas pode aumentar a ocorréncia de resisténcia
bacteriana em casos clinicos e no meio ambiente. Bactérias submetidas por longo tempo,
mesmo a doses subterapéuticas de antibidticos, podem sofrer pressado seletiva - alteracoes
genéticas - e mudar a sensibilidade que possuia do agente microbiano no meio ambiente
(ADACHI et al., 2013; HE et al., 2016). Um exemplo disso € o caso da Escherichia coli
que possui inibicdo de crescimento suscetivel a 1-10 ug L' de fluoroquinolonas. Se essas
concentracdes estiverem presentes no meio ambiente, entdo existe uma chance de pressao
seletiva proporcional a concentragdo do farmaco, e por fim suscitar a resisténcia

bacteriana (CASTRIGNANO, ERIKA; KANNAN ANDREW M; FEIL, 2018).
1.2.2.1. Fluoroquinolonas

As fluoroquinolonas pertencem a familia das quinolonas e foram um dos
primeiros antibidticos a serem produzidos de forma totalmente sintética (REVEST;
TATTEVIN, 2014). A primeira quinolona a ser descoberta foi o dcido nalidixico (Figura
1), descoberto em 1962, em pesquisas contra maldria, e € considerada de primeira
geracio possuindo um espectro de acdio muito estreito (LLOR VILA; MAYER
PUJADAS; COTS YAGO, 2000; REVEST; TATTEVIN, 2014; RIAZ et al., 2018;
SAYIN et al., 2018; VAN DOORSLAER et al., 2014).

0 0
‘ AN ‘ OH
=
HsC N N
H3C)

Figura 1. Estrutura quimica do 4cido nalidixico (4cido 1-etil-1,4-diidro-7-metil-4-oxo-

1,8-naftiridino-3-carboxilico).

Ao final da década de 80, surgiram as primeiras fluoroquinolonas, que possuiam
um espectro mais amplo, curando além das infec¢des urindrias, também as respiratorias,
gastrointestinais, genitais, Osseas, articulares e sistémicas (LLOR VILA; MAYER

PUJADAS; COTS YAGO, 2000). A flumequina (ver estrutura no Quadro 1, pagina 7)

5
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foi a primeira quinolona monofluorada, da qual gerou o subgrupo das fluoroquinolonas
(RIAZ et al., 2018; VAN DOORSLAER et al., 2014). Nao hd um consenso ou regra
explicita na literatura de como sdo classificadas as geracdes das quinolonas, pois cada
autor classifica de uma forma. Muitos classificam cronologicamente ou de acordo com a
ineficiéncia da droga. Outros classificam conforme o espectro de a¢cdo e doencas e outros
classificam conforme as semelhangas estruturais. Entretanto, uma divisdo bem aceita € a
separacdo entre as quinolonas e as fluoroquinolonas, as quais diferem na presenca do

fldor na sua composi¢cdo (RODRIGUES-SILVA et al., 2014).

Em geral, as FQs possuem facilidade de uso por serem preferencialmente
prescritas para via oral, boa tolerabilidade, boa biodisponibilidade, difusdo celular e
amplo espectro. Por essas razdes, sdo mais prescritas que outros antibidticos (REVEST;
TATTEVIN, 2014). Sdo geralmente classificadas em diferentes geracdes baseadas no
seu espectro bactericida, sendo que as geragdes mais recentes possuem espectros mais
amplos. Para as FQs utilizadas em humanos, o nimero de geracOes varia desde a
primeira. Autores estadunidenses costumam relatar um total de quatro geragdes,
enquanto autores europeus relatam apenas trés geracdes (VAN DOORSLAER et al.,
2014).

Tabela 1. Espectro simplificado de atividade das fluoroquinolonas em auséncia de

resisténcias adquiridas (REVEST; TATTEVIN, 2014)

Bacilos gram-negativos | Enterobacterias (E. coli, Citrobacter spp., Klebsiella spp.,
Enterobacter spp., Serratia spp., Proteus spp., Salmonella
spp., Shigella spp.)

Pseudomonas spp. e Acinetobacter spp.

Campylobacter spp. e Vibrio spp. Haemophilus influenza

Cocos gram-negativos Neisseria meningitidis e N. gonorrhae Branhamella
catarrhalis

Cocos gram-positivos Staphylococcus aureus

Germes intracelulares Legionella pneumophila
Chlamydophila spp.
Mycoplasma spp.

O mecanismo de acdo das fluoroquinolonas consiste na inibi¢dao da enzima DNA-
girase, que € responsdvel pela organizagdo do cromossoma microbiano, mantendo a
estrutura helicoidal do DNA. Essa enzima também ¢ responsavel pela sintese, repara¢io

e recombinagdo do RNA bacteriano (LLOR VILA: MAYER PUJADAS: COTS YAGO,
6
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2000). As FQs também atuam na enzima topoisomerase IV como segundo alvo
(ADACHI et al., 2013). Por causa dessas atividades, as FQ s@o danosas aos organismos
vivos. Além disso, as fluoroquinolonas sdo conhecidas também como agentes

quimioterapicos (SAYIN et al., 2018).

Para uso humano, a fluoroquinolona mais comercializada € a ciprofloxacina, por
ser a mais ativa até o momento, sendo capaz de inibir cepas de Pseudomonas aeruginosa
a concentracdes inferiores a 1 ug mL"! (LLOR VILA: MAYER PUJADAS: COTS
YAGO, 2000). As fluoroquinolonas mais conhecidas sio a ciprofloxacina, a norfloxacina
e a enrofloxacina (GUO et al., 2016; HE et al., 2016), sendo a enrofloxacina para uso
exclusivo veterindrio, e as demais preferencialmente para humanos, mas também com
aplicacdo animal (HE et al., 2016; VAN DOORSLAER et al., 2014; ZHANG et al.,
2015).

Por serem as mais comuns, as FQs sdo encontradas em diversos compartimentos
do meio ambiente, principalmente, sistemas aquosos, como em aguas superficiais, lencois
fredticos, dguas residuais, esgotos, e inclusive em muitos paises, em 4gua tratada
residencial (ADACHI et al.,, 2013; HEBERER, 2002; RIAZ et al., 2018; VAN
DOORSLAER et al., 2014; ZHANG et al., 2015). Apesar do baixo potencial de adsor¢ao
das fluoroquinolonas, elas possuem boa afinidade por lodos, solos e sedimentos (RIAZ et

al., 2018; VAN DOORSLAER et al., 2014).

No Quadro 1. Estruturas, geracOes, massa molar, uso e caracteristicas das FQs
detectadas no meio ambiente (VAN DOORSLAER et al., 2014).Quadro 1, sio mostradas
algumas caracteristicas de algumas fluoroquinolonas comumente encontradas no meio

ambiente.

Quadro 1. Estruturas, geragdes, massa molar, uso e caracteristicas das FQs detectadas
no meio ambiente (VAN DOORSLAER et al., 2014).

MM

Geracao (g mol)

Uso Composicao Abreviacdo  Estrutura

1 261,30 Vet. Flumequina FLU |
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*conforme a classificagdo de geracdes do Centro Europeu de Prevengdo e Controle de Doengas
(ECDC). ** ndo pertence a nenhuma classificacdo. Adaptado de (ADRIAENSSENS et al., 2011 apud
VAN DOORSLAER et al., 2014).

1.2.2.2. Contaminacido no meio ambiente por fluoroquinolonas

As fluoroquinolonas no ambiente sofrem um processo de migracdo entre os
compartimentos da natureza, assim como qualquer outra substincia. Essas FQs podem
poluir as dguas subterraneas, dguas superficiais e dgua tratada por meio de lixiviagdo,
filtracdo e outros caminhos de migracdo e entrar na cadeia alimentar pela absorcdo e
acumulo nas lavouras, prejudicando a satide humana e dos animais (GUO et al., 2016;
HE et al., 2016; VAN DOORSLAER et al., 2014). As fontes de contaminacdo de
fluoroquinolonas mais comuns sdo hospitais, casas urbanas, industrias, fazendas de
criacdo de animais e aquicultura (HE et al., 2016; RIAZ et al., 2018; VAN DOORSLAER
et al., 2014). Sendo os hospitais, as casas urbanas e as industrias, as principais fontes para

contaminag¢do antropogénica de FQs no ambiente (RIAZ et al., 2018).

Quando as FQs s3o administradas em humanos, estas sdo metabolizadas

parcialmente, com excrecao entre 30 a 70% da férmula original do medicamento, isto &,

9
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sem a formagdo de subprodutos (REVEST; TATTEVIN, 2014; VAN DOORSLAER et
al., 2014). Outro ponto importante, que pode explicar uma deteccdo baixa de
enrofloxacina em locais onde é empregado, é o fato deste ser metabolizado
completamente em ciprofloxacina (Andreu et al., 2007 apud Van Doorslaer et al., 2014).
Sabendo que o farmaco € mais nocivo que seu subproduto, € que 0s organismos vivos
expelem para o meio ambiente, em grande parte, o firmaco na sua férmula original, e da
séria questdo da resisténcia bacteriana, € importante conhecer as fontes de contaminagao

para detec¢do do farmaco, e entdo, possibilitar a sua remediagdo no meio ambiente.

1.2.2.2.1. Fontes de aplicacao humana

Lin et. al 2009, Sim et. al 2011 e Watkinson et. al 2009 estudaram a presenca de
FQs nas bacias hidrograficas de Taipei (Taiwan), da Coréia do Sul e do sudeste de
Queensland (Austrdlia), respectivamente. Os estudos foram realizados em redes de
tratamento de 4gua em que ndo houvesse hospitais, fabricas de produtos farmacéuticos,
e fontes rurais de contaminacdo proximas. As fontes consideradas urbanas foram
referentes apenas as casas residenciais. Foram encontrados nesses locais concentracdes
que variavam de2ng L' a 14 pg L™!, com apenas 16% das amostras (n = 410) excedendo
a1l ug L' (VAN DOORSLAER et al., 2014). Na Europa, foram encontradas de 190 a
326 g/dia de contaminagdo por FQs provenientes de casas residenciais (RIAZ et al.,

2018).

Golet et al. (2001) (apud He et al 2016) analisaram FQs em efluentes na Suica e
encontraram concentragdes de ciprofloxacina e norfloxacina em contragdo de 249 a 405
ng L' e de 45 a 120 ng L', respectivamente. Também foram identificadas pelos autores

altas concentragdes de FQs em efluentes hospitalares.

Em hospitais na China, Noruega e Suica, foram encontradas 0,3 a 29 g/dia em
fluxo de fluoroquinolonas em efluentes (RIAZ et al., 2018). De acordo com Van
Doorslaer et al., de 148 hospitais na China, foram encontradas concentracdes entre 3 ng
L' e 240 pg L', com mais de 60% do conjunto de dados excedendo 1 ug L. As
fluoroquinolonas mais detectadas foram ciprofloxacina, norfloxacina e levofloxacina
(VAN DOORSLAER et al., 2014). No caso de hospitais, apenas as FQs de uso humano

€ que sao detectadas.
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Da literatura revisada por Van Doorslaer et al., as concentracdes de FQs de
efluentes proximos a industrias farmacéuticas na Croécia, Holanda e Taiwan variaram
de 6 ng L™" até 31 mg L' (BABIC et al., 2010; LIN; YU; LIN, 2008; SIM et al., 2011;
WALRAVEN; LAANE, 2009). A média das concentracdes de ofloxacina, norfloxacina
e ciprofloxacina nas dguas residuais dessas fabricas foram de 103 pg L', 270 pg L' e
49 mg L', respectivamente. No Paquistdo, foram reportadas trés espécies de
fluoroquinolonas detectadas em concentracdes em torno de 40 a 60 pg L', Na India, um
total de 46 kg/dia contendo ciprofloxacina, norfloxacina, lomofloxacina e ofloxacina

lancados em efluentes proximos a 90 industrias (RIAZ et al., 2018).

1.2.2.2.2. Fontes de aplicacao veterinaria

Os despojos que sdo gerados da criacdo animal e pecudria sio compostos por
dguas residuais e excremento dos animais. Segundo a revisao feita por Van Doorslaer et
al, foram encontrados em aguas residuais de animais, concentracoes de 63 ng L!'a585
ng L! de enrofloxacina, norfloxacina, ofloxacina e ciprofloxacina (SIM et al., 2011). Em
estrume de animais foram encontrados um faixa de 5,3 pg kg™ até 1,4 gkg ' de FQs. Em
oito provincias da China foram encontradas, em excrementos de frango, porco, e vacas
concentragdes entre 1 e 5 mg kg! de FQs (ZHAO; DONG; WANG, 2010). A
enrofloxacina € mais especificamente administrada em frangos e perus, e foram
encontradas concentra¢cdes maximas de 2,8 e 8,3 mg kg_l nas amostras de tecidos dessas
aves. No Brasil, foram encontrados enrofloxacina, ciprofloxacina e norfloxacina em
frangos nas concentracdes de 6,7 mg kg !, 1,4 mg kg ' e 2,6 mg kg !, respectivamente

(MARTINEZ-CARBALLO et al., 2007).

Além da criacdo de animais terrestres, existem também as aquiculturas, que
consistem na criacdo de peixes, caranguejos, camardes, mexilhoes etc. Samueisen et al
(apud He et al) reportaram que apenas 20-30% dos antibioticos usados na aquicultura
foram absorvidos por peixes e 70-80% ficaram dispersos na dgua. Nie et al (apud He et
al) realizaram um estudo sobre a poluicdo no delta do Pearl River (China) e detectaram
concentracdes de norfloxacina, ciprofloxacina e enrofloxacina em sedimentos de
piscicultura na dgua doce de 5,03 a 13,28 ng g!, 3,64 29,32 ngg' e 0a 7,13 ng g,
respectivamente. Em 4gua maritima, esses autores encontraram de 1,88 a 8,81 ng g”!' de
norfloxacina e 0 a 1,09 ng g! de ciprofloxacina. Ainda nesse estudo, os autores

encontraram concentra¢des de norfloxacina, ciprofloxacina e enrofloxacina em musculos
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e figado de peixes de 1,95 a 100,54 ng g!, 0,48 a 33,26 ng g' e 1,18 a 51,89 ng g,

respectivamente.

1.2.3. Informacdes técnicas

Neste trabalho serdo estudadas trés fluoroquinolonas, a norfloxacina, a
ciprofloxacina e a enrofloxacina. Abaixo serdo apresentadas algumas informagdes

técnicas e curiosidades a respeito desses farmacos.

1.2.3.1. Norfloxacina (NOR)

0] acido 1-etil-6-fluor-1,4-dihidro-7-(1-piperazinil)-4-oxoquinolona-3-
carboxilico, conhecida comercialmente como norfloxacina (Quadro 2), foi a primeira
fluoroquinolona desenvolvida, no ano de 1978. Por isso alguns autores ainda a
classificam como primeira geracdo, mas a grande maioria a classifica como segunda

geragdo, devido a sua semelhanca estrutural com a ciprofloxacina.

Quadro 2. Propriedades fisico-quimicas da norfloxacina (NOR)

Estrutura quimica Propriedades fisico-quimicas

-Formula empirica: C16H1sFN30s.

-Massa molar: 319,34 g mol’!

n

oH | -Aparéncia: solido de cor amarelo pélido
‘ -Solubilidade: A NOR ¢ altamente solivel em
@ J acido acético e 4cido cloridrico e ligeiramente
HsC soluvel em etanol, metanol e dgua (assim como

a enrofloxacina e a ciprofloxacina).

Esse composto possui maior meia-vida, menos ligacdo as proteinas e melhor
atividade contra bactérias gram-negativas que seus predecessores, tendo uma difusio
sist€tmica limitada e, portanto, uma excelente concentracdo urindria sendo
preferencialmente prescrita para casos de cistites (BALL, 2006; CUPRYS et al., 2018;
REVEST; TATTEVIN, 2014)

1.2.3.2. Ciprofloxacina (CIP)

O é4cido 1-ciclopropil-6-fluor-1,4-dihidro-7-(piperazinil)-4-oxoquinolona-3-
carboxilico (Quadro 3) é conhecido como ciprofloxacina. Comercialmente, € uma das
12
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mais potentes fluoroquinolonas atualmente disponiveis contra bactérias gram-negativas.
Tem boa biodisponibilidade, de aproximadamente 70%, sendo muito eficiente no
tratamento de infec¢des do trato urindrio (ITU), prostatites, gastroenterites, (Doengas
sexualmente transmissiveis (DSTs), entre outras (BALL, 2006; CUPRYS et al., 2018;
LLOR VILA; MAYER PUJADAS; COTS YAGO, 2000; REVEST; TATTEVIN, 2014).

A CIP € a fluoroquinolona mais prescrita e usada como composto referéncia da
familia das fluoroquinolonas (ADRIAENSSENS et al., 2011). Sua estrutura molecular
se assemelha a da norfloxacina com a diferenca de possuir um grupo ciclopropil ligado

ao nitrogénio da posi¢do 1 (CUPRYS et al., 2018).

Quadro 3. Propriedades fisico-quimicas da ciprofloxacina (CIP)

Estrutura quimica Propriedades fisico-quimicas

-Férmula empirica: C17Hi1sFN30O3 ou na forma
de cloridrato: C17H1sFN3O3HCI*H>0

-Massa molar: 331,34 g mol’!

-Aparéncia: s6lido de cor amarelo-pélido a
branco

-Solubilidade: Semelhante a da NOR (Quadro
2)

1.2.3.3. Enrofloxacina (ENRO)

A enrofloxacina (Quadro 4) ou écido 1-ciclopropil-6-fluor-1,4-dihidro-7-(4-etil-
1-piperazinil)-4-oxoquinolona-3-carboxilico € uma fluoroquinolona de uso exclusivo em
medicina veterindria que possui excelente atividade contra as bactérias gram-positivas e
gram-negativas (CUPRYS et al., 2018). Cada espécie animal apresenta um metabolismo
diferente, ocorrendo muitas vezes biotransformacdo e eliminagdo na forma de

ciprofloxacina (CUPRYS et al., 2018; VAN DOORSLAER et al., 2014).

13
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Quadro 4. Propriedades fisico-quimicas da enrofloxacina (ENRO)

Estrutura quimica Propriedades fisico-quimicas
o o Férmula empirica: C19H2FN303
F oH | Massa molar: 359,39 g mol!
| Aparéncia: s6lido de cor branca
O g Solubilidade: Semelhante a da NOR e CIP
(Quadro 2 e 3)
CHy

Diante de tudo que foi mencionado sobre as FQs, apresentando dados de
contaminacdo do meio ambiente, especialmente em fase aquosa, percebe-se a
importancia de detectar e quantificar esses contaminantes para realizar o tratamento das
dguas. Nesse sentido, as nanoparticulas metdlicas vém atraindo a atencdo de
pesquisadores nos ultimos anos, que as utilizam como nanosensores de diferentes

compostos como serd relatado no proximo item.

1.2.3. Nanoparticulas metalicas

A nanociéncia tem se desenvolvido consideravelmente nos ultimos anos e, com
1sso, muito tem se investido em pesquisas de novos nanomateriais mais estaveis,
resistentes e que possam ser utilizados em diferentes aplicacdes. As nanoparticulas
metalicas (NPs), por exemplo, sdo conhecidas desde a antiguidade. Hoje em dia tem sido
utilizadas amplamente em aplicacdes biomédicas, magnéticas, eletrOnicas, cataliticas,
analiticas, absortivas, ambiental, alimenticia, etc (ARAGAY; PINO; MERKOCI, 2012;
ASSIS et al., 2012; BARRATT, 2000; CARRENO et al., 2002; SOUZA; MOHALLEM,;
SOUSA, 2011). A versatilidade das NPs metalicas é devido as suas caracteristicas e
propriedades na escala nano, que sdo diferentes de quando estdo na sua forma macro
(“bulk”). Por exemplo, as NPs possuem maiores dreas superficiais especificas,
propriedades Opticas especificas, pontos de fusdo mais baixos, resisténcias mecanicas e

magnetizagdes.

Apesar do desenvolvimento tecnoldgico, existem ainda grandes desafios a serem
superados. Um desses desafios € fazer com que as nanoparticulas metdlicas sejam
capazes de se manter estaveis por longos periodos de tempo, sem que haja perda de suas
propriedades, ou modificagdes estruturais, ja que as NPs sdo termodinamicamente

instaveis e tem a tendéncia natural de se agregar. Dessa maneira, existe uma intensa busca
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por novos métodos de sintese e funcionalizacdo dessas NPs, a fim de aumentar a sua

estabilidade quimica.

Existem dois métodos de sintese de nanoparticulas: o método Top-down — de
“cima para baixo”; e o Bottom-up — de “baixo para cima”. O primeiro refere-se a técnicas
que comecam a partir do macro para o nano, enquanto o segundo comeca a partir de
atomos e fons ou moléculas para o nano. No esquema a seguir, sdo apresentadas algumas

metodologias mais comuns para sintese de nanoparticulas.

substancia

| (
Top-down Bottomﬂ
Método em
fase solida
Métodos em Métodos em
| Fase Liquida Fase Sdlida
Sistema de Método Método Liga
( Moagem ‘ Mecanoquimico ] [ |

{ Refinagdo dos graos de uma J

Mecanica

Métodos Métodos Métodos
Liquido/Liquido Sedimentagdo Fisicos

. - Supercritico - Sol-Gel/Sol/Gel - Deposicdo Fisica - Deposi¢do
Seca Umida - Sintese Solvotérmica - Coprecipitagdo de Vapor (Plasma, Quimica de Vapor

- Moinhos
- Onda Ultrasonica

Quimicos

‘ Métodos

- Pirolise (spray) - Precipitagdo Hidrdlise de chama, - Decomposigdo
- Método de Redugio Alcalina I‘:i:f}dmem Induzido, Térmica de Vapor
Indireta (Fotoreacio, raios gama, - Hidrolise

ultrassbnica) - Quimica Coloidal

- Método de Redugdo
Quimica (Poliol, 4cidos organicos,
aguicar, boroidreto de sodio)

Figura 2. Esquema dos tipos de sinteses de nanomateriais (Adaptado de HORIKOSHI;
SERPONE, 2016)

O método Bottom-up € mais utilizado e apresenta processos de nucleagdo e
crescimento das NPs que governam o tamanho e a morfologia delas. Entretanto, algumas
dificuldades surgem no processo como controlar o tamanho das particulas, cessar o
crescimento delas por agregacdo e purificar o material final, por causa de produtos da

reacdo indesejaveis que ficam presentes apos a sintese.

O que define uma técnica mais apropriada para sintese do que a outra € aquela que
apresenta algumas condi¢des como maior reprodutibilidade, boa capacidade de controle
de tamanho, distribui¢do de tamanhos, distribui¢do da composi¢do quimica, forma

desejada, entre outros. Outros parametros também sdao importantes, como menor
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quantidade de subprodutos reacionais gerados, alta pureza das NPs, controle da cinética

de agregacio, estabilizacao.
1.2.3.4. Ressonancia plasmonica localizada de superficie (RPLS)

As nanoparticulas metélicas (NPs) apresentam muitas propriedades anisotrépicas
interessantes. Um exemplo de uma propriedade 6tica anisotropica é a ressonancia
plasmonica de superficie, que consiste na oscilagao de plasma. O conceito de plasma foi
primeiramente descrito por Langmuir (1928) e é definido como sendo um grande nimero

de fons positivos e elétrons livres, totalizando uma carga nula.

A oscilagdo de plasma ocorre em alguns materiais metélicos devido ao fato de que
os metais possuem elétrons na banda de condugdo e que, portanto, sao praticamente livres
para se moverem na superficie do material formando, assim, um sistema de fons positivos
formadores da rede cristalina. Na superficie do material ocorre uma ressonancia desses
elétrons condutores quando uma radiagdo eletromagnética adequada atinge essa
superficie. O plasmon € definido como sendo o quantum correspondente a oscilagdo de

plasma.

Quando as dimensdes de um condutor sdo reduzidas, como o caso das
nanoparticulas - particulas de dimensdes menores que o comprimento de onda da luz,
efeitos de superficie sdo muito importantes. Por essa razdo, propriedades 6ticas de NPs
metdlicas sdo dominadas pela ressonincia plasmonica com a radiacdo eletromagnética
incidente e o fendmeno é, entdo, chamado de Ressondncia Plasmonica de Superficie
Localizada (RPLS). Por outro lado, a ressondncia plasmonica também pode ocorrer com
filmes e fios, em que a propagagdo no meio € planar/linear, e possuem dimensdes maiores
que o comprimento de onda da luz. Neste caso, o fendbmeno € chamado de ressonancia
plasmonica de superficie de poldritons (BENSON, 2011; GARCIA, 2011a; GERBER et
al.,, 2017; JACKSON; MOAKES, 2000; MARZA; M, 2006). Ambos constituem
fendmenos de superficie plasmonica (SP) nos quais a luz propaga-se na interface entre o

metal e o meio dielétrico.

O estudo sobre SP comecou em 1908, quando um fisico alemdo chamado Gustav
Mie, publicou seu trabalho pioneiro explicando as propriedades oticas de coldides
metalicos. Ele propos algumas condi¢des de contorno para as equagdes de Maxwell para
absorc¢do e dispersao da radiacdo eletromagnética por esferas de pequenas dimensdes, ou

seja, estabeleceu relagdes entre a absortividade dessas particulas e suas condi¢des fisico-
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quimicas (MARTINS; TRINDADE, 2012). A teoria de Mie apresenta um modelo no
qual é necessdrio considerar que as particulas sejam esféricas de tamanho uniforme,
circundadas por um meio dielétrico real e em concentracdes diluidas (as distancias entre
as particulas sejam grandes) (GARCIA, 2011a; MARZA; M, 2006). Outros modelos,
entretanto, ja consideram estruturas mais complexas (nano bastdes, primas, etc),
dispersdes coloidais mais concentradas, particulas de tamanhos maiores que os
comprimentos de onda da luz, etc. (MARZA; hoener). Esses modelos sdo descritos por
equacdes matemdticas complexas, que fogem o escopo deste trabalho. Entretanto, é
possivel compreender o efeito de RPLS por meio de figuras esquematicas, e porque
determinados eventos influenciam esse fendmeno nas nanoparticulas. Para isso,

consideremos que as nanoparticulas sejam esféricas.

Uma nanoparticula metélica pode ser descrita como uma rede de nicleos i6nicos,
com elétrons de conducdo movendo-se quase livremente dentro da NP (gases de
elétrons), como mostrado na Figura 3. Quando a particula € iluminada, o campo elétrico
da luz exerce uma forca sobre esses elétrons de condu¢do, movendo-os em direcido a
superficie da NP. Como esses elétrons estdo confinados dentro da NP, € gerado um dipolo
elétrico na particula esférica. Esse dipolo gera um campo elétrico oposto dentro da NP
ao da luz incidida, criando uma forga restauradora, que forcard os elétrons a retornarem
a posicdo de equilibrio (Figura 3)'. Quanto maior o deslocamento de elétrons, maior o
dipolo elétrico e, consequentemente, maior a forca restauradora. Acontece que oOs
elétrons passam a oscilar em uma determinada frequéncia (e isso depende da forca
restauradora e caracteristicas da nanoparticula que determinam a amplitude e a fase) de

forma coerente com a luz incidida.

! Na figura 3, as esferas escuras representam os nicleos atdbmicos do metal, e os elétrons sdo representados
pelas esferas menores que se deslocam para cima, formando o dipolo na NP esférica que por sua vez é
representada pela esfera grande cinza.
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Figura 3. Esquema da interacdo de luz com uma NP metélica (Adaptado de GARCIA,
2011).

A amplitude da oscilacio serd maxima para essa frequéncia (frequéncia
ressonante), chamada frequéncia plasmonica. A ressonancia plasmonica ocorre quando
a amplitude aumenta devido a superposic@o construtiva entre a radiacao eletromagnética
e a oscilacdo dos elétrons na superficie da NP, que pode ser visualizada no espectro
(Figura 4). A oscilacdo dos elétrons implica num aumento da energia cinética deles e,
assim, um aumento na energia eletrostdtica do dipolo proveniente da luz incidente, que
pela conservacdo da energia, extingue parcialmente a luz (parcialmente, porque os
elétrons sofrem amortecimentos e nem sempre sdo excitados pela luz). Quanto maior a
excitacdo dos elétrons, maior a extincdo da luz. Dessa forma € possivel observar a
excitacdo de plasmons em um espectro de absorcdo como serd mostrado na pagina 22

(Figura 4) (GARCIA, 2011a; HOENER et al., 2018; ZHANG et al., 2018).

A exting¢do da luz ocorre por absorcdo e espalhamento dela. A capacidade de
extin¢do da luz é medida pelo coeficiente de extincdo (absortividade) e representa a
eficiéncia com que uma particula remove fétons de um feixe incidente. Quando um feixe
incide perpendicularmente numa NP, esta absorve esses fétons através dos elétrons que
se tornam excitados numa 4rea que corresponde a secdo transversal de absorcao, que € a
secdo transversal geométrica da particula opaca. Entretanto particulas reais, também
ocorrem processos de espalhamento, em que os fétons sdo espalhados ao atingirem uma
secdo transversal quantica, sem de fato atingir a secdo geométrica da particula. Essas
duas dreas combinadas descrevem o processo de extin¢cdo da luz numa nanoparticula,

sendo a drea de incidéncia da luz chamada de se¢do transversal de exting¢ao.

A secdo transversal de extingdo € maior que a se¢ao geométrica da particula opaca,
por isso algumas nanoparticulas metélicas sdo capazes de absorver e principalmente
espalhar fétons tdo eficientemente e possuem altos coeficientes de absortividade. Por isso

NPs metalicas podem ser usadas, como nanosensores colorimétricos.
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O fenomeno de ressondncia plasmdnica € muito influencidvel por pequenas
variagcdes no ambiente (BALAVANDY et al., 2014; IRANIFAM, 2016; JACKSON;
MOAKES, 2000; MOHAMMADI; KHAYATIAN, 2017; NETTO-FERREIRA, 2015;
VILELA; GONZALEZ; ESCARPA, 2012) e, por isso, existem diferentes modelos para
descrever o comportamento 6tico das nanoparticulas. Alguns efeitos que influenciam na

Ressonancia Plasmonica sdo descritos nos proximos itens.

Tamanho da particula

Em NPs pequenas, com raio de até ~ 50 nm, o amortecimento dos elétrons reduz
a intensidade e aumenta a largura da banda de ressonéncia, e gera uma leve diminuicao
na frequéncia de oscilagdao dos elétrons da NP (maiores comprimentos de onda). O
amortecimento, que reduz o efeito de ressonancia, pode ser causado por dois motivos:
um intrinseco e outro extrinseco. O motivo intrinseco € devido a natureza do metal e sua
estrutura cristalina, que determina o caminho livre dos elétrons para oscilarem. O motivo
extrinseco estd relacionado ao amortecimento dos elétrons por espalhamentos na
superficie da NP. De fato, quanto maior a NP, maior o caminho livre dos elétrons na
superficie da NP (porque se torna maior a superficie) e menor o amortecimento dos
elétrons. Logo, a intensidade e a largura da absorcdo de ressondncia aumentam com o
aumento da NP (até determinado ponto; enquanto ainda for uma NP e ndo uma particula)
e se desloca levemente para comprimentos de onda maiores (GARCIA, 2011b; HOENER
et al., 2018; ZHANG et al., 2018).

Essas observacdes podem ser visualizadas a partir da férmula a seguir
(Equagdo 1), que calcula o amortecimento dos elétrons como se fosse um oscilador
harmonico, em que o primeiro termo representa o fator intrinseco, € o segundo termo o

fator extrinseco:

UF

Y=7Yot+A4 I;TF, emaque: Yo =7- Equacdo 1 (GARCIA, 2011a)

y = representa o amortecimento total dos elétrons

Yo = representa o amortecimento dos elétrons oscilantes na superficie das NPs de

forma intrinseca;
vr = velocidade de Fermi (velocidade de condugdo dos elétrons);

l., = caminho livre no metal;
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A = é um fator fenomenoldgico que depende de algumas caracteristicas da
superficie (tensdo, qualidade do cristal, facetas, espécies que envolvem a NP, etc)

(GRIGORCHUK, 2018; MOROZ, 2008);
R = é oraio da NP.

Para esta faixa de tamanho (~ 50 nm), podemos supor que a NP é adequadamente
descrita por um dipolo dielétrico. Para particulas de tamanhos maiores niao sao
consideradas mais dipolos, e sim multipolos e outras consideracdes a mais sdo feitas, mas

ndo serdao abordadas neste trabalho.

Dispersdao de tamanhos

Quanto maior a dispersdo de tamanho das NPs, maior a largura da banda
espectral. Garcia (2011) apresenta duas dispersdes coloidais de prata, com distribui¢des
de tamanho de 10+4,2 nm, e outra de 10 +8,5 nm. A banda espectral da primeira € trés

vezes mais estreita que a segunda, por haver menores variacdes de tamanhos.
Formas

Em nanoparticulas esféricas, a ressonincia plasmonica ndo depende da direcdo e
o angulo de incidéncia da luz, por se tratar de uma forma geométrica esférica. Entretanto,
para formas mais complexas o efeito de ressondncia também se torna mais complexo.
Para um nanobastdo, que é um exemplo mais simples de ilustrar esse efeito: o acimulo
de carga na superficie do NP sera diferente para as oscilacdes de elétrons ao longo do
eixo da haste (plasmons longitudinais) e ao longo de uma dire¢do perpendicular
(plasmons transversais). Devido a esses dois modos de interagdes com a luz € comum
ver duas bandas no espectro’. Em geral, desvios na esfericidade da NP desloca a banda
de ressondncia para comprimentos de onda maiores (GARCIA, 2011a; KELLY et al.,
2003; MARTINS; TRINDADE, 2012; MARZA; M, 2006; ZHANG et al., 2018).

2 O actimulo de carga é menor para os plasmons longitudinais que os transversais, e a for¢a restauradora é
diretamente proporcional ao acimulo de carga, resultando, portanto, em frequéncias menores. Os plasmons
transversais ficam quase na mesma posicdo das bandas de ressonancia esféricas no espectro (GARCIA,
2011a; KELLY et al., 2003; MARTINS; TRINDADE, 2012).
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Meio circundante

Quanto maior a constante dielétrica do meio, maior o efeito nos plasmons de
superficie, levando a deslocamentos de banda para comprimentos de onda maiores e
aumento da intensidade da ressonancia (aumento da absorbancia). Isso porque durante a
excitacdo dos plasmons de superficie, ocorre um acimulo de carga na interface da NP e
do meio circundante, polarizando também o meio dielétrico de forma a compensar
parcialmente a polariza¢do na NP. Isso gera uma redugdo de carga que depende da funcio
dielétrica do meio® (GARCIA, 2011a; HOENER et al., 2018; KELLY et al., 2003).
Ligac¢des superficiais modificam as condicdes de oscilagdo dos elétrons (modificacdo da
configuragdo eletronica da NP) gerando variacdes no espectro de plasmons de superficie,
como ocorre quando se utiliza agentes estabilizantes ou as NPs interagem com moléculas

distintas.

Efeitos das interacoes com NPs:

Considerando o que foi explicado no item anterior, quanto mais proximas as NPs
estiverem umas das outras, maior a influéncia que os campos elétricos das NPs fardo
umas sobre as outras. Em geral, a interacdo das interparticulas gera deslocamento
batocromico da banda de ressonancia aumentando a largura do pico. Isso porque a
influéncia dos campos elétricos diminui com a distancia. Cada NP gera um campo
elétrico pela excitacdo dos plasmons e a distancia entre elas no meio nao € uniforme, isso
faz com que uma interfira na outra de forma diferente, apresentando significativas
variagOes de amplitude. O aumento da largura do pico (variagdes na amplitude) € devido
ao fato que as NPs ndo estdo sob um mesmo campo elétrico resultante, mas sim ao
movimento heterogéneo de elétrons nas NPs (aumento das forgas elétricas) que
amortecem as oscilagdes (como foi visto, o amortecimento leva a frequéncias menores,

isto é, comprimento de onda maiores (GARCIA, 2011a; HOENER et al., 2018).

1.2.3.5. Nanosensores de prata (NPsAg)

N

Metais nobres que apresentam resisténcia a corrosdo e oxidacdo, apresentam

Ressonancia Plasmonica de Superficie (RPS), como € o caso da prata. Tal fendmeno esté

8 Ao reduzir a carga na superficie da NP, reduz a forca restauradora, diminuindo também a frequéncia
ressonante, levando a aumento de intensidade (absorbancia) e maiores comprimentos de onda.
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associado as bandas de absor¢do caracteristicas na regido visivel do espectro. Na Figura
4, a banda caracteristica de NPsAg pode ser observada, com um comprimento de onda
maximo em 400 nm. Dessa forma, a suspensao coloidal de NPs de prata e ouro, que sao
as mais comuns, possuem cores intensas e brilhantes, o que ndo ocorre na forma macro
desses elementos. Também ¢ relatado que outras nanoparticulas de metais nobres sdo
utilizadas, a platina e cobre também sdo exemplos em que a ressondncia ocorre dentro
da faixa visivel no espectro por transi¢des de banda d-d (GARCIA, 2011a; IRANIFAM,
2016; MARZA; M, 2006; NETTO-FERREIRA, 2015; PEREZ-JUSTE et al., 2005;
WANG et al., 2018b)

Absorbancia (u.a.)

350 400 450 500 550
Comprimento de onda (nm)

Figura 4: Espectro de absorcao optica correspondente a NPs de prata de 10 nm (Adaptado
de GARCIA, 2011).

Como fo1 visto na se¢do anterior, o fendmeno de ressonancia dependente do
tamanho e forma das NPs, constante dielétrica do meio dispersante e temperatura
(BALAVANDY et al., 2014; IRANIFAM, 2016; JACKSON; MOAKES, 2000;
MOHAMMADI; KHAYATIAN, 2017; NETTO-FERREIRA, 2015; VILELA;
GONZALEZ; ESCARPA, 2012). Com efeito, modificacdes na estrutura das NPs altera
a cor observada das suspensdes coloidais (comprimento de onda maximo de absorcdo da
banda plasmonica e a sua largura). As NPsAg apresentam sua solugdo coloidal de uma
cor amarelo-dourada (400 nm). Com a variacdo do tamanho das particulas, as cores

podem variar para laranja, rosa e violeta, como mostrado na Figura 5.
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(a) (b)
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Figura 5. (a) Suspensdes coloidais de nanoparticulas de prata apresentando variagdes de
cores em funcdo do tamanho das nanoparticulas. (b) Espectros de absorcdo para as

suspensoes coloidais de NPsAg em (a) (Adaptado de MURPHY; JANA, 2002).

As nanoparticulas de prata (NPsAg) destacam-se devido a esse efeito de
ressonancia plasmonica de superficie (RPS), que possui muitas aplicacdes em quimica
analitica, na deteccdo de diversas substincias, em diversas dreas (AMJADI;
FARZAMPOUR, 2014; FERNANDEZ-LODEIRO et al., 2014; HUANG et al., 2017;
IRANIFAM, 2016; LIU; LU; ZHU, 2011; ROHIT; KAILASA, 2014; VILELA;
GONZALEZ; ESCARPA, 2012; WANG et al., 2012b, 2017; WANG; XUE; JIANG,
2011; ZHANG; WANG, 2014; ZHAO et al., 2017). Com esses nanosensores de prata é
possivel identificar concentracdes muito baixas de analitos. Por exemplo, WANG et al.
(2012b) utilizaram NPsAg estabilizadas com glutationa para detec¢do de Hg>*, em partes
por bilhdo, (0,02 ppb) seletivamente na presenga de outros ctions como Cd**, Zn>* ,Fe**
e Pb**. YIN et al.(2017) desenvolveram um método usando NPsAg estabilizadas com jB-
ciclodextrina capazes de aumentar a fluorescéncia de fluoroquinolonas, e assim foi
possivel quantificd-las em solu¢des aquosas. Os limites de detecc@o da ciprofloxacina,
enrofloxacina e lomofloxacina foi de, respectivamente, 170; 13 e 25 pg L', enquanto
que esses resultados obtidos com nanoparticulas de prata foram de 90; 5 ¢ 6 pg L,

mostrando que a presenca de NPsAg torna o método fluorimétrico mais sensivel.

1.2.3.6. Suspensao coloidal de NPsAg

Em uma suspensao coloidal pode ocorrer alguns tipos de interacdes de superficie
como as coulombianas (interagdo repulsiva de duplas camadas de carga e, interacdo de

moléculas de solvente - solvatacdo), as interacdes atrativas de van der Waals, e as de
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repulsdo estérica. A estabilizacdo dessas suspensdes pode ser explicada por meio da teoria
DVLO (sigla que se refere as iniciais de seus autores, Derjaguin, Verway, Landau e
Overbeek). Esta teoria descreve a estabilidade de dispersdes coloidais, propondo que suas
atmosferas i0nicas comecam a se sobrepor e uma forca de repulsio é desenvolvida, isto
€, essas forcas repulsivas geram uma barreira energética impedindo que particulas se
aproximem e se agreguem. Entretanto, quando particulas possuem energia suficiente para
romper esta barreira energética, a forca resultante € atrativa e permite que se unam
irreversivelmente. No caso das NPsAg, a dispersdo torna-se acinzentada ao flocularem,
sem aquela coloragdo amarela caracteristica da prata coloidal, devido ao fim do efeito
plasmonico com o consequente crescimento das particulas (DEHGHAN MONFARED et
al., 2015; HOTZA; KERAMIK, 1997; MIKELONIS; YOUN; LAWLER, 2016).

Desse modo, o preparo de uma suspensdo coloidal de NPsAg utiliza excesso de
borohidreto, de modo que esses anions solvatam as nanoparticulas de prata, ou se
adsorvam as suas superficies positivas, tornando-as mais estdveis em solucdo aquosa,
através de uma estabilizagdo eletrostiatica (MARTINS; TRINDADE, 2012; MELO et al.,
2012; SOLOMON et al., 2007; VILELA; GONZALEZ; ESCARPA, 2012; XU et al.,

2011), conforme mostrado no esquema da Figura 6.

BH, B4 BH,
BH4 BH,
- f n~p ;
° BH, H4 BH, BH, Ag BH,
°% _— BH, £ B BH N BH,
° abH, 2 NP - BH, BH,
nAg » BH Ag BH, * BH, !
o 4 ) BH,- BH,
o QH BH, BH, .
o 4 _ BHa BH, BH,
BH, )
BH, BH,
BH, NP BH,
Ag BH,
BH, Wy
BH, ~ BHy

Figura 6. Representacido esquemadtica da estabilizacdo das NPsAg por forgas repulsivas

devido a presenca de fons borohidreto (Adaptado de SOLOMON et al., 2007).

Por isso, existe uma variedade de agentes redutores que sao utilizados na sintese
de nanoparticulas de metais nobres devido a estabilizacdo eletrostdtica e/ou estérica
(DANIEL; ASTRUC, 2004; DERAYEA et al.,, 2017; HOTZA; KERAMIK, 1997;
LALIWALA et al.,, 2014). Observacoes semelhantes foram feitas em sinteses que
continham agentes redutores como o NaBH4, NH>OH, N>Hi, (CH3)NH-BH3, Ho,
formaldeido, formamida, reagente de Tollens, etilenoglicol, etanol, citrato, anilina,

polianilina, acido ascérbico, quitosana, glicose, etc (AHMAD et al., 2011; HENGLEIN;
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GIERSIG, 1999; HUANG; YANG, 2004; KRUTYAKOV et al., 2008; SHAMELI et al.,
2011; YIN et al., 2017)

1.2.3.7. Estabilizantes de NPsAg

Existem diversos agentes estabilizantes ou protetores que contribuem para
estabilizacdo das nanoparticulas. Entre eles destacam-se as aminas, agucares,
surfactantes, tidis, polimeros, dendrimeros, biomoléculas etc. Podem estar presentes em
solucdes aquosas, solventes organicos ou em filmes (NETTO-FERREIRA, 2015;
VILELA; GONZALEZ; ESCARPA, 2012).

Os tidis (ou tiocompostos) sa3o compostos muito interessantes na interagdo com
NPs metdlicas. A literatura traz diversas aplicacdes como desagregacdo de
nanoparticulas (LI; CUIL; HAN, 2009; L1 et al., 2011; UEHARA; OOKUBO; SHIMIZU,
2010; VILELA; GONZALEZ; ESCARPA, 2012), controle de crescimento de NPs
(JANA; GEARHEART; MURPHY, 2001a, 2001b; ZHANG; WANG, 2014),
funcionalizador de nanoparticulas (WANG et al., 2012b, apresentando alta seletividade
para cations metdlicos) e a principal delas passivador de superficies de NPs
(estabilizador) (BALAVANDY et al.,, 2014; OLIVEIRA et al.,, 2005; VILELA;
GONZALEZ; ESCARPA, 2012; WANG et al., 2017). Existem variados tipos de
interacdo que esses compostos t€ém com nanoparticulas de ouro e prata, para identificacao

de diferentes analitos.

Os grupos tidis ligam-se a superficie das nanoparticulas, enquanto que grupos
organicos variados interagem preferivelmente com os analitos. Alguns métodos
analiticos utilizam ligagdes do tipo host guest (VILELA; GONZALEZ; ESCARPA,
2012), interagdes m-m ou cation-mt (LI et al., 2010; RAJAMANIKANDAN;
ILANCHELIAN, 2017), interacdes eletrostiticas e até ligacdes de hidrogénio
(MOHAMMADI; KHAYATIAN, 2017; UEHARA; OOKUBO; SHIMIZU, 2010).
Essas ligacOes entre a NP estabilizada e os analitos possibilitam uma alteracio na cor do
sistema, tornando possivel o desenvolvimento de métodos baseados em cor

(LALIWALA et al., 2014; ROHIT; KAILASA, 2014).

A glutationa (GSH) (Y-Glu-Cis-Gli) é um tripeptideo antioxidante hidrossolivel,

de cadeia longa, que contém um grupo tiol no aminoacido do meio da cadeia, a cisteina
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(Figura 7). Estd presente nos organismos de plantas, animais e seres humanos, e participa

de importantes processos metabolicos.

O NH,
HO NH : OH
o) o} o}
SH

Figura 7. Estrutura da glutationa.

A glutationa possui muitos grupos funcionais como os grupos carboxila, amida,
tiol e amino, que fornecem uma interface hidrofilica, que orienta a reatividade com outros
analitos facilitando ou dificultando a interagdo com outras moléculas, funcionalizando as
nanoparticulas (BALAVANDY et al., 2014; RAJAMANIKANDAN; ILANCHELIAN,
2017). Além disso, sdo capazes de formar complexos com fons metélicos (LI; CUI; HAN,
2009; WANG et al., 2012a, 2017) e com outros compostos organicos, principalmente
bioquimicos (BALAVANDY et al.,, 2014; MOHAMMADI; KHAYATIAN, 2017;
RAJAMANIKANDAN; ILANCHELIAN, 2017). Quando estabilizantes estdo acoplados
as nanoparticulas metélicas, ocorre uma modificacdo da configuracao eletronica das NPs
devido as ligacOes superficiais, modificando as condi¢des de oscilacdo dos elétrons,

gerando variacOes no espectro de RSP (GARCIA, 2011a).

Devido a superficie positiva das NPsAg, os grupos negativamente carregados,
carboxil (—COQ) e principalmente o tiol (—SH) da GSH, se ligam a prata por meio de
ligacOes de van der Waals (BALAVANDY et al., 2014; LI et al., 2011). Pode-se ver na

Figura 8 como ocorre essa estabilizagao.
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Figura 8. Esquema de estabilizacdo das nanoparticulas de prata com glutationa (adaptado

de BALAVANDY et al., 2014).

Viérios trabalhos sdo citados na literatura. RAJAMANIKANDAN e
ILANCHELIAN (2017) relatam um método colorimétrico para a detec¢do sensivel e
seletiva de tiamina (Vitamina B1) por nanoparticulas de prata (NPsAg) com superficie
modificada por glutationa. O interessante deste trabalho € que a glutationa foi adicionada
as nanoparticulas apds a sintese delas, e ndo como um reagente no processo de reducio
quimica, como € frequente na literatura. Foram utilizadas diversas técnicas para
caracterizacdo desse material, sendo realizado um estudo das interacdes das NPs,
glutationa e analitos juntos, além de teste de seletividade com compostos de estrutura
semelhante. O limite de detec¢iio mais baixo atingiu 50,00 x 10 mol L™!, e o método foi

aplicado em sangue e urina humanos.
1.2.3.8. Técnicas de caracterizacio de nanoparticulas

Propriedades tteis e interessantes das nanoparticulas, principalmente as
anisotrdpicas, foram apresentadas. Contudo € necessario caracteriza-las (sua composi¢ao
quimica, forma, tamanhos e distribui¢ao de tamanhos, etc.), para que se possa estabelecer
uma relacdo entre as propriedades fisico-quimicas e as suas caracteristicas naturais
conhecendo, assim, o nanomaterial em andlise. Para isso, € preciso utilizar equipamentos
capazes de interagir com a matéria a nivel molecular e atdbmico para coletar informagdes

sobre essas estruturas.
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Existem diversas técnicas de caracterizagdo de nanoparticulas, cada uma
fornecendo variadas informacgdes, com diferentes objetivos, complexidades, custos e
limitagdes; para o tipo de material a ser analisado, o que torna algumas técnicas mais
escolhidas ou propicias que outras. A Tabela 2 apresenta as técnicas mais conhecidas e

mais utilizadas na caracterizacdo de nanoparticulas.

Tabela 2. Principais técnicas usadas na caracterizacdo de nanoparticulas. (Adaptado de
PASCHOALINO; MARCONE; JARDIM, 2010)

Técnica Aplicacio / Caracteristicas
Difracao de raios X Estrutura cristalina, tamanho da particula
Espalhamento dinAmico de = Tamanho de particulas (suspensido), distribui¢do de
luz tamanhos
Sedlmefltagao~p0r Distribui¢ao por tamanhos/complexo
centrifugacio
Andlise de tamanhos e distribuicao de tamanhos e
Cromatografia de exclusao quantificagdo (principalmente em testes
por tamanho toxicoldgicos). Boa resolugdo, pequeno volume de
amostra/lenta
Boa resolucdo de imagens 3D apresentando
Microscopia de forca informagdes topograficas, magnéticas, elétricas,
atomica estruturais, quimica etc. Entretanto sé analisa a
superficie dos nanomateriais.
Area superficial especifica Tamanho das particulas, drea superficial, simples,
(BET) considera as particulas como esferas monodispersas
Microscopia eletronica de Morfologia das superficie, tamanho das
varredura (MEV) particulas/boa resolucio

Microscopia eletronica de
transmissao (MET)
Espectroscopia de energia
dispersiva de raios X (EDX)
Espectroscopia de

Andlise de tamanhos e estrutura local e morfologia

Composic¢ao da superficie € mapeamento elementar

fotoelétrons excitados por Andlise quimica da superficie
raios X (XPS)
Espectrofotometria de Identifica e fornece a concentracio (suspensao
absorc¢ao molecular coloidal)

A técnica mais utilizada na caracterizagdo de nanosensores de prata é a
espectrofotometria de absor¢do molecular. Em praticamente toda literatura revisada esta
técnica foi utilizada. Portanto, a espectrofotometria de absorcdo molecular (EAM —
UV/Vis) (MELO et al., 2012; SOLOMON et al., 2007) e o espalhamento dinamico de
luz (DLS) (BHATTACHARIEE, 2016; LALIWALA et al., 2014; MENDES et al., 2014;
RAGHUWANSHI et al., 2018; ROHIT; KAILASA, 2014; SUTARIYA et al., 2016;
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UEHARA; OOKUBO; SHIMIZU, 2010) foram as técnicas utilizadas para caracterizacao

da dispersao coloidal de prata neste trabalho.
1.2.3.8.1. Espalhamento dinamico de luz (DLS)

O Espalhamento Dindmico de Luz (em inglés DLS, Dynamic Light Scattering),
também conhecido como Espectroscopia de Correlacdo de Fétons (PCS - Photon
Correlation Spectroscopy), ¢ uma técnica de caracterizacdo que mede o tamanho e a
distribuicdo de tamanho de particulas em sistemas coloidais e dispersdes, através da
incidéncia de um feixe de laser e da andlise da dispersdo em frequéncia da luz espalhada,
ou da func¢do de correlacdo temporal da intensidade espalhada causadas pelo movimento
browniano das particulas. A técnica também € conhecida como espalhamento de luz
quasi-elastico, devido ao fato da energia do feixe de luz incidente ser quase idéntica ao
da luz emitida, ndo totalmente idéntica por causa de efeito Doppler* resultante do
movimento browniano das particulas (HOULTON, 1956; PECORA, 2013; SAKHO et
al., 2017).

A técnica consiste na incidéncia de um feixe de luz laser polarizado verticalmente
no material a ser analisado. A luz interage com a matéria levando a emissao da luz em
todas as direcdes (espalhamento Rayleigh), praticamente no mesmo comprimento de
onda (espalhamento quasi-eldstico). Normalmente a luz espalhada passa por um
polarizador que seleciona a polarizacdo vertical e, em seguida, passa pelo detector que é
um contador de fétons. Geralmente a intensidade espalhada é medida em funcdo do
angulo de espalhamento (BHATTACHARIEE, 2016; HOULTON, 1956; PECORA,
2013).

A luz é espalhada porque ela exerce uma forca oscilante nas cargas presentes nos
atomos criando um dipolo elétrico nas particulas e, quando o dipolo muda, h4 a emissao
de radiacdo. A luz emitida pelas particulas e coletada pelo detector sofre interferéncias

construtivas ou destrutivas variando com o tempo, gerando, assim, alteracdes na

4 Como as particulas apresentam movimento browniano, ocorre efeito Doppler com a luz, podendo mudar
minimamente as frequéncias, e consequentemente, o comprimento de onda da luz. Quanto menores as
particulas, maior a velocidade de difusdo delas no meio, maior o efeito Doppler e, quanto maiores as
particulas, menor a velocidade de difusdo, e portanto, menor o efeito Doppler. Quando esse efeito é
extremamente pequeno, as energias dos fétons incidentes e espalhados s@o praticamente iguais e isso resulta
em um espalhamento quasi-elastico.
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intensidade total da luz. Varia¢des mais rdpidas na intensidade da luz espalhada ocorrem
com pequenas particulas, por terem maior velocidade de difusdo. Variagdes mais lentas
na intensidade da luz, por outro lado, ocorre com particulas maiores, por terem

velocidades menores (HOULTON, 1956; PECORA, 2013; SAKHO et al., 2017).

Para analisar a mobilidade das particulas e obter a distribuicdo de tamanho delas
pela luz espalhada é calculado, incialmente, g(z), que é a funcio de auto-correlaciio

temporal da intensidade espalhada, /(¢), normalizada (Equacdo 2).

(I(t). I1(t + 1))

(2) —
g¥ () = mE

Equacao 2

A distribui¢do de tamanhos € dada considerando que cada tamanho de particula
contribui com um decaimento exponencial para a fun¢do de correlagdo cuja taxa de
decaimento I" é funcdo da difusdo das particulas que estdo sendo medidas. Assim a

funcdo de correlacdo € expressa por:
gP@ =1+ p f A(D)e Tedr Equacdo 3
0

Em que B é uma constante do equipamento, ¢ A(T") é a amplitude de espalhamento

para uma particula de raio Ry onde:
I'=Drq* Equacdo 4

Em que Dr representa o coeficiente de difusdo translacional e ¢ é o médulo do
vetor de espalhamento. O vetor de espalhamento pode ser determinado pela seguinte

equagao:

_4mn 0 £ s
q= X sen 2 quagdo

Em que n € o indice de refra¢do do solvente, Ao € o comprimento de onda do laser

no vécuo, e d é o angulo de espalhamento.

O coeficiente de difusdo relaciona-se com o raio hidrodindmico das particulas
(Ru), usando a equagdo de Stokes-Einstein onde Kp € a constante de Boltzmann, 7 € a

temperatura, e 77 € a viscosidade do dispersante.
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_ kgT
6Dy

Ry Equacdo 6

O raio hidrodinamico representa o raio de uma particula esférica de mesmo

coeficiente de difusao.

A distribui¢do de tamanhos € dada, finalmente, pela funcdo A(T') em que cada taxa

de decaimento € relacionada ao raio hidrodindmico Ry pelas Equacdes 4 a 6.

O DLS ¢ extensivamente utilizado para determinar o tamanho de nanoparticulas,
com vantagens de curto tempo de medi¢cdo, por ser uma técnica ndo-invasiva e nao

necessitar de preparacdes das amostras como secagem e recobrimento.

1.2.3.8.2. Espectrofotometria de Absorcao Molecular (EAM -
UV/Vis)

A espectrofotometria de absor¢dao molecular (EAM — UV/Vis) € uma das técnicas
de andlise mais comuns entre os quimicos, medida por aparelhos simples chamados
espectrofotometros. Baseia-se na medi¢do de luz absorvida por uma dada solucdo
contendo o analito. Nestes equipamentos sdo utilizadas fontes de luz na faixa do visivel
(entre 350 e 750 nm), do ultravioleta (abaixo de 350 nm) préximo e do infravermelho
proximo (acima de 750 nm). Nessas faixas de energia ocorrem transi¢des eletronicas

moleculares (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009).

Uma luz branca emitida por uma fonte é direcionada a um monocromador, feixes
de diversos comprimentos de onda sdo separados, gerando um espectro continuo de
emissao. Esses feixes de luz percorrem a amostra, que esta contida em uma cubeta, cujo
material deve ser transparente a luz emitida. Os raios que nao sao absorvidos pela amostra
chegam ao detector, que geram o sinal analitico. Pode-se, portanto, obter um espectro de
absorbincia no modo varredura ou medir o valor da absorbancia em determinado

comprimento de onda (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009).

Por essa técnica, por exemplo, é possivel estudar o comportamento das
nanoparticulas de prata pelo surgimento de uma banda devido a ressonancia plasmonica.
Segundo a lei de Beer-Lambert-Bouger (Equagdo 7), a concentracdo do analito pode ser

determinada devido a uma relacdo linear entre absorbancia, e concentracao.

A = ¢eb|a] Equagdo 7
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€ € absortividade molar, uma constante que € funcdo, principalmente, do
comprimento de onda da radiacdo, da espécie quimica absorvedora da radia¢do e do
solvente;
b é o caminho 6ptico percorrido pela luz (dada pela largura da cubeta)

[a], é a concentracdo no equilibrio da espécie absorvente.

1.2.4. Validacao de métodos analiticos

A validagdo de um método é uma forma de avaliar a qualidade de um método em
gerar informagdes confidveis daquilo que se propde a fazer, fornecendo evidéncias
experimentais por meio de alguns parametros que devem ser atendidos. Os principais
orgdos regulamentadores em valida¢do de métodos no Brasil sao o INMETRO (BRASIL,
2016), ANVISA (ANVISA, 2017, 2018) e MAPA (BRASIL, 2011a, 2011b).

A validacdo de um método decorre por meio de ensaios destinados a obter dados
de alguns parametros, os quais sdo comparados aos valores preconizados pelo 6rgdo
regulamentador. Para alguns parametros, essa avaliacdo envolve uma andlise estatistica.
Esses parametros ou figuras de mérito, como também sio conhecidas, apresentam limites
de valores que aquele método deve apresentar para ser adequado para uma dada
finalidade, isto é, seja validado. As figuras de mérito que demonstram que um método é
vélido, segundo a classificacdo II (quantitativo) da ANVISA sdo: seletividade, faixa
linear de trabalho, veracidade, repetitividade, precisao intermedidria, limites de detecc¢ao
e quantificacao e robustez, que sdo os mesmos empregados para validacdo neste trabalho

por se enquadrar nesta categoria.
1.2.4.1.  Seletividade

A seletividade do método analitico deve ser demonstrada por meio da sua
capacidade de identificar ou quantificar somente o analito de interesse na presenca de
outros componentes que podem estar presentes na amostra, os quais compdem a matriz

da amostra.

1.2.4.2. Faixa linear de trabalho

A faixa linear de trabalho € um intervalo especificado onde € possivel demonstrar
a capacidade de um método analitico de relacionar resultados obtidos diretamente com a

concentra¢do do analito na amostra. Recomenda-se que essa faixa seja determinada pela
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andlise de, no minimo, cinco concentracdes diferentes (ANVISA, 2017). Dessa forma, os
padrées em concentragdes conhecidas sdo analisados, obtendo-se a resposta analitica
(absorbancia em caso de um espectrofotometro de absorcdo molecular UV/Vis).
Constréi-se um grafico com os dados obtidos, i.e., resposta analitica em fung¢do da
concentracdo do analito. Faz-se a regressao linear dos pontos obtidos pelo método dos
minimos quadrados, obtendo-se os parametros da equacdo da reta. A qualidade do ajuste
¢ avaliada pelo gréfico de residuos e sua avaliacdo estatistica e também pelo coeficiente

de determinagio (R?).

1.2.4.3. Veracidade

A veracidade de um método analitico deve ser obtida por meio do grau de
concordancia entre os resultados individuais das medidas em relacdo aos valores tedricos
delas. Este parametro pode ser determinado por meio de ensaios de recuperagcdo, em que
amostras brancas (sem a presenca do analito) sdo fortificadas com quantidades
conhecidas do padrao. Os resultados obtidos sdo comparados com os resultados tedricos,
sendo geralmente expressos como porcentagem de recuperacdo (R%), calculados de
acordo com a Equacio 8.

R(%) = xxﬂ Equacgdo 8

Em que, R (%) = porcentagem de recuperacido, X = média das concentracdes do

analito determinadas experimentalmente e x = concentracdo tedrica correspondente

(valor esperado obtido a partir da quantidade de padrao adicionada as amostras brancas).
1.2.4.4. Precisao (Repetitividade e Precisao Intermediaria)

A precisdo deve avaliar a proximidade entre os valores dos resultados obtidos por
meio de ensaios com amostras preparadas conforme descrito no método analitico a ser
validado. A precisdo é usualmente expressa por meio da repetitividade e da precisdo

intermediaria.

A repetitividade ou precisdo intra-dia, apresenta concordancia entre os resultados
em um curto periodo de tempo, com mesmo analista e mesma instrumentacio. E
representada calculando-se o coeficiente de variagcdo (CV) das repeti¢des de determinada
medida pela dispersao dos resultados, conforme a (Equacdo 9). Em que DP € a estimativa

do desvio padrao das repeticdoes e CMD, a concentragao média determinada.
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oV = (DP
~ \CMD

) x 100 Equagao 9

A precisdo intermedidria ou precisdo inter-dias apresenta concordancia entre os
resultados do mesmo laboratdrio, mas obtidos em dias diferentes, podendo-se variar os
analistas e/ou equipamentos, analisando as mesmas concentragdes € 0 mesmo nimero de

determinagdes descritas na avaliacdo da repetitividade.
1.2.4.5. Limite de Detecciao

O limite de detec¢do (LD) € a menor quantidade do analito presente em uma
amostra que pode ser detectada, porém ndo quantificado, sob as condi¢Oes experimentais

estabelecidas. O LD € calculado conforme a Equagdo 10

_ 33xDPb
- S

LD Equacdo 10

Em que, DPb € o desvio padriao de 10 medidas do branco, e s € a sensibilidade da

curva que € dada pelo coeficiente angular da equagdo da curva de calibracao.
1.2.4.6. Limite de Quantificacao

O limite de quantificacdo (LQ) € a menor quantidade do analito em uma amostra
que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitdveis, sob as condigcdes

experimentais estabelecidas. O LQ € calculado conforme a Equagdo 11.

Q= 10x—DPb Equacgado 11
s

Em que, DPb é o desvio padrao de 10 medidas do branco, e s € a sensibilidade da

curva que € dada pelo coeficiente angular da equacdo da curva de calibracao.
1.2.4.7. Robustez

A robustez € um parametro tipicamente realizado no desenvolvimento do método
analitico que indica a sua capacidade em resistir a pequenas e deliberadas variagdes das
condi¢Oes analiticas. Caso haja susceptibilidade do método a variagdes nas condi¢Oes
analiticas, essas deverdo ser controladas por meio de precaugdes descritas no método
(ANVISA, 2017). Cada técnica analitica requer condi¢des especificas relativas ao
equipamento que garantam a robustez do método a ser desenvolvido. No caso da EAM —
UV/Vis, as condi¢des que garantem inicialmente a robustez de um método qualquer,

dependem da auséncia de variagdes do pH e a utilizagdo dos mesmos lotes e solucdes.
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Entretanto, cada método desenvolvido tem sua robustez avaliada baseada em outros
fatores além desses (que sdo intrinsecos ao equipamento), como a estabilidade das

solugdes, ordem de adi¢do dos reagentes e etc.

1.3. OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar um método quantitativo para determinacdo de
fluoroquinolonas (CIP, NOR e ENRO) empregando nanoparticulas de prata em sistemas

aquosos.

1.3.1. Objetivos Especificos

e Sintetizar as nanoparticulas de prata e caracterizd-las por Espalhamento
Dinamico de Luz (DLS) e Espectrofotometria de Absor¢cao Molecular;

e Avaliar os fatores que influenciam a deteccdo das fluoroquinolonas, como
concentracdo de NPsAg, concentracdo dos farmacos, uso de estabilizantes e
tempo de andlise;

e Validar o método para determinagdo de Fluoroquinolonas com NPsAg
estabilizadas;

e Determinar a concentracado de fluoroquinolonas em amostra de dgua tratada.
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2.1. Padroes e Reagentes

Os reagentes utilizados neste trabalho estdo listados na Tabela 3. Todas as

solugdes foram preparadas com dgua Tipo 1 (da marca Millipore, modelo Milli-Q®

Reference).

Tabela 3: Reagentes utilizados neste trabalho.

Reagente Marca Pureza %

Nitrato de Prata Neon 99,8
Amoxicilina Trihidratada Sigma-Aldrich 98
Ciprofloxacino Sigma-Aldrich 98
Norfloxacino Sigma-Aldrich 98
Enrofloxacino Sigma-Aldrich 98
Cafeina SPLabor 100
Cefadroxil Sigma-Aldrich 98
Ceftriaxona Dissodica Sigma-Aldrich 98
Cefalexina Sigma-Aldrich 98
Penicilina G Sigma-Aldrich 100
Glutationa Sigma-Aldrich 98
Tiuréia SPLabor 99

EDTA Dinamica 99

PVP Sigma-Aldrich 99,9

Citrato trissodico Sigma-Aldrich 99
Borohidreto de Sodio Neon 98

2.2. Equipamentos

Os equipamentos utilizados nesse trabalho estdo listados na Tabela 4.

Tabela 4: Equipamentos utilizados.

Equipamento Marca Modelo
Agitador magnético SoLab SL 91
Balanca Analitica Acculab ALC-210.4

Espectrofotometro de Absorcao

Molecular

Espalhamento Dinamico de
Luz

Thermo Scientific

Brookhaven Co.

Evolution Array

Sistema BI-200SM
e correlacionador

TurboCorr
Condutivimetro AZ 86503
2.3. Preparo das Solucoes
As solugdes de amoxicilina trihidratada, ciprofloxacina, norfloxacina,

enrofloxacina, cafeina, cefadroxil, ceftriaxona dissddica, cefalexina, penicilina G e

glutationa foram preparadas em concentra¢do de 2,5x10* mol L. Para as solucdes de
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ciprofloxacina, enrofloxacina, norfloxacina e amoxicilina, usaram-se 0,02% (v/v) de
dcido acético para solubiliza¢do dos padrdes e, por fim, armazenadas em geladeira a

10 °C.
2.4. Sintese dos Nanosensores

Foi utilizada a sintese por reducdo quimica proposta por Lee e Meisel (1982) e
que consiste na reducdo da prata, sendo usado AgNOs, por excesso de borohidreto
(NaBHy). Para isso, 25,00 mL da solugfo estoque de nitrato de prata (1x107 mol L) foi
adicionada & 75,00 mL de uma solucio de NaBH4 (2,0 x10~* mol L), sob um fluxo de
0,1 mL s™!. O sistema foi mantido sob agitacio constante. O teor final teérico da suspensio
de NPsAg foi de 2,5x10* mol L' sem a necessidade de nenhuma etapa de purificacdo. O
processo € termodinamicamente favoravel, como mostrado pela Equacdo 12 e

Equacgdo 13.
B(OH); + 5H,0 + 8e™ < BH, + 80H™ E =-124V  Equagdo 12

2Agzraq) +2e” 5 ZAg?aq) E =+080V  Equagdo 13

As nanoparticulas sintetizadas foram armazenadas sob refrigeracdo a 10 °C. A
caracterizacdo das nanoparticulas foi feita pelo monitoramento da banda de ressonéncia

plasmonica caracteristica da prata coloidal (400 nm).

2.5. Caracterizacao das nanoparticulas de prata

Para caracterizacdo das NPsAg utilizou-se o Espectrofotometro de Absorcao
Molecular UV/Vis do Departamento de Quimica da UFV, da marca Thermo Scientific
modelo Evolution Array com detector de arranjo de fotodiodos, e uma cubeta de quartzo
de 10 mm de caminho Optico na faixa de 190 a 1100 nm. Para a quantificacdo dos

farmacos foi monitorado apenas o comprimento de onda (400 nm).

Além do espectrofotdmetro, as nanoparticulas também foram caracterizadas por
espalhamento dindmico de luz em um equipamento da Brookhaven Co. (sistema BI-
200SM e correlacionador TurboCorr) do departamento do Fisica da UFV. A fonte de luz
usada foi um laser de HeNe (4 = 632,8 nm). Para tanto, as NPsAg foram diluidas em
dgua a temperatura de (25,0 + 0,5) °C e filtradas em um filtro de nylon com poros de
0,22 pm (MilliPore). O angulo de espalhamento fixado em 30°. A funcdo de auto-
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correlacdo da intensidade de luz espalhada foi medida e os dados foram ajustados pelo
modelo NNLS (método de andlise dos Minimos Quadrados Nao-Negativos — do inglés
non negative least squares) (BROWN, 1993), para obter a distribui¢dao de tamanhos das
NPsAg puras e das NPsAg estabilizadas.

2.6. Estabilizacao das NPsAg com glutationa

A influéncia do estabilizante glutationa foi avaliada na detecc¢do dos farmacos,
sendo usada a ciprofloxacina como molécula modelo das FQs. Para isso, foram
construidas duas curvas analiticas, curva (1) sem adicdo da glutationa, enquanto a curva
(2) foi realizada com adicao de glutationa. A faixa de concentracdo das curvas analiticas
variou entre 8,33x107 e 8,33x107 mol L. A concentracdo de GSH foi mantida constante
em 8,33x107 mol L', assim como o teor das NPsAg (8,33x10” mol L!"). Cada padrio
foi preparado e rapidamente analisado. As andlises foram realizadas por

Espectrofotometria de Absorcao Molecular UV/Vis e Espalhamento Dinadmico de Luz.

2.7. Cinética das reacoes

A cinética de aglomeracdo das NPsAg foi avaliada mediante a adigcdo
do farmaco (2,5x10° mol L!) a dispersdo coloidal de NPsAg estabilizadas com GSH
(9,04x107° mol L'!). Apés a mistura, o sistema foi rapidamente homogeneizado e feita a
medida da absorbancia, em 400 nm e do deslocamento de meia altura na regido de ~520
nm, no espectrofotdmetro em tempos que variaram entre 0 e 360 s. As andlises foram

realizadas por Espectrofotometria de Absor¢dao Molecular UV/Vis.
2.8. Nanosensores de fluoroquinolonas

2.8.1. Desenvolvimento e validacao do método

Para determinagdo quantitativa das fluoroquinolonas foram construidas curvas
analiticas para os trés farmacos (ciprofloxacina, norfloxacina e enrofloxacina) em que
foi utilizada uma suspensio coloidal de NPsAg (1,09x10* mol L'!) e GSH (5,43x10°°
mol L) em diferentes concentragdes de farmacos de 6,94x10° a 4,17x10” mol L. Os
padrdes foram preparados por diluicdo das solugdes estoque no momento das andlises,
sendo que as leituras das amostras no espectrofotometro foram realizadas no tempo de

20 s ap6s a mistura (NPs + GSH + Farmaco). As andlises foram realizadas no

39



Capitulo 2. Materiais e Métodos

espectrofotometro (Thermo Scientific modelo Evolution Array), com uma cubeta de

quartzo de 1 cm de diametro. O comprimento de onda monitorado foi o de 400 nm.

Para validacdo do método foram determinados os parametros faixa linear de
trabalho, limite de quantificacdo, veracidade, repetitividade, precisdo intermedidria e
seletividade. A veracidade e repetitividade do método foram avaliadas em dois niveis de
concentracdo (1,99x107 e 2,97x10"° mol L) pelo procedimento de recuperagio, com
cinco repeticdes em cada nivel. A precisdo intermedidria foi realizada em trés dias
distintos nas mesmas condic¢des de repetitividade. Os limites de detec¢ao e quantificacao

foram determinados pelas Equagdes 9 e 10.

A avaliagdo da seletividade das NPsAg foi feita adicionando-se 1000 pL de
solucdes de cafeina, penicilina G, cefadroxil, ceftriaxona, cefalexina, amoxicilina (todos
na concentracdo de 2,5x10* mol L'!) 2 1000 pL da solucdo contendo NPsAg (2,5x10*
mol L) com e sem GSH (2,5%10™* mol L), por meio de inspec¢io visual (mudanca de

cor) e monitoramento de absorcao em 400 nm.
2.9. Analise de uma amostra auténtica de agua

O método desenvolvido foi aplicado na determinacdo de ciprofloxacina em uma
amostra de 4dgua captada e tratada do Ribeirdo Sdo Bartolomeu pela empresa de
saneamento da cidade de Vigosa, MG — Brasil seguindo os mesmos procedimentos

experimentais do item anterior.

Da mesma forma, os padrdes foram preparados por dilui¢do das solugdes estoque
de CIP no momento das andlises. As medidas de absorbancia das amostras foram
realizadas no tempo de 20 s apés a mistura NPs (1,09x10* mol L) + GSH (5,43x10°
mol L) + Fdrmaco. As andlises foram realizadas no espectrofotdometro (Thermo
Scientific modelo Evolution Array), com uma cubeta de quartzo de 1 cm de diametro. O

comprimento de onda monitorado foi o de 400 nm.

Foi construida uma curva analitica com superposicdo de matriz, ou seja, a
amostra de dgua foi fortificada com as concentragdes desejadas de CIP e obtida a faixa
de trabalho. O método de andlise também foi validado em &4gua tratada, sendo
determinados os parametros de faixa linear de trabalho, limites de quantificagdo,

veracidade e repetitividade. A veracidade e repetitividade do método foram avaliados em
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dois niveis de concentracio (1,04x107 e 1,74x10° mol L) pelo procedimento de

recuperagao, com cinco repeticdes em cada nivel.

Também foi realizado um ensaio em condutivimetro em uma amostra de dgua
tipo 1 e outra amostra de dgua tratada a uma temperatura de aproximadamente 25°C para
avaliar a influéncia de fons no efeito de matriz. O equipamento utilizado foi da marca AZ

modelo 86503, e com eletrodo de platina.
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3.1. Sintese e caracterizacao das NPsAg

A primeira etapa do trabalho consistiu na sintese das NPsAg via método de
redugcdo usando borohidreto e sua caracterizagdo foi feita por Espectrofotometria de
Absorcdo Molecular UV/Vis. A dispersao coloidal de NPsAg apresentou uma coloragao
amarela (Figura 9), sendo observada uma banda de ressonancia plasmodnica localizada
(RPS) naregido do visivel em 400 nm, caracteristica dessas nanoparticulas, comprovando
a formacdo da prata coloidal (GARCIA, 2011a; HORIKOSHI; SERPONE, 2016;
HUANG; YUAN; YANG, 2004; MELO et al.,, 2012; MURPHY; JANA, 2002;
STAMPLECOSKIE; SCAIANO, 2010; WANG et al., 2012b).

Diferentes lotes podem apresentar pequenas diferencas de comprimento de onda
maximo das bandas de RPS, pois esté relacionado a pequenas variagdes de uma sintese
para outra. Por isso, foram obtidas suspensdes de nanoparticulas em que o comprimento

de onda maximo variou de 396 a 403 nm.

4,0

3,5 -
3,0 1

2,54

2,0+

1,5 1

Absorbancia (u.a.)

1,0 1

0,5 -

0,0

200 300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)

Figura 9. Espectro UV/Vis da dispersdo coloidal de nanoparticulas de prata

(teor 8,33x107 mol L) com banda de ressonancia plasmdnica em ~400 nm.

Para descobrir o tamanho das NPsAg (1,25%10™* mol L"), foram feitas medidas
de espalhamento dindmico de luz das nanoparticulas pelo método NNLS (Figura 11 e

Figura 10) nas NPs com filtragdo (filtro de nylon de 0,22 um) e sem filtracao.

43



Capitulo 3. Resultados e Discussdo

1,0+

0,81

0,6 +

0,4 -

[9@(t)-11/B

0,2 1

0,0+

10° 10° 102 10®  10* 10° 10°
Tempo (us)

Figura 10. Fungdo de correlacio da intensidade da luz espalhada normalizada em fun¢do
do tempo das NPsAg (1.25%10* mol L'1),» (NPsAg filtradas), ® (NPsAg ndo filtradas) e

as linhas continuas correspondem ao ajuste nas respectivas cores.

Na Figura 10, pode-se observar as curvas de correlacdio NNLS normalizadas das
duas suspensdes de NPsAg, isto €, filtrada e ndo filtrada, bem ajustadas com os dados
experimentais. A curva em vermelho possui um tempo de correlacdo (tempo de
decaimento) menor que a curva em preto, demonstrando assim um menor espalhamento
e, portanto, um indicio de uma populacdo de particulas menores. A partir do
comportamento da curva de correlagdo € determinado o coeficiente de difusdo e entdo,

obtido o diametro das particulas por meio da Equacdo 3, via software.

As amostras de NPsAg foram medidas, primeiramente, sem filtracdo, e foram
observadas duas popula¢des de tamanhos com 31,5 nm e 390 nm de didmetro (Figura 11),
sendo a ultima uma aglomeragdo de NPs. O aglomerado interfere no sinal, pois particulas
muito grandes espalham muito a luz, podendo mascarar a baixa intensidade de luz
espalhada por particulas menores. De fato, ao filtrar a suspensdao de nanoparticulas de
prata, observou-se apenas uma distribui¢do de tamanhos (didmetros), com pico um pouco
mais intenso em 38 nm. De modo a investigar melhor as propriedades das nanoparticulas,

desconsideramos as particulas maiores, isto €, os agregados.
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Figura 11. Representacdo das distribui¢des de tamanhos das NPsAg nao-filtradas (a) e as

NPsAg filtradas (b).
3.2. Deteccao das fluoroquinolonas

Suspensdes coloidais de nanoparticulas metdlicas com alto valor de
absortividade, como € o caso da prata, apresentam diferentes cores na regido visivel
quando estdo dispersas em comparaciao de quando estdo agregadas. Diante disso, o uso
das NPsAg como nanosensores de fluoroquinolonas foi investigado ao adicionar
diferentes concentragdes de ciprofloxacina as NPsAg. Como pode ser visto no insert da

Figura 12, a cor da suspensdo € modificada de amarelo para rosa.

De acordo com a Figura 12, ocorre a diminuicdo da banda de absor¢ao em 400
nm e deslocamento batocromico em dire¢do a comprimentos de onda maiores, chegando
a 520 nm. Essa alteracdo no espectro de absorcdo na regido do visivel € devido a
agregacdo das nanoparticulas. Resultados semelhantes foram obtidos para NOR (Figura

13).
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Figura 12. Espectros UV/Vis das NPsAg (8,33x10” mol L) com deslocamento da RPS
de 400 para ~530 nm na presenca de CIP (variando de 0 a 8,33x10” mol L'!). As setas
indicam os A mencionados. Insert: Fotografia das NPsAg puras (a) NPsAg com CIP (b).
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Figura 13. Espectros UV/Vis das NPsAg (8,33x10” mol L) com deslocamento da RPS
de 400 para 530 nm na presenga de NOR (variando de 0 a 8,33x10° mol L'!). As setas
indicam os A mencionados. Insert: Fotografia das NPsAg puras (a) NPsAg com NOR (b).

Pode ser observada a presenca de picos na regido de 275 nm e 320 nm da CIP,

que aumentam de intensidade a medida que se aumenta a concentra¢ao do farmaco. Essas
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bandas de absorcao sdo referentes aos grupos croméforos presentes na molécula, um anel
basico piperazinil (ou outro N-heterociclico) na posi¢ao 7 da estrutura quinoldnica, e uma
funcdo carboxilica na posi¢do 3 (Quadro 2, Quadro 3 e Quadro 4, nas paginas 12, 13 e

14, respectivamente).

As duas bandas de absorcdo caracteristicas das FQs podem variar de 260-300
nm na primeira (com coeficiente de absortividade molar entre 2,0 e 2,5% 10* L mol™! cm
1), e a segunda 320-340 nm (com coeficiente de absor¢io molar de cerca de 10* L mol!
cm’)) (ALBINI; MONTI, 2003; YIN et al., 2017). A posicao e a intensidade das bandas
abaixo de 250 nm dependem intrinsicamente da estrutura da molécula, que difere uma
quinolona da outra. Isso porque as FQs apresentam comportamento &4cido-base de
Bronsted. A presen¢a de um grupo 4cido (grupo carboxilico) e de grupos bdsicos (amina
tercidria) atribui 2 molécula propriedades anféteras, apresentando diferentes espécies na
solucdo dependendo do pH através da protonacdo e desprotonacido desses grupos. As
quinolonas podem existir sob as formas catidnica, anidnica ou zwitteridnica (UIVAROSI,
2013; ZANCHETTA; PENA; GONCALVES, 2015). Ao utilizar NPsAg, a determinagdo
de FQs passa a ser monitorada em comprimentos de onda visiveis (400 nm e ~530 nm),
diminuindo a interferéncia de outros compostos organicos presentes na matriz que

também sao determinados no ultravioleta.

Em suma, os fendmenos observados acontecem porque as fluoroquinolonas
ligam-se a superficie positiva das NPsAg, enfraquecendo a estabilizacio eletrostatica.
Dessa forma, as NPsAg agregam-se por meio de interagdes de van der Waals (MELO et
al., 2012; QI WANG, 2004; QI; WANG; XU, 2003; VILELA; GONZALEZ;
ESCARPA, 2012; WAKUDA; HATAMURA; SUGANUMA, 2007), alterando seu
estado de confinamento quantico. Isto é, modificando as transi¢Oes eletrOnicas que
ocorriam anteriormente somente nas NPs, e que depois apds a adicdo de FQs no meio
reacional, passa a ocorrer entre as NPs e as FQs ao redor (ligadas as NPs). Dessa forma a
banda de RSP ¢ alterada, fendmeno que € evidenciado pela mudanca de cor (DANIEL;
ASTRUC, 2004; KELLY et al., 2003; MARTINS; TRINDADE, 2012; MELO et al.,
2012; NETTO-FERREIRA, 2015; STAMPLECOSKIE; SCAIANO, 2010; XU et al.,

2011), como pode ser observado no esquema da Figura 14.
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Figura 14. Representacdo esquemdtica do mecanismo de agregacdo das NPsAg

responsavel pela determinacdo de FQs (Adaptado de XU et al., 2011)

Também € esperado um desvio para o vermelho (f6tons com menor energia),
com o alargamento do pico e diminui¢do da intensidade de absorcdo da banda RSP,
quando a distancia entre as nanoparticulas se torna menor do que a soma de seus raios
(RAJAMANIKANDAN; ILANCHELIAN, 2017) e também quando o tamanho das
nanoparticulas aumenta (BALAVANDY et al., 2014). Esse fenomeno € explicado pelo
modelo tedrico multicamada de Mie, que considera a dupla camada idnica em torno das
NPsAg, gerada pela estabilizagao eletrostatica do borohidreto, as quais superam as forcas
atrativas de Van der Waals entre as nanoparticulas. Dessa forma, a interacdo quimica
entre as NPsAg e as FQs reduz a condutividade eletronica na camada atOmica mais
externa das NPs e, consequentemente, causa os desvios para o vermelho (BALAVANDY

et al., 2014; GARCIA, 2011a)

E possivel comprovar esse fendmeno de agregacdo das NPsAg por meio dos
resultados obtidos pelo DLS. Na Figura 15b, os losangos em preto representam os
diametros medidos em fun¢do do tempo, sendo que cada ponto representa o didmetro
maximo de uma distribuicdo de tamanhos. A curva em preto € apenas um ajuste para
melhor visualizagdo dos dados, em que se observa um aumento no didmetro das NPsAg
em fun¢do do tempo na presenga de CIP. De igual modo, observa-se que a curva em
vermelho apresenta um aumento na intensidade da luz espalhada, acompanhando a curva
em preto. Afinal, a intensidade esté relacionada ao tamanho, a quantidade e a difusao das
NPs na suspensdo. Como visto no item 1.2.3.8.1 (pagina 29), particulas maiores espalham

mais a luz, demonstrando assim um aumento do tamanho delas, e vice-versa.
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Figura 15. Curvas de correlacdo da intensidade da luz espalhada normalizadas em funcao
do tempo das NPsAg (1,22x10* mol L) e CIP (6,10x10° mol L) (a). As linhas
continuas mostram o ajuste pelo modelo NNLS. Aumento do didmetro das NPsAg na

presenca de CIP em fung¢do do tempo (b).

A Figura 15b, apresenta as curvas de correlacio NNLS normalizadas, bem
ajustadas com os dados experimentais, referentes a um perfil monomodal de tamanhos,
isto €, apenas uma populacdo de particulas (a distribui¢do de tamanhos ndo € apresentada).
Como cada tamanho de particula contribui para um decaimento exponencial da fungdo,
ao passo que cada medida € feita ao longo do tempo, as funcdes apresentam um
deslocamento para a direita indicando tempos maiores de decaimento. Tempos de
correlagdo maiores estdo associados a maiores tamanhos de particulas (menores
coeficientes de difusdo), e vice-versa. Isso demonstra um aumento no tamanho das NPs,
haja vista que a partir da funcao de correlagdo obtem-se os tempos de correlagdo que por
sua vez, gera informagdes sobre as distribui¢des de tamanhos das NPs. Dessa forma, as
curvas do grifico (a) representam a qualidade das medidas e a concordéancia dos ajustes

para se obter os diametros dados no gréfico (b).

E possivel concluir com os resultados do DLS, que a CIP induz um aumento do

diametro das NPsAg em funcio do tempo, demonstrando a ocorréncia de agregacgdo delas.

XU et al. (2011) obtiveram resultados semelhantes para deteccdo de
acetamiprido em amostras de frutas e vegetais por meio da agregacdo de nanoparticulas

de ouro sintetizadas pelo método de reducdo quimica com citrato. O mecanismo ¢é
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semelhante, isto €, o grupo ciano da molécula de acetamiprido possui grande afinidade
com a superficie positiva das nanoparticulas de ouro, fazendo com que elas se agreguem,

e por sua vez mudando a cor do sistema, dessa forma que atuam os nanosensores.

Diante de tais observacdes, foi construida uma curva analitica, concentragdo de
CIP em funcao da absorbancia (400 nm), para verificar se existia uma relagao entre esses
parametros (Figura 17b, pdgina 52). Porém, ndo se observou uma correlacio satisfatéria
entre as varidveis. Concluiu-se que, mesmo os nanosensores mudando de cor na presenca
das fluoroquinolonas, o método ainda ndo poderia ser usado para obter informacdes
quantitativas dos farmacos. Novos ensaios foram realizados utilizando-se diferentes

agentes estabilizantes que pudessem fornecer dados melhor correlacionados.

3.3. Estudo de estabilizacao das NPsAg

A estabilizacdo das NPsAg com glutationa foi avaliada por andlise de
espalhamento de luz e por absor¢ao molecular UV/Vis. Os resultados obtidos pelo DLS

podem ser observados na Figura 16.

(a) (b)
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Figura 16. Curvas de correlacdo da intensidade da luz espalhada normalizadas em funcao
do tempo das NPsAg (1,22x10™* mol L) estabilizadas com GSH (1,22x10™* mol L), e
CIP (6,10x10° mol L") (a). Variacdo do didmetro das NPsAg na presenca de CIP (b).

E observado na Figura 16b, que ndo houve aumento do didmetro medido das
NPsAg estabilizadas com GSH na presenca de CIP em fun¢do do tempo, isto €, ndo

aparenta haver agregacio delas, ou pelo menos um retardo na velocidade de agregacdo
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delas. O gréfico (a) ndo apresentou diferencas significativas nas fun¢des de correlacdao
das medidas, isto €, ndo houve mudangas nos tempos de correlagdo, de forma que se pode
notar um comportamento bem distinto do observado com as NPsAg puras e a CIP, no
item anterior. Essas pequenas flutuacdes dos pontos no gréfico (b) se deve a sensibilidade

do ajuste (NNLS) utilizado para calcular os didmetros das NPs.

Nio obstante, foi observado que o didmetro médio das NPsAg-GSH ¢ de 48 nm,
maior que o tamanho medido das NPsAg puras, que era de 38 nm (descrita nos resultados
de DLS no item 3.1, pdgina 43), comprovando assim, que houve aumento do didmetro
mais nao houve agregacdo de NPs. De fato, demonstra que a GSH estabiliza as NPs

enquanto forma uma cobertura em torno delas.

Os resultados da estabilizacao das NPsAg com glutationa por absorcao UV/Vis
podem ser visualizados nas Figura 17a e b. Ao utilizar as NPsAg estabilizadas com GSH
foi constatada uma correlag@o entre o sinal analitico e a concentracdo, por apresentar uma
curva melhor ajustada (curva preta, referente ao pico de 400 nm da Figura 17a), de
comportamento exponencial com um coeficiente de determinagio (R?) de 0,9877. Porém,
a curva sem GSH (curva vermelha da Figura 17b, referente ao espectro da Figura 13 da

pagina 46, monitorado em 400 nm) apresenta uma baixa correlacdo dos pontos.

Este resultado estd relacionado a uma estabilizagdo mais expressiva, por se tratar
de uma estabilizacdo eletrostérica (estabilizacdo eletrostatica e estérica), que dificulta a
ligacdo de uma parcela das FQs na superficie das NPs (Figura 8), enquanto outra parcela
se liga as moléculas de GSH aderidas na superficie das NPsAg por meio de interacdes
cation-nt (grupos positivamente carregados da GSH e ligacdes  dos anéis quinolonicos)
(Figura 18 e Figura 19) MOHAMMADI; KHAYATIAN, 2017; VILELA; GONZALEZ;
ESCARPA, 2012). Ao usar a glutationa reduzida como estabilizante, os grupos amida e
principalmente tiol (da cisteina), ligam-se as NPs, promovendo uma estabiliza¢do
estérica, devido ao extenso tamanho da cadeia da molécula, causando uma barreira para
aproximacao de uma parcela das FQs a superficie das NPs e a aproximagdo das NPs entre
si, diminuindo a sua agregacdo (ARAGAY; PINO; MERKOCI, 2012; BALAVANDY et
al., 2014; LI, CUL; HAN, 2009; MOHAMMADI; KHAYATIAN, 2017;
RAJAMANIKANDAN; ILANCHELIAN, 2017; WANG et al., 2017).
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Figura 17: Espectro da ciprofloxacina em diferentes concentracdes na presenca de GSH (A).

Estudo comparativo entre o comportamento das curvas (m) com GSH e (®) sem GSH (b) em

400 nm (B). Inset: Fotografia das nanoparticulas de prata (a) com ciprofloxacina (b) e com

ciprofloxacina e GSH (c).

Contudo, ap6s a adsor¢ao de GSH nas nanoparticulas de prata, as moléculas de
GSH ainda t€m grupos funcionais livres para interagir com as FQs (Figura 19), causando
modificagdes no confinamento dos elétrons e, consequentemente, modificagdes nas
excitacoes plasmonicas das NPs, com o acoplamento de mais estruturas na superficie das
NPsAg (LI; CUIL; HAN, 2009). Assim, tem-se um decaimento na absor¢ao em 400 nm
(em comparacdo a intensidade de absorc¢do das NPs puras) (BALAVANDY et al., 2014;
LI; CUIL; HAN, 2009; MOHAMMADI; KHAYATIAN, 2017; WANG et al., 2017).

NP El ol
Ag : Fluoroquinolona
.

)\ : GSH (Y-Glu-Cis-Gli)

Figura 18. Mecanismo de alteracdo da excitacdo de plasmons das nanoparticulas

estabilizadas pela glutationa induzidas pelas fluoroquinolonas.
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OH

Figura 19. Mecanismo de interacio cation-m entre um grupo positivamente carregado da

GSH e o anel aromético da ciprofloxacina.

Vale ressaltar que para o desenvolvimento e validagdo de um método
quantitativo, fez-se necessario estipular uma faixa de concentracdo mais apropriada para

elaboragdo da curva analitica, o que seré discutido nos proximos itens.
3.4. Cinética de reacao das NPsAg estabilizadas

Durante a execucdo dos experimentos, foi observado que todos os ensaios
envolvendo diferentes concentragdes de FQs pareciam fornecer uma condi¢ao limite apds
um longo tempo de repouso. Nestes casos, a coloracao das suspensdes mudava de laranja
para rosa acinzentado, com e sem GSH. Diante disso, foi necessario verificar se o tempo
possui alguma influéncia na deteccao das fluoroquinolonas. A cinética foi avaliada com
a CIP mediante o monitoramento da absorbancia RPS por espectrofotometria (Figura 20),
e o deslocamento de banda de meia altura de absorbancia (A4p5/,). Esse deslocamento de
banda (em torno dos 500 nm) foi medido para cada espectro em fun¢do do tempo. Para
1sso, foram medidos os comprimentos de onda que possuem intersecdo com absorbancia
que corresponde a metade (ABS12=0,27) do valor do pico mdximo nessa regiao (ABSmax

= 0,45) (inset da Figura 20)
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Figura 20. Estudo cinético das NPsAg. Comprimento de onda monitorado em 400 nm (m)
e deslocamento de banda de meia altura (m) em func¢do do tempo. Condi¢des de andlise:
NPsAg (8,33%10” mol L"), GSH (8,33%10™ mol L") e CIP (2,78x10% mol L"). Insert

mostra como foi medido 0 Apgs2-

Pode-se observar na Figura 20, a diminuic¢ao de absorbancia no comprimento de
onda monitorado (400 nm), que estd associado a cor amarela da dispersdo coloidal de
NPsAg (curva preta), enquanto é gerada uma coloracdo résea (curva vermelha). A rdpida
interacdo das nanoparticulas de prata, sinalizada pela intensa diminui¢do da absorbancia
no inicio da curva preta (aumento da absorbancia na curva vermelha), foi causada pela
diminui¢do na energia livre de interacdo das nanoparticulas por causa da adsorcdo das
FQs nas NPsAg-GSH. O declinio da curva preta (e a ascensdao da curva vermelha), em
direcdo a formagdo de um estado estaciondrio apés os 175 segundos (condicdo de
equilibrio), pode ser explicada pela diminui¢do da taxa de interacdo devido a menor
quantidade de FQs que sdo adsorvidas. Esse fato pode estar relacionado a diminui¢do de
FQs livres no meio reacional, e/ou pela dificuldade de mais moléculas se aderirem as

superficies das NPsAg-GSH.

Como observado na Figura 21, uma maior concentracdo de FQs promove
declinio mais acentuado nos primeiros 50 min (mudanca de cor mais intesa), pela maior
disponibilidade de moléculas de FQ, representando de fato uma maior taxa de interagao
entre as NPsAg e as FQs nesse intervalo inicial da reacdo, ao comparar duas

concentracdes diferentes de CIP. Dessa forma, observa-se no grafico, que uma
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concentracdo menor apresenta uma variagao inicial da absorbancia em aproximadamente
0,1, enquanto uma concentragdo maior, apresenta uma maior varia¢do inicial de

absorbancia, de aproximadamente 0,15.
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Figura 21. Estudo da interagdo das NPsAg. Comprimento de onda monitorado 400 nm.
Condicdes de andlise: NPsAg (8,33%x107 mol L"), GSH (8,33x10> mol L") e CIP nas
concentracdes de (®) 1,94x10° mol L' ¢ (e) 2,08 x10™ mol L.

Para viabilizar a quantificacdo das fluoroquinolonas, o tempo da leitura de
andlise foi estipulado em 20s, proporcionando tempo de reagdo uniforme e duracdo

adequada para execuc¢do experimental das medidas.

Andlises semelhantes foram feitas por XU et al. (2011), em que os autores
também desenvolveram um método colorimétrico baseado na agregacdo de
nanoparticulas de ouro para determina¢do de acetamiprido em frutas e vegetais, obtendo
resultados cinéticos semelhantes, também com um decaimento exponencial semelhante
ao da Figura 20 e Figura 21, porém com um tempo de agregacao mais longo (em que o
equilibrio comec¢a em 50 minutos), enquanto que neste trabalho o equilibrio se inicia em

175 segundos.
3.5. Validacao do método de quantificacao de fluoroquinolonas por NPsAg

Tendo em vista que as condi¢des foram otimizadas previamente, deu-se
prosseguimento entdo ao desenvolvimento de um método para deteccdo e quantificacdo

das fluoroquinolonas em meio aquoso. Esta etapa consistiu na validacdo do método,
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sendo determinados a veracidade, repetitividade, precisdo intermedidria e limite de
quantificacao (LQ), conforme os parametros determinados pela ANVISA (ANVISA,
2017, 2018). Foram construidas curvas analiticas para as trés fluoroquinolonas (CIP,

NOR e ENRO) conforme a seguir, na Figura 22:

0,90 -
® 0,85-
=
@
‘G 0,801
| =
«®
£
5 0,751
a ENRO
< 4704 = CIP
¢ NOR
0.65 ; : . ;
0 1x10°  2x10°  3x10°  4x10°

Concentragéo (mol L)

Figura 22. Curvas analiticas monitoradas em 400 nm por EAM-UV/Vis no primeiro dia.
Condicdes de analise: 1,09x10* mol L! de dispersdo coloidal de NPsAg e 5,43x107
mol L' GSH.

No anexo deste trabalho (pdgina 73), consta as curvas separadas (Figura Al,
Figura A2 e Figura A3) com seus respectivos grificos de residuos indicando a
homocedasticidade e linearidade das curvas, cuja aleatoriedade dos pontos apresenta uma

variancia ndo sistemdtica das medidas, em especial para ciprofloxacina.

A faixa linear de trabalho variou de 6,94x10° a 4,17x10° mol L' para
enrofloxacina e norfloxacina, e 6,94x10° a 3,47x10” mol L"! para ciprofloxacina, com
coeficientes de determinacao de 0,998 a 0,969, exceto para enrofloxacina no terceiro dia
(0,833). O método foi muito sensivel para as trés FQs, no entanto, a ciprofloxacina foi a
mais sensivel, apresentando maior coeficiente angular, de -5606,08, enquanto a NOR e a
ENRO com -5096,66 e -5595,31, respectivamente, para concentracdoes da ordem de 107
mol L. A Tabela 5. Pardmetros analiticos obtidos pelo método de quantificacdo de FQs
por NPsAg no primeiro dia.Tabela 5 apresenta as equagdes das curvas analiticas de cada
FQs no primeiro dia. A Tabela 6 apresenta os coeficientes de determinacdo das curvas

analiticas das FQs em cada dia.
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Tabela 5. Parametros analiticos obtidos pelo método de quantificacao de FQs por NPsAg

no primeiro dia.

Analito Equacao da curva analitica R?
CIP y =-(5,61 +0,12) 10° x L mol™' + (0,9249 + 0,0028) 0,99816
NOR y =-(5,10 £ 0,27) 10° x L mol ™! + (0,8837 + 0,0069) 0,98918

ENRO y =-(5,60 £ 0,20) 10° x L mol™" + (0,9469 + 0,0051) 0,99512

Tabela 6. Coeficientes de determinac@o para a curva analitica de cada farmaco, nos trés

diferentes dias, empregando o método de determinacdo de fluoroquinolonas por NPsAg.

R2

1° Dia 2° Dia 3°Dia
CIP 0,99816 0,98306 0,97123
NOR 0,98918 0,99627 0,96947
ENRO 0,99512 0,98349 0,83261

Pode-se observar na Tabela 7 uma boa veracidade do método, com recuperacdes
dentro da faixa recomenddvel, isto é, entre 80 a 120% (ANVISA, 2017), exceto para o
segundo nivel de ciprofloxacina no terceiro dia (73,8%). O método também apresentou
boa repetitividade (precisdo intradia) para as trés FQs, com coeficiente de variacao entre
as réplicas inferiores a 20%. A precisdo intermediaria (interdia) foi realizada nos mesmos
niveis de concentracdo em trés dias distintos, em que apresentou um coeficiente de

varia¢do de no maximo 15,4%.

Tabela 7. Veracidade, repetitividade e precisdo intermedidria para o método de

determinagdo colorimétrica de fluoroquinolonas em dgua empregando NPsAg.

Farmaco Concentraciio 1" Dia 2°Dia 3" Dia intE:I(:lc(:(Si?gria
(mol L) R* CV#% R* CV*t R* CV** R%* (CV*=
Ciprofloxacina 1,99x107 98,0 798 89,2 17,0 86,5 20,0 91,2 153
2,97x107 98,7 592 982 640 73,8 13,6 90,2 154
Norfloxacina 1,99x107 934 13,2 96,5 12,6 110 7,54 100 12,7
2,97x107° 89,0 12,3 93,0 6,92 109 548 97,0 12,1
Tt 1,99x107 108 5,16 964 16,0 104 11,2 103 11,5

2,97x10° 90,0 6,15 83,7 104 958 133 899 113

*Recuperacao; **Coeficiente de Variacdo. Ambos em %.
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Os valores de LD foram de 0,397; 0,437 e 0,398 umol L, enquanto os LQ sdo de

1,203; 1,323 e 1,205 pmol L' de ciprofloxacina, norfloxacina e enrofloxacina,

respectivamente.

A Tabela 8 apresenta informagdes de validacdo (linearidade e LD) de alguns

métodos desenvolvidos para determinagdo de FQs em matrizes aquosas, a titulo de

comparacdo com o método proposto, que apresentou sensibilidade muito semelhante ao

descrito na literatura, sendo, porém, uma metodologia mais simples.

Tabela 8: Comparacao de outros métodos de determinacdo de FQs em édguas.

Método Preparo de Linearidade e Limite de
coe Amostra . P ~ Ref.
Analitico amostra faixa analitica deteccio
LC/.MS UV SPE cartucho Aguas resNiduais CIP: R>= 0,72 CIP: 4 ppt (RENEW: HUANG,
4 tipos de AE/HLB em estacdo de 0.82 NOR: 7 ppt 2004)
FQs * tandem tratamento ’ ENRO: 3 ppt
LC-MS/MS ‘ S CIP R?=0,9989 CIP: 13,2 ppt . -,
Jtiposde  SPE HLB Ag“aﬁl residuais R R2=0999  NOR: 11,0 ppt (SEETA’ TzERZIQ
FQs* efluvials - pNROR2=09992  ENRO: 6,5 ppt HEL, 2008)
HPLC/UV Extragdo Aguas residuais R%=0,999
5 tipos de liquido - e esgoto perto CIP: 1,5 ppb (ASHFAQ et al., 2016)
FQs liquido de hospitais (0.05 — 40 pg/mL)
SPE ¢ R?=0,999 1 ppm
MEKC HLB/FQ- Aguas Para CII)E, NOR (PRUTTHIWANASAN;
MIP superficiais (5 - 20 ug/mL) e ENRO. SUNTORNSUK, 2018)
ENO R? =0,9933
Filtragem OFLX R?=0,9996  ENO: 5,1 ppb
HPLC/RLS com Matrizes LMLX R?=0,9719 OFLX: 3,1 ppb
5 tipos de b de AQUOSAS GFLX R?=0,9985 LMLX: 4,2 ppb (PAN et al., 2018)
FQs* melm roaga d SPLX R?= 0,9935 GFLX: 3,8 ppb
fylon 4.2 pm SPLX: 17,5 ppb
(0,17 — 25 pg/mL)
CIP R?=0,998
ENR R? = 0,992 CIP: 10,9 ppt
L%‘;\g/[”\_’ls Aguas GEMR?=0990  ENR: 5,3 ppt
BSA) Nenhum superficiais ¢ MOX R? = 0,994 GEM: 31,8 ppt (DENADALI; CASS,
6 tipos de residuais NOR R? = 0,995 MOX: 11,6 ppt 2015)
FQs* OFL R? = 0,993 NOR: 10,5 ppt
OFL: 7,8 ppt
(20 — 800 ng/L)
2 _
Eletroforese CIP RO ;905’996 -
Capilar em Aguas resi/d}lais ENRO kz ~ 0,996 CIP 7 —23 ppb (DIAZ-QUIROZ et al.,
zona Nenhum de pecudria ENRO 10-33
2 tipos de suina —0.992 b 2018)
p pp
£
FQs (0.05— 1 pemL)
CIP R?=0,99816
NOR R?=10,98918 CIP: 132 ppb
NPsAg - Matrizes ENRO R? = NOR: 139 ppb
GSH Nenhum aquosas 0,99512 ENRO: 143 ppb Este trabalho

(2,3 - 13,8 pg/mL)

* Detec¢ao simultanea das FQs analisadas
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A seletividade do método também foi avaliada. Sabe-se que indmeros
medicamentos sdo despejados no meio ambiente e, para esta etapa, foi considerado um
grupo de farmacos, que por serem considerados de uso comum e recorrentes, coexistem
com as FQs em efluentes, principalmente em efluentes residenciais e hospitalares. O
método mostrou ser seletivo frente aos antibidticos beta-lactamicos (penicilinas:
amoxicilina e penicilina G; e as cefalosporinas: cefadroxil, cefalexina e ceftriaxona) e
cafeina por ndo ser observada a mudanga de cor caracteristica na andlise de FQs, como

pode ser visto na Figura 23 e nos graficos da Figura 24.

(a) (b) (c) (d) (e) (f) (8)

Figura 23. Fotografia das NPsAg com diferentes farmacos para ensaio de
seletividade: (a) amoxicilina, (b) cafeina, (c¢) cefadroxil, (d) cefalexina, (e) ceftriaxona,
(f) penicilina G e (g) ciprofloxacina. Condi¢des de andlise: 2,5x10™* mol L! para formacos

e nanoparticulas.

(a) . (b)
1,2 g 124
1,0 , ZIT \&/1,0-7 77777

7 /ﬁ 2 3 ) a0 7
0,8- 4 AV A ‘@ 08/ ¥ '

: ) U /
0,64 AV | © 06 7 : /
0417 / : N 217 S 04 AT
0,2 //' NN o 024

% / % o 7 8 ',, 4 = '//

0,0 ’ T T l B |”' < 0,0 Q T |
S v Y oo v v v v o \> N
NG o*? & & ‘\\o\\’ NS 5 *? P a? ‘yé’\v s
&L LK ¢ N L é«\’ <<"<< ¢ N«
ST L & < Q_eq.oo@ RS SR
¢ ® S & &

59




Capitulo 3. Resultados e Discussdo

Figura 24. Estudo de seletividade das NPsAg, que mostram as absorbancias em 400 nm
das NPsAg na presenca dos farmacos testados (8,33%x10™ mol L") (n=3). Os valores
foram obtidos em torno de 20s, com adi¢do dos farmacos as NPsAg. (a) apenas com

NPsAg; (b) NPsAg estabilizadas com GSH.

Em ambos gréficos da Figura 24 foi observado que a absorbancia média em 400
nm diminui na presenca das FQs, mas ndo diminui na presenca dos outros farmacos,

garantindo assim a seletividade do método para determinacgado de FQs.

Na Figura 23 € possivel observar visualmente a mudanca de cor para as FQs (neste
caso a CIP), mas ndo para os demais farmacos. Como discutido na sec¢do 3.2 (pagina 45),
na presenca de FQs, a suspensdo de NPsAg apresenta uma coloracdo avermelhada, com
o surgimento de uma banda em 520 nm. Os resultados mostrados na Figura 24a sdo

decorrentes dos ensaios mostrados nas fotografias da Figura 23.

3.6. Aplicacio do método em uma amostra auténtica

Diante do fato de que ja foram reportados trabalhos em que FQs foram
detectadas em 4gua tratada, e a necessidade de métodos simples e rdpidos de
quantificacdo de FQs em agua, avaliou-se o método em uma amostra auténtica de dgua
para verificar a validade do método. Sabe-se que a presenc¢a de fons como sédio, potassio,
célcio, ferro, entre outros, interferem na estabilizac@o eletrostdtica das nanoparticulas,
podendo promover um efeito de matriz na anélise. Assim, procurou-se minimizar esse
efeito realizando uma curva analitica com superposi¢ao de matriz, como pode ser visto
na Figura 25a. Os espectros das amostras usadas para constru¢@o da curva sdao mostrados

na Figura 25b.
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Figura 25. Curvas analiticas da ciprofloxacina em 4gua tipo 1 (preto) e amostra de dgua
(roxo) com superposi¢do de matriz (a). Espectros das amostras usadas em “a” (b). Teor

das NPsAg 1,09%10* mol L'; [GSH]= 5,43x10 mol L'!. Insert: Grafico de residuos.

Os parametros analiticos da curva analitica da Figura 25a sdo mostrados na
Tabela 9. Na Figura A4 do anexo deste trabalho (pdgina 74), encontra-se a curva da
ciprofloxacina com a amostra de 4gua e o grifico de residuos indicando a
homocedasticidade e linearidade da curva, cuja aleatoriedade dos pontos apresenta uma
variancia ndo sistemdtica das medidas. A faixa linear de trabalho variou de 6,94x10° a
2,08x10”° mol L', com coeficiente de correlacio de 0,986. O método permanece muito
sensivel, embora a faixa linear de trabalho seja mais estreita, do que com 4gua tipo I,

como € possivel ver na Figura 25.

Tabela 9. Parametros analiticos obtidos pelo método de quantificacdo de CIP por NPsAg

em uma amostra autentica de agua.

Analito Equacao da curva analitica R?

CIP y=-(2,90 £0,17) 10* x L mol™ + (0,6478 + 0,0025) 0.98605

O método também foi validado, utilizando os mesmos procedimentos
experimentais do item anterior. Foram determinados a veracidade, repetitividade, e limite
de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ). Os resultados apresentaram uma boa exatidao,
com recuperacao dentro da faixa recomendavel, isto é, entre 80 a 120% (ANVISA, 2017).
Também apresentou boa repetitividade, com de coeficiente de variacdo inferiores a 20%.

Os resultados sao mostrados na Tabela 10.
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Tabela 10. Veracidade e repetitividade para o método de determinacdo colorimétrica de

fluoroquinolonas em dgua tratada empregando NPsAg.

Concentracao Recuperaciao média Coeficiente de Variacao
(mol L) (%) (%)
1,04x10-5 106 11,05
1,74x10°° 98 6,81

O limite de detecc¢iio foi de 0,767 umol L', enquanto o limite de quantificacio
foi de 2,323 umol L', valores maiores que os encontrados no item anterior (com 4gua
tipo I), demonstrando que houve um efeito de matriz que diminuiu a sensibilidade do
método (como € possivel também observar pela inclinacdo da reta da Figura 25). Isso
pode ser explicado, devido ao fato de que os ions presentes na d4gua podem aumentar a
forca 10nica do meio reacional. Esse fato altera a caracteristica dielétrica/polarizante do
meio reacional, alterando a RPLS das NPsAg, simultaneamente ao efeito causado pelas
FQs. Esse fato foi comprovado pela anélise de condutancia de ambas as amostras (dgua
tipo I e amostra auténtica). Foi observado uma ligeira salinidade da amostra de dgua que
apresentou valor de 85 S, em relagdo a 2 uS da dgua tipo I, usada nos ensaios anteriores
(ambas em temperatura 22,4°C + 0,5°C). Esse evento € a causa da diminui¢do dos limites

de detec¢do e quantificacdo do método.
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Conclusdo e perspectivas futuras

4. CONCLUSAO

Neste trabalho foi possivel desenvolver um método quantitativo para
fluoroquinolonas em matrizes aquosas empregando nanoparticulas de prata estabilizadas
com glutationa. O método demonstrou ser sensivel, seletivo, simples, rdpido e facil de ser
executado, ademais, dispensa o preparo de amostra e uso de equipamentos sofisticados e
complexos. Também se trata de um método quimicamente seguro, ja que a dgua é o
solvente utilizado na sintese das nanoparticulas e a glutationa, um tripeptideo presente
nos organismos vivos, foi usada como estabilizante das nanoparticulas. E sobretudo, o
mais importante, o método foi validado apresentando bons resultados para linearidade,

precisdo, veracidade, limites de detec¢do e quantificacdo e seletividade.
S. PERSPECTIVAS
Como perspectivas para trabalhos futuros, propde-se:

e Substituir o borohidreto de sdédio por outros agentes redutores que colaborem com
os principios da quimica verde;

e Investigar o tipo de interacdes que as fluoroquinolonas e a glutationa possuem
com a superficie das NPsAg através de anélises de infravermelho ou raman.

e Investigar diferentes estabilizantes, visando aprimorar a funcionalizagdo das
nanoparticulas, para favorecer a andlise em matrizes mais complexas como urina,
sangue, leite etc.

e Executar uma andlise multivariada dos pardmetros analisados com o método; e

determinac¢do simultanea e multirresiduo das FQs.
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Anexo

7. ANEXOS
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Figura Al. Curva analitica do primeiro dia da ciprofloxacina na faixa de 6,94x10° a

3,47%107 mol. L', com comprimento de onda monitorado em 400 nm no EAM-UV/Vis.
Condicdes de analise: 1,09x10* mol.L"! de dispersdo coloidal de NPsAg e 5,43x107 mol
L' GSH. Insert: Grafico de residuos.
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Figura A2. Curva analitica do primeiro dia da Norfloxacina na faixa de 6,94x10° a

4,17x107° mol L', com comprimento de onda monitorado em 400 nm no EAM-UV/Vis.
Condicdes de analise: 1,09x10* mol L' de dispersio coloidal de NPsAg e 5,43x107 mol
L' GSH. Insert: Gréfico de residuos.
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Absorbancia (u.a.)

0,006
0,90 Mg
1723
"\ § 0,000
Y 2
0,85 1 X e
-0,006
\\\0.0 20x10°  4,0x10°
0,80+ “\._Conc. ENRO (mol L)
0,751 w "
\\\ \\.
0,70 1
0 1%10°° 2x10°° 3x10° 4x10°°

Concentracdo de ENRO (mol L)

Figura A3. Curva analitica do primeiro dia da Enrofloxacina na faixa de 6,94x10° a

4,17x107° mol L', com comprimento de onda monitorado em 400 nm no EAM-UV/Vis.
Condicdes de analise: 1,09x10* mol L' de dispersio coloidal de NPsAg e 5,43x107 mol
L' GSH. Insert: Grafico de residuos.

Absorbancia (u.a.)

0,64
0,002
2}
o
S 0,000
N D
“ 8
0,621 ‘ -0,002
TN BOXI0% 12¢10° 1,8x10°
“a._ Conc. de CIP (mol L)
0,601 S
\\\\\
“
0,58 . T - T . . . .
8,0x10°® 1,2x10® 1,6x10°  2,0x10°

Concentracdo de CIP (mol L)

Figura A4. Curva analitica com superposi¢ao de matriz (dgua tratada) para CIP. Teor das

NPsAg 1,09%10* mol L'; [GSH]= 5,43x10 mol L. Insert: Grafico de residuos.
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