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RESUMO

DINIZ, Juliana Aparecida, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de 2019.
Desenvolvimento de métodos voltamétricos de triagem para analise de
medicamentos veterinarios em produtos de origem bovina. Orientador: Leonardo
Luiz Okumura.

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de duas metodologias voltamétricas
inéditas de triagem e aplicacdo na andlise de ronidazol (RNZ) em carne bovina e
fipronil (FPN) em leite. Para analise de RNZ foi utilizado eletrodo de carbono vitreo
(GCE) como eletrodo de trabalho e tampéo fosfato pH 6,5 (0,200 mol L?) como
eletrolito de suporte. A caracterizacdo por voltametria ciclica indicou um pico
catodico irreversivel em Epe= -0,740 V (vs. Ag|AgCl, KClsat. 3,0 mol Lt). O método
foi aplicado e validado por voltametria de pulso diferencial (DPV) para analise de
extrato de carne bovina, sendo obtidas taxas de recuperacdo para trés concentracoes
de RNZ (0,625 mg kg *; 2,500 mg kg *; 3,750 mg kg ) variando de 99,3% a
100,3%. Foram obtidos limites de detecgdo (LD) 0,062 mg kg™ e 0,107 mg kg* e
quantificacdo (LQ) de 0,207 mg kg™ e 0,358 mg kg respectivamente e valores de
repetitividade satisfatorios para aplicacdo do método. Para o estudo do processo de
oxirreducdo de FPN as melhores condi¢c6es de trabalho foram entdo obtidas em meio
de NaOH 0,100 mol L* preparada em solucéo etanol-agua 30% (v/v) como eletrélito
de suporte e com eletrodo de pasta de carbono sem modificacdes. Neste caso, foi
observado um processo anddico irreversivel em Epa= +0,700 V (vs. Ag|AgCl, KClsa:.
3,0 mol L?). A quantificacio também foi realizada por voltametria de pulso
diferencial (DPV). O método foi aplicado e validado para andlise de leite UHT
desnatado, zero lactose. A taxa de recuperacdo obtida para trés concentracGes de
FPN (4,000 mg L?; 10,00 mg L?; 14,00 mg L) variou entre 95,3% e 109% na
matriz. Foram obtidos limites de deteccdo (LD) 0,568 mg L' e 0,331 mg L e de
quantificacdo (LQ) 1,89 mg Lt e 1,10 mg L™ na auséncia de matriz e em leite,
respectivamente e valores de repetitividade satisfatérios para aplicacdo do método.
As aplicacbes dos métodos em amostras auténticas se apresentou satisfatoria para

triagem de residuos de medicamentos veterinarios em carne e leite bovino.
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ABSTRACT

DINIZ, Juliana Aparecida, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March, 20109.
Development of voltammetric screening methods for the analysis of veterinary
drugs in products of bovine origin. Adviser: Leonardo Luiz Okumura.

The objective of this study was the development of two unprecedented voltammetric
methods of screening and the application of these methods for the analysis of
ronidazole (RNZ) in bovine meat and fipronil (FPN) in milk. For the analysis of
RNZ, a glassy carbon electrode (GCE) was used as working electrode and phosphate
buffer pH 6.5 0.100 mol L™ as support electrolyte. Under these conditions the cyclic
voltammetry characterization indicated an irreversible catodic peak at approximately
-0.740 V (vs. Ag | AgCl, KClsat. 3,0 mol L1). The method was applied and validated
for bovine meat analysis, obtaining recovery rates for three concentrations of RNZ
(0.625 mg kg *; 2.500 mg kg *; 3.750 mg kg ) ranging from 99.3% and 100.3%.
Limit of Detection (LOD) 0.062 mg kg™ and 0.107 mg kg™ and quantification (LOQ)
of 0.207 mg kg™ and 0.358 mg kg™ respectively and satisfactory repeatability values
were obtained for the application of the method. The oxidation process for FPN was
studied using a carbon paste electrode (CPE). Different graphite powder
compositions and electrode modifiers were evaluated, as well as different support
electrolytes and pH's for the detection of FPN. The best working conditions were
then obtained in NaOH medium 0.100 mol L™ prepared in 30% ethanol / water
solution (v / v) as support electrolyte and with carbon paste electrode without
modifications. An irreversible anodic process was observed at approximately +0,700
V (vs. Ag | AgCl, KCls:. 3,0 mol L™). Quantification was also performed by
differential pulse voltammetry (DPV). The method was applied and validated for
analysis of skimmed UHT milk, zero lactose. The recovery rate obtained for three
FPN concentrations (4.000 mg L?; 10.00 mg L?; 14.00 mg L?) ranged from 95.3%
to 109% in the matrix. Limits of detection (LOD) 0.568 mg L and 0.331 mg L and
of quantification (LOQ) 1.89 mg L™ and 1.10 mg L were obtained in the absence of
matrix and in milk respectively and satisfactory repeatability values for method
application. The applications of the methods in authentic samples were satisfactory

for the sorting of residues of veterinary drugs in meat and bovine milk.
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1. INTRODUCAO GERAL

As projecOes populacionais indicam crescimento acelerado e continuo nas
préximas décadas. Estima-se que a populacdo mundial em 2024 sera superior a oito
bilhdes de pessoas e, em 2050, superior a nove bilhdes (ONU, 2017).

O aumento da populagdo aliado @ mudancas associadas & dietas e combinado
com o aumento da renda média mundial e da urbanizacdo podera resultar em quase o
dobro da demanda por alimentos (Gjedrem et al., 2012).

A producdo mundial de carne deve dobrar até 2050 e a producdo de leite
devera aumentar 23% até 2028, sendo a maior parte esperada nos paises em
desenvolvimento. O crescente mercado de carne oferece uma oportunidade
significativa para pecuaristas. No entanto, o aumento da producdo pecuaria segura,
representa um grande desafio (FAO, 2019) (MAPA, 2018).

Ocorre mundialmente uma tendéncia crescente de consumidores a procura de
alimentos seguros, livres de residuos e contaminantes, tendo em vista que a garantia
de alimento é essencial para a prevencdo de doencas (Santos et al., 2002). Além
disso, a presenca destes residuos pode causar descrédito a cadeia produtiva. Dessa
forma, 0 monitoramento destes produtos torna-se de fundamental importancia.

Fipronil (FPN) e Ronidazol (RNZ) sdo medicamentos veterinarios utilizados
em bovinos para o controle do “carrapato do boi” (Rhipicephalus microplus) e do
protozoario Tritrichomonas foetus, respectivamente. Ambos se utilizados de forma
indevida ou acima da dose permitida, podem deixar residuos em alimentos de origem
bovina, como a carne e o leite.

Tradicionalmente, a analise de residuos de medicamentos veterinérios é
realizadas utilizando técnicas cromatogréaficas, que sdo técnicas muito importantes
em analises quimicas devido a algumas vantagens como por exemplo a facilidade em
identificar e quantificar as espécies presentes nas amostras por meio de detectores
especificos.Contudo, tais técnicas dependem de um longo tempo nas etapas iniciais
para preparacdo das amostras, utilizam maior quantidade de reagentes e a
instrumentacdo geralmente € mais dispendiosa financeiramente, o0 que eleva o custo
final das analises (Galli et al., 2006).

Assim sendo, ha necessidade de se desenvolver métodos mais simples,

rapidos, de baixo custo e que permitam o monitoramento destes produtos.



As técnicas voltamétricas relacionam medidas de quantidades elétricas, tais
como, corrente, potencial e carga, com parametros quimicos. Estas apresentam
algumas vantagens frente as tecnicas tradicionais de andlise, a principal delas é a
possibilidade, em diversos casos, de analise direta da amostra, sem necessidade de
etapas de separacdo ou pré-tratamento da mesma, o que possibilita a analise in loco
de residuos em alimentos (Galli et al., 2006; Pacheco et al., 2013).

Devido as vantagens apresentadas, as técnicas voltamétricas se apresentam
como Otima alternativa para desenvolvimento de método de triagem de
medicamentos veterinarios em alimentos de origem bovina

Destarte, o presente trabalho propde o desenvolvimento de duas metodologias
eletroanaliticas de triagem simples, rapidos, eficientes e de baixo custo que possam
ser aplicados a determinacéo e quantificagéo de ronidazol (RNZ) e fipronil (FPN) em

carne e leite bovino, respectivamente.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Propor duas metodologias eletroanaliticas de triagem utilizando técnicas
voltamétricas para determinacdo e quantificacdo de residuos de medicamentos

veterinarios em carne e leite bovino.

2.2. Objetivos especificos

e Identificar os processos de oxirredugdo para os compostos RNZ e FPN em
eletrodo de carbono vitreo e eletrodo de pasta de carbono;

e Escolher condicdes ideais para analise, tais como: eletrolito de suporte, pH do
sistema, composicdo do eletrodo de trabalho e variaveis das técnicas
voltamétricas;

e Avaliar os comportamentos voltamétricos dos compostos quanto ao
transporte de massa e reversibilidade e propor mecanismos dos processos de
oxirreducao;

e Validacdo dos métodos propostos via analise de figuras de merito para RNZ e
FPN.
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Medicamentos veterinarios

De acordo com o Programa Nacional de Andlise de Residuos de
Medicamentos Veterinarios em Alimentos Expostos ao Consumo (PAMVet)
medicamentos veterinarios sdo definidos como toda e qualquer substancia que se
aplica ou se administra a qualquer animal destinado a producdo de alimentos, como
0s que produzem carne ou leite, as aves de granja, peixes ou abelhas, tanto com fins
terapéuticos, profilaticos ou de diagnostico, ou para modificar as funcbes
fisioldgicas, de comportamento ou como promotor de crescimento (ANVISA, 2003).

Incluem-se como produtos de uso veterindrio medicamentos, vacinas,
pesticidas, melhoradores da producao animal, entre outros. Tais produtos definem-se
como substancia quimica, biologica, biotecnoldgica ou preparagdes manufaturadas
destinadas a prevencdo, ao diagndstico, a cura ou ao tratamento das doencas dos
animais. A aplicagéo desses produtos pode ocorrer de forma individual ou coletiva e
também pode ser efetuada de forma direta ou misturada com os alimentos (MAPA,
2019), no entanto, a maioria dos medicamentos veterinarios € administrada como
aditivos alimentares ou dissolvidos na agua de consumo oferecida aos animais (Aerts
et al.1995).

De acordo com a legislacdo brasileira (MAPA, 2012) os medicamentos de
uso veterinarios estdo classificados em: medicamentos de referéncia, medicamento
similar e medicamento genérico. Define-se ao medicamento de referéncia aquele
inovador registrado no 6rgdo federal competente e comercializado no pais, cuja
eficécia, seguranca e qualidade foram comprovadas cientificamente nesse 6rgdo. Sao
medicamentos similares aqueles que conttm o mesmo principio ativo do
medicamento de referéncia, mesma concentracdo e forma farmacéutica, mas cujos
excipientes podem ou ndo ser idénticos. Os medicamentos genéricos sdo 0S que
contém os mesmos principios ativos do medicamento de referéncia, com a mesma
concentracdo, forma farmacéutica, podendo diferir apenas em caracteristicas
relativas ao tamanho, formato, prazo de validade, embalagem, rotulagem, excipientes
e veiculos do produto.

A indGstria de produtos para saude animal fechou 2017 com faturamento
global em torno de US$ 34 bilhGes, resultado 6% superior & 2016 (US$ 32 bilhdes), o
que confirma as expectativas de crescimento do negdcio acima da média da

economia global. Analistas apostam que o mercado possa atingir US$ 40 bilhdes em



2020. No Brasil, 0 mercado de produtos para salde animal movimentou R$ 5,34
bilhdes em 2017. Resultado que representa evolucdo de 8% sobre 2016 e da ao Brasil
cerca de 5% do mercado global de produtos veterinarios (SINDAN, 2017).

Na Figura 1 estdo representadas as distribui¢es do faturamento nacional em
2017 por (A) classe terapéutica e (B) espécie animal. Conforme observado, o pais
obteve maior faturamento com a classe de antiparasitarios e com medicamentos
destinados a ruminantes (SINDAN, 2017).

A Classe terapéutica

15,2% 12,2%

11,4%

0
23,3% 10.7%

[ Antiparasitarios

[ Bioldgicos 27,2%
[ Antimicrobianos

[ Suplementos-Aditivos

[ Outros

I Terapéuticos

B Espécie animal

13,21%

18,52%

10,91%

2%

"1 Ruminantes 55,36%

[ Aves
[]Cées e gatos
[ Suinos
[ Equinos

Figura 1. Distribuicdo de faturamento nacional de medicamentos veterinarios por (A)
classe terapéutica e (B) espécie animal
Fonte: Adaptado de Sindan (2017)

Tendo em vista a quantidade de medicamentos veterinarios utilizados em
bovinos e sabendo a enorme importancia da bovinocultura para a economia do pais,

além das preocupacfes com a saude humana e ambiental, fica evidente a importancia



do desenvolvimento de metodologias de determinacdo de residuos de medicamentos

veterinarios nos produtos alimenticios de origem bovina.

Monitoramento de residuos de medicamentos veterinarios

Define-se residuos como substancias (de natureza quimica ou bioldgica)
indesejaveis presentes em pequenas quantidades nos produtos de origem animal.

Ao considerar os animais de producdo, os residuos de medicamentos
veterinarios sdo um atributo de grande importancia na industria veterindria. A
permanéncia de residuos de medicamentos nos derivados de carne e leite é um dos
principais limitantes para a comercializacdo e viabilizacdo de produtos empregados
na criacao de animais de producdo (Barbosa, 2017).

Os residuos podem ser introduzidos na cadeia alimentar por decorréncia de
diferentes préaticas, como por exemplo armazenamento incorreto de alimentos ou
também podem ser resultado de medicamentos fornecidos aos animais (Biswas et al.,
2010).

Com o intuito de verificar o uso correto e seguro dos medicamentos
veterinarios, o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA)
instituiu em 1986 e adequou em 1995, o Plano Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes em Produtos de Origem Animal (PNCRC) (MAPA, 1999) que inclui
programas setoriais para analise de carne, leite, ovos, mel e pescado. Em
complemento as acbes ja desenvolvidas pelo MAPA, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é responsavel por controlar e fiscalizar residuos de
medicamentos veterinarios em alimentos. Para operacionalizar sua competéncia
legal, foi instituido oficialmente o Programa de Analise de Residuos de
Medicamentos Veterinarios em Alimentos de Origem Animal (PAMVet) , com o
objetivo geral de subsidiar a analise de risco do uso de medicamentos veterinarios em
animais de producdo, visando fortalecer os mecanismos de controle sanitario
(ANVISA, 2003).

Antiparasitarios utilizados em bovinos

A presenca de parasitos em bovinos pode levar a grandes perdas econdmicas

devido a queda de produtividade e transmissdo de patdgenos, em algumas vezes,



ocasionando a morte de alguns animais, por isso, ha grande importancia do controle
dos mesmos. Na maioria das vezes, realizam-se tentativas de combate aos parasitos
de forma incorreta com uso excessivo e desordenado das bases terapéuticas, o que
aumentam o custo de producdo e ainda ndo alcangam os objetivos de controle. Além
disso, implicam na presenca de residuos nos produtos de origem animal (Delgado et
al., 2009).

Os antiparasitarios sdao farmacos utilizados para o controle dos parasitas
internos (endoparasitas) ou externos (ectoparasitas) dos animais. Esse produto
veterinario é classicado em anti-helminticos (tratamento ou prevencdo das
helmintoses); anticoccidianos (tratamento da coccidiose); bernicidas (tratamento ou
prevencdo do berne); carrapaticidas (tratamento ou prevencdo dos carrapatos);
hemoparasiticidas (tratamento das hemoparasitose); mata-bicheiras (tratamento ou
prevencdo das bicheiras); mosquicidas (controle ou prevencdo das moscas);
piolhicidas (controle dos piolhos); sarnicidas (tratamento ou controle das sarna) e
pulguicidas (controle das pulgas ) (MAPA 2015).

Ronidazol (RNZ)

Nitroimidazois sdo uma classe de medicamentos veterinarios utilizados para o
tratamento e prevencdo de certas doencas bacterianas e protozoarias em aves
domésticas, disenteria suina e tricomonose genital em bovinos (Granja et al., 2013).

A tricomonose € uma doenca parasitaria, infecciosa e sexualmente
transmissivel entre os bovinos. Essa doenca € causada por um protozoario flagelado
parasita, patdgeno venéreo de gado, denominado Tritrichomonas foetus (Riedmuiller,
1928) (Gookin et al., 2006), que é ativamente mdvel, anaerébio e se multiplica por
divisio binaria. E sensivel ao calor e aos desinfetantes comuns. Tritrichomonas
foetus sobrevive por poucos dias no ambiente.

Tritrichomonas foetus tem distribuicdo mundial e pode ocorrer em qualquer
regido onde existam bovinos tanto de corte quanto para producdo de leite. A
importancia dessa enfermidade é avaliada pelos problemas reprodutivos que pode
causar e conseqlientemente pelas perdas econdmicas relacionadas com os custos de
tratamento das consequéncias de aborto e piometra, pela necessidade de descarte de
reprodutores e pela diminuicdo na producdo por repeticdo de cios e abortos. Em

fémeas a doenca se caracteriza por causar principalmente endometrite, piometra,



cervicite, vaginite, irregularidades do cio, abortamento precoce e esterilidade
temporaria. Os machos tém uma infeccéo assintomatica, ndo desenvolvem a doenca e
nem adquirem imunidade contra o parasita. O modo de transmissdo natural ocorre
durante o coito, onde o parasita passa do touro infectado para a fémea suscetivel e
vice-versa (Filha; Oliveira, 2009).

Nitroimidazois também tém sido amplamente utilizados como promotores de
crescimento em animais produtores de alimentos. Devido a sua eficacia no
tratamento de animais destinados a producdo de carne, ainda existe uso deliberado
destes medicamentos veterinarios, portanto, o uso ilegal de nitroimidazois na criacao
de animais deve ser monitorado (Granja et al., 2013).

Ronidazol (RNZ) cuja estrutura molecular é apresentada na Figura 2 € o
nome comercial do antiparasitario 1-metil-2-(carbamoiloximetil)-5-nitroimidazol.
Este se encontra inserido no grupo dos nitroimidazdis utilizados em préticas
veterinarias dentre outras, no combate a Tritrichomonas foetus. E uma droga
antibacteriana e antiprotozoaria. A atividade deste nitroimidazol envolve a geragéo
de nitroradicais livres via metabolismo dentro de protozoérios e bactérias. Ronidazol
interrompe a sintese do DNA em um organismo envolvendo reacdo com metabolitos
intracelulares. Sua acdo é especifica para bactérias e protozoarios anaerobicos
(Papich, 2016).

NO, / 0
pYal

Figura 2. Estrutura quimica de ronidazol.

Segundo a legislacéo brasileira. o Limite Maximo de Residuos de RNZ em
carne bovina é 3,0 pg kg  (MAPA, 2018)

Na literatura encontram-se diversos trabalhos envolvendo a analise de RNZ
em diferentes matrizes, por exemplo, mel (Guo et al., 2017; Sakamoto et al., 2011),

leite (Hernandez-Mesa et al., 2015), geléia real (Tao et al., 2006), salmdo (Sakamoto



et al., 2011), carnes de ave (Sun et al., 2007; Wang, 2001-b), de suinos (Sun et al.,
2007), e de bovinos (Silva et al., 2017). Em todos os trabalhos relatados foram

utilizadas técnicas cromatograficas no desenvolvimento dos métodos.

Acaricidas utilizados em bovinos

Acaricidas sdo os agroquimicos que se destinam ao controle de acaros. Os
acaros compreendem artrépodes incluidos na Ordem Acari da Classe Arachnida e
distinguem-se facilmente dos insetos por apresentarem, de uma maneira geral, quatro
patas nos estagios ninfais e adulto. Uma das caracteristicas interessantes de
acaricidas é a sua enorme variedade estrutural e especificidade: muitos acaricidas que
séo altamente ativos contra &caros sdo relativamente inofensivos para insetos (Van
Leeuwen et al., 2013).

Pertencente a classe Arachnida (Campos et al., 2012), Rhipicephalus
microplus conhecido popularmente como carrapato do boi € um dos maiores
ectoparisitas hematdéfagos que causa grande prejuizo aos rebanhos. Os prejuizos
determinados pelo parasitismo por Rhipicephalus microplus a pecuaria bovina
brasileira sdo classificados em dois grupos principais. No primeiro grupo se
enquadram o0s danos decorrentes da acdo direta, caracterizados por espoliagdo
sangliinea e suas consequéncias, como anemia, irritacdo, quedas no peso e na
producdo dos animais, predisposicdo a instalacdo de miiases e desvalorizacdo dos
couros. Em um segundo grupo esta compreendido os transtornos ocasionados pela
acdo indireta, constituidos, essencialmente, pela transmissdo de agentes causadores
de doencas, como a “Tristeza Parasitaria Bovina” e pelos gastos com a aquisi¢do de
medicamentos e de méo-de-obra especializada para o tratamento dos animais, além
das perdas com os bovinos que vao a Obito, quando ndo adequadamente tratados
(Furlong et al., 2007).

No Brasil as perdas econdmicas causadas por esse parasita chegam a dois
bilhdes de dblares ao ano (Grisi et al., 2002). O prejuizo econdémico ocasionado pela
infestacdo de carrapatos ao rebanho se da pelo custo no tratamento dos bovinos e
sem duavida pela perda da producdo (Brito et al., 2010). Devido a tais prejuizos na
pecudria, é necessaria atencao especial ao controle desse parasita no rebanho.

Na tentativa de evitar que a situagdo chegue a tal ponto, os acaricidas (ou

carrapaticidas) sdo utilizados indiscriminadamente, levando ao aumento dos gastos e
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a selecdo e proliferagdo de populacGes de carrapatos resistentes as bases quimicas
disponiveis, além da poluicdo ambiental e da elevada quantidade de residuos nos
produtos derivados dos animais tratados. A presenca de residuos de carrapaticidas
nos alimentos pode comprometer a seguranca dos alimentos, principalmente se 0s
niveis estiverem acima dos limites maximos permitidos pela legislacdo, podendo
provocar sérios problemas comerciais e de salide ambiental e pablica.

Os mais recentes grupos quimicos carrapaticidas disponiveis no mercado sdo
os fenilpirazdis e as spinosinas (pertencente ao grupo das lactonas macrociclicas).
Porém ainda sdo de usos corrente carrapaticidas que tém como principio ativo
piretroides, organofosforados e amidinas, os quais permanecem no mercado devido
ao baixo custo relativo destas bases e por ainda propiciarem o controle em algumas
populacdes do carrapato do boi (Brito et al., 2010). A resisténcia a diversos
carrapaticidas que se desenvolveu em isolado a Rhipicephalus microplus (Canestrini,
1887) se tornou um dos principais problemas da bovinocultura brasileira (Chagas et
al., 2002), pois com isso houve um aumento indiscriminado de seu uso em rebanhos
infestados.

O aumento do uso de tais medicamentos provoca certo grau de poluicao
ambiental, além disso, residuos de acaricidas no leite e/ou carne constituem um
problema universal e de grande importancia na satde publica. Sua presenca interfere

na comercializacdo de produtos de origem animal (Chagas et al., 2002).

Fipronil (FPN)

Um dos carrapaticidas muito utilizados no controle de Rhipicephalus
microplus é Fipronil (FPN) 5-amino-1-[2,6-dicloro-4-(trifluorometil)fenil]-4-
[(trifluorometil)sulfinil)pirazol-3-carbonitrila)], pertencente ao grupo quimico dos

pirazois. A estrutura quimica de FPN é mostrada na Figura 3.
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Figura 3. Estrutura molecular de fipronil.

Na Tabela 1 estdo resumidas algumas propriedades fisicas e quimicas de
FPN.

Tabela 1. Propriedades fisicas e quimicas de fipronil (FPN)

Propriedade Referéncia
Massa molar (g mol™) 437,15 (Tingle et al., 2000)
Densidade a 20 °C (g mL™) 1,6262 (Tingle et al., 2000)
Temperatura de fusdo (°C) 195,5a 203 (Tingle et al., 2000)
Solubilidade em agua:
pH5 (g LY 0,0024 (Tingle et al., 2000)
pHO (gL 0,0022
IDA! (mg kg p.c) 0,0002 (ANVISA, 2016)
Constante de dissociacao (pKa) =
LMR? (ug L?) 20,0 (MAPA, 2018)

Pulverizacdo, imersédo

Modo de aplicacdo (Furlong et al., 2007)

Oou pour on

IDA!- Ingestdo diaria aceitavel, LMR?- Limite maximo de residuos

Além de atuar no controle de pragas veterinarias, FPN é um inseticida
altamente ativo, eficaz, de amplo espectro e possui valor potencial para o controle de
vasta gama de culturas (Tingle et al.,2000). No Brasil FPN é utilizado no controle de
formigas (Blitz®), pragas da raiz do milho e do gorgulho aquatico do arroz (Klap®),
insetos e pragas em culturas de cana-de-aglicar (Regent®), carrapatos e pulgas
(Frontline®) (Amaral, 2012).

Diversos trabalhos encontrados na literatura relatam a analise de FPN em

diferentes matrizes como solo (Brondi et al., 2013; Caldas et al., 2011; Cheng et al.,
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2014; Cid et al., 2012; Hadjmohammadi et al., 2006; Li et al., 2015; Wang et al.
2014; Wu et al., 2017), milho (Brondi et al., 2013; Caldas et al., 2011), leite e carne
de bdfala (Marchesan et al., 2010), entre outras, sendo que em todas as andlises

citadas foram utilizadas técnicas cromatograficas para o desenvolvimento do método.

Producéo de carne e leite bovinos

A cada ano, a participacdo brasileira no comércio internacional vem
crescendo, com destaque para a producdo de carne bovina, suina e de frango.
Segundo o Ministério da Agricultura, até 2020, a expectativa € que a producdo
nacional de carnes suprird 44,5% do mercado mundial (MAPA, 2017).

Dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) apontam que
0 Brasil possui 0 segundo maior nimero efetivo de bovinos (214,90 milhdes de
cabecas), € o segundo maior produtor e o primeiro exportador mundial de carne
bovina (IBGE, 2018).

A producéo leiteira do pais também se destaca perante o mercado mundial,
sendo o Brasil o sexto maior produtor mundial de leite e o terceiro pais com maior
nimero de vacas ordenhadas. Em 2017 a producéo leiteira atingiu o valor de 33,49
bilhdes de litros, sendo 11,96 bilhGes de litros desses produzidos na regido sul do
pais (IBGE, 2018).

Nos mapas apresentados na Figura 4 observa-se 0 numero efetivo de bovinos,

bovinos abatidos e os locais de maior producéao de leite no Brasil.
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Efetivos de Bovinos
Até 1 milhao
Mais de 1 milh3oc até 7 mithbes
Mais de 7 milhdes até 13 milhdes
Mais de 13 miihdes até 19 méhdes
Mais de 19 mihSes até 25 mihdes
Mais ce 25 mihdes até 30 mihdes

Bovinos Abatidos

L4 até 0.4 milhao
@ Mais de 0.4 2a 1 milhao
@ Mais de 1 a 2 milhdes

(] mais de 2 a 3 milhdes
@ Mais de 3 a 4 milhdes

@ Mais de 4 mihdes a 5 milhdes

2 - PATOS DE MINAS -
MG

_~10-CARMO DO
11-ORIZONA-GO X s PARANAIBA - MG

- 6-POMPEU-NG

4 - PATROCINIO - MG
7 -LAGOA FORMOSA - MG
Leite Produzido (L)
Sem Produgic
Abd 1 milkh&a
Mais de 1 milhda a 10 milkdes
Mais de 10 milhdas a 20 mihias
Mais de 20 milkdes a S0 mihias
Mais de 50 milhdes a 39 mihdes
Mais de B9 milhes a 284 milhdes

3-CARAMBEI-PR ~

Figura 4. Mapas referentes (A) ao numero efetivo de bovinos e bovinos abatidos e (B) ao
leite produzido em litros no Brasil.
Fonte: Adaptado de IBGE (2018)

No Brasil, o 6rgdo responsavel por assegurar a qualidade de produtos de
origem animal, comestiveis e ndo comestiveis, destinados ao mercado interno e
externo, bem como de produtos importados € o Servico de Inspecdo Federal (SIF),
vinculado ao Departamento de Inspe¢do de Produtos de Origem Animal (DIPOA).

Atualmente o pais se destaca como um dos principais exportadores mundiais de
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produtos de origem animal (MAPA, 2019).

Meétodos eletroanaliticos

Os métodos eletroanaliticos englobam uma série de técnicas eletroanaliticas
que possibilitam o estabelecimento de relacbes diretas entre propriedade elétricas
mensuraveis do analito, como corrente, potencial, condutividade, resisténcia ou
carga, com algum pardmetro quimico intrinseco do analito (Brett & Brett, 1993;
Pacheco et al., 2013; Skoog et al., 2006; Wang, 2001-b).

As técnicas eletroanaliticas apresentam algumas vantagens frente as técnicas
tradicionais. A principal delas é a possibilidade, em diversos casos, de analise direta
da amostra, sem necessidade de etapas de separacdo ou pré-tratamento da mesma.
Ainda é possivel analisar amostras coloridas ou com particulas solidas dispersas no
meio, 0 que as tornam muito Uteis no monitoramento ambiental, no controle de
qualidade de produtos, em processos industriais e em analises biomédicas (Galli et
al., 2006; Pacheco et al., 2013). Mesmo em alguns casos, em que a utilizacdo de
técnicas eletroanaliticas para analise de amostras muito complexas requerer etapas de
preparo da amostra, estas sdo mais simplificadas, de menor custo e necessitam de
menor tempo (Codognoto et al., 2004; Ripp et al., 1992). Como vantagens também
se podem mencionar: baixo custo operacional e instrumental; rapidez na obtencéo de
dados; sensibilidade; portabilidade; utilizacdo de menor quantidade de solventes
organicos, consequentemente, geracdo de menor volume de residuos, além de
possibilitarem maior padronizacdo da metodologia (Arteaga et al., 2012; Souza et al.,
2003; Galli et al., 2006; Reis et al., 2009).

Todas essas vantagens fazem com que as técnicas eletroanaliticas sejam uma
alternativa viavel para a determinacéo de residuos de medicamentos veterinarios nas
mais diversas matrizes.

Dentre as diversas técnicas classificadas como eletroanaliticas, destaca-se a
grande aplicabilidade das técnicas voltamétricas. Estas baseiam-se na medida de
intensidade da corrente elétrica, em uma célula eletroquimica, em funcdo da
aplicacdo de uma determinada diferenca de potencial, induzindo a uma reagdo de
oxirreducdo entre o analito e a superficie de um eletrodo de trabalho. A velocidade

de oxidacdo ou reducdo do analito é limitada pela velocidade de transferéncia de
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massa do analito, presente na solugdo que contém a amostra, até a superficie do
eletrodo (Skoog et al., 2006). O registro da corrente em funcdo do potencial é
denominado voltamograma e a magnitude da corrente obtida pela transferéncia de
elétrons durante um processo de oxirreducdo pode estar relacionada com a
quantidade de analito presente na superficie do eletrodo e consequentemente, na
célula eletroquimica (Bard & Faulkner, 2001; Pacheco et al., 2013).

A técnica precursora da voltametria foi a polarografia, desenvolvida pelo
quimico Jaroslav Heyrovsky em 1922 e que ainda € um ramo importante da
voltametria, em que se utiliza a superficie de uma gota de mercdrio liquido como
eletrodo de trabalho (Kounaves, 1997). Atualmente a célula eletroquimica
convencionalmente utilizada é composta por trés eletrodos imersos em uma solugéo
contendo o analito e também um eletrdlito de suporte que deve ser preferencialmente
inerte, em concentragdo aproximadamente 100 vezes maior que a concentragdo do
analito, facilitando a condutividade do sistema e garantindo uma forca ibnica
constante, além de ser utilizado em muitos casos um tampéo para manter o pH do
meio (Pacheco et al., 2013).

O sistema usual consiste em trés eletrodos. Um deles é o eletrodo de trabalho,
cujo potencial em relacdo a um eletrodo de referéncia varia linearmente com o
tempo. As dimens@es do eletrodo de trabalho sdo mantidas pequenas para aumentar
sua tendéncia em se tornar polarizado. O eletrodo de referéncia tem um potencial que
permanece constante durante o experimento. O terceiro eletrodo é um eletrodo
auxiliar, ou contra-eletrodo, que frequentemente € um fio de platina. Tal eletrodo foi
introduzido para assegurar uma situacdo potenciostatica. Nessa configuracdo, 0s
eletrodos sdo conectados a um amplificador operacional, que atuard quando for
aplicada uma diferenca de potencial entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo de
referéncia, fazendo com que a resisténcia do eletrodo de referéncia aumente e a do
eletrodo auxiliar, diminua. Assim, a corrente passara entre o eletrodo de trabalho e o
auxiliar, evitando que ocorram distdrbios no eletrodo de referéncia (Pacheco et al.,
2013; Skoog et al., 2006).

Os eletrodos de trabalho comuns podem ser s6lidos metalicos como ouro e
platina ou de outros materiais como carbono vitreo, pasta de carbono ou diamante
dopado com boro, dentre outros. Ou ainda pode ser utilizada a gota de mercurio em

técnicas polarograficas. Todo o controle de potencial € realizado por um
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potenciostato/galvanostato frente a um eletrodo de referéncia de potencial constante
(Galli et al., 2006).

As técnicas voltamétricas sdo classificadas em: voltametria ciclica (Cyclic
Voltammetry - CV), voltametria linear (Linear Sweep Voltammetry - LSV),
voltametria de onda quadrada (Square Wave Voltammetry - SWV) e voltametria de
pulso diferencial (Differential Pulse Voltammetry - DPV). Estas se diferem,
basicamente, pela forma como o potencial é aplicado ao eletrodo de trabalho e pela
forma como o sinal analitico (corrente) é obtido, o que gera diferentes caracteristicas
as técnicas, tais como, limite de deteccdo e velocidade da analise (Pacheco et al.,
2013).

Voltametria ciclica

A voltametria ciclica (VC) é uma técnica eletroanalitica importante e
amplamente empregada. Embora a VC ndo seja utilizada com freqiiéncia na analise
quantitativa, ela encontra ampla aplicabilidade no estudo de reacdes redox, na
deteccdo de intermediarios de reacdo e na observacao e acompanhamento de reacdes
envolvendo produtos formados nos eletrodos. Na VC, em primeiro lugar a varredura
de potencial é feita em uma direcdo e, em seguida, na outra, enquanto a corrente é
medida. Um experimento envolvendo VC pode empregar um ciclo inteiro, um ciclo
parcial ou ainda varios ciclos (Skoog et al., 2006).

A voltametria ciclica é a técnica voltamétrica mais utilizada para se obter
informacGes qualitativas, sendo geralmente a primeira andlise realizada em um
estudo eletroquimico. Com estas analises, obtém-se a corrente de pico anodico (Ipa),
corrente de pico catodico (lpc), potencial de pico anddico (Epa) (relativo ao processo
de oxidacdo) e potencial de pico catodico (Epc) (relativo ao processo de reducéo)
(Bard & Faulkner, 2001; Skoog et al., 2006).

A VC também ¢ largamente utilizada como critério de diagndstico dos
processos redox que acontecem na interface entre o eletrodo de trabalho e a solucédo
de analise. Utilizando-se como variaveis a intensidade de corrente de pico (lp), a
velocidade de varredura de potencial (v) e os potenciais de pico (Ep), € possivel
identificar processos de oxidacdo, reducdo e de adsorcdo/dessor¢do, 0 nimero de
etapas envolvidas no processo eletrodico ou a reversibilidade do mesmo (Souza et
al., 2003).
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A VC baseia-se na aplicagdo de uma varredura linear de potencial, de forma
triangular, ao eletrodo de trabalho, ou seja, € realizada uma varredura no sentido pré-
selecionado (catdédico ou anddico) e posteriormente no sentido inverso, a uma
velocidade preestabelecia. O potencial aplicado (E) atua como forca motriz para
gerar uma corrente (i) faradaica pela oxidacdo e/ou redugdo do analito, a qual é
mensurada e plotada versus o potencial, fornecendo um voltamograma ciclico ( Bard
& Faulkner, 2001; Skoog et al., 2006; Wang 2001-b).

A Figura 5 exibe a forma de aplicacdo do potencial (Figura 5A) e o sinal

voltamétrico obtido (Figura 5B-D).

A)

0

Tempo —

Y

B)

D)

Y

Figura 5. (A) Forma de aplicacdo do potencial de varredura em VC; (B) sinal voltamétrico
registrado para um sistema tipicamente reversivel em VC; (C) sinal voltamétrico registrado
para um sistema quase reversivel em VC; (D) sinal voltamétrico registrado para um sistema

irreversivel em VC.

Voltametria de pulso diferencial

A fim de minimizar a contribuicdo da corrente capacitiva nas medidas
voltamétricas utilizam-se as técnicas de pulso. As técnicas de pulso e suas variantes
sdo baseadas na aplicacao de degraus de potencial, fixos ou variaveis.

Na voltametria de pulso diferencial (DPV), pulsos de amplitude fixos
sobrepostos a uma rampa de potencial crescente sdo aplicados ao eletrodo de

trabalho A corrente é medida duas vezes, uma antes da aplicagdo do pulso (S1 —
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Figura 6A) e outra ao final do pulso (S:1 — Figura 6A), conforme ilustrado na Figura
6.

Tempo de
pulso

Amplitude _J_.L—

A)

Potencial / V

s”
Tempo/t
Epico
|
_|_
B)
Ai
0
[ E —

Figura 6. (A) forma de aplicacdo do pulso de potencial em DPV; (B) sinal voltamétrico
registrado para DPV.

A primeira corrente é instrumentalmente subtraida da segunda, e a diferenca
das correntes é plotada versus o potencial aplicado. Apds a aplicacdo dos pulsos de
potencial a corrente capacitiva se extingue mais rapidamente que a componente
faradaica, sendo o sinal analitico mensurado ao final da aplicacdo. Tal perturbacéo
adicional, o pulso de potencial, assim como uma alteracdo sensivel de temperatura
e/lou pressdo em sistemas homogéneos, representa uma alteracdo instantanea no
sistema eletroquimico. O voltamograma resultante consiste de picos de corrente de
forma gaussiana, cuja area deste pico ou a altura é diretamente proporcional a
concentracdo do analito (Pacheco et al., 2013; Skoog et al., 2006; Souza et al., 2003,
Wang, 2001-b).
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Voltametria de onda quadrada

Na voltametria de onda quadrada o pulso de potencial é aplicado ao eletrodo de
trabalho como onda quadrada simétrica, sobreposta a uma rampa de potencial na forma
de escada (Souza et al., 2003; Wang, 2001-b), como o representado na Figura 7.

A) | e . B) /\ Resuttante
— 7\
\ //
| §1 / \\Direto
. Ap ! N\ -~
82 / A\
B a J \
Reverso
J; -
Tempo —» .

Figura 7. (A) forma de aplicacdo do pulso de potencial em SWV; (B) sinal voltamétrico

registrado para SWV.

A corrente € amostrada duas vezes, uma ao final do pulso direto (S1 — Figura
7A) e outra ao final do pulso reverso (S2 — Figura 7A), sendo o voltamograma obtido
o resultado da diferenca entre essas duas correntes amostradas versus a rampa de
potencial aplicado. A contribuicdo da corrente reversa pode variar, sendo menor

quanto menor for a reversibilidade do sistema redox (Skoog et al., 2006).

Eletrodos de trabalho

Uma vez que as reacOes de oxirreducdo monitoradas ocorrem entre o analito e
a superficie do eletrodo de trabalho, as informacbes obtidas pelas técnicas
voltamétricas sdo altamente dependentes da superficie eletrédica utilizada. Na
escolha do eletrodo de trabalho para o desenvolvimento de métodos deve ser
considerado principalmente o comportamento redox do analito de interesse na
superficie do eletrodo, ou seja, o0 analito deve interagir com a superficie eletrodica
resultando na transferéncia de elétrons.

O eletrodo de trabalho deve apresentar outras caracteristicas importantes
como: elevada razdo sinal-ruido, boa reprodutibilidade da superficie, adequacdo a

janela de potencial de trabalho e condutividade elétrica (Bard & Faulkner, 2001;

20



Wang 2001-b). Além disso, fatores como, propriedades mecénicas e o custo de
fabricagdo devem ser considerados para a escolha adequada de um eletrodo de
trabalho (Pacheco, 2010). Alguns materiais frequentemente utilizados para
construcdo de eletrodos sélidos sdo platina, ouro, carbono, iridio, rédio, paladio,
niquel, ferro, cobre e tungsténio (Galli et al., 2006).

Eletrodo de carbono vitreo

Em 1962 foram realizados os primeiros estudos para confec¢do de carbono
vitreo como material utilizado em eletrodos a partir de uma resina fendlica. Os
materiais de carbono vitreo sdo geralmente formados por um programa de
aquecimento cuidadosamente controlado em atmosfera inerte (Van der Linden,
Dieker, 1980). Esse material possui baixa densidade, baixa expansao térmica, alta
resisténcia a corrosao e alta condutividade térmica e elétrica (Friedrich et al., 2004).

Quando comparados a outros alotropos do carbono, a estrutura do carbono
vitreo apresenta propriedades fisicas interessantes. 1sso se deve primeiramente ao seu
método de formacdo permitir que os materiais produzidos tenham diversas formas
possiveis. Esta propriedade, juntamente com o tamanho extremamente pequeno dos
poros do carbono vitreo faz com que ele seja um material bastante atrativo para
preparacdo de eletrodos inertes, podendo ser utilizado inclusive em meios altamente
corrosivos (Van der Linden, Dieker, 1980). Na Figura 8 esta representada sua
estrutura final obtida apds tratamento térmico (Figura 8A), juntamente com a
microscopia eletrénica de alta resolucao da superficie do carbono vitreo (Figura 8B)
(Jenkins, Kawamura, 1971; Van der Linden, Dieker, 1980).
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Figura 8. (A) Modelo estrutural e (B) microscopia eletrénica de alta eficiéncia para o
carbono vitreo.

Fonte: Adaptado de (A) Jenkins, Kawamura (1971) e (B) Van der Linden, Dieker
(1980).

Eletrodo de pasta de carbono

Este eletrodo é constituido de duas fases, uma delas é de carbono
(eletroquimicamente ativa) e outra inerte (aglutinante e ndo condutora). Em 1958, na
tentativa de preparar um eletrodo gotejante para ser utilizado em regides de
potenciais anddicos em que o eletrodo de gota pendente de mercurio (HDME)
apresenta sérias limitacGes devido a oxidacdo do mercdrio metalico, foi desenvolvido
0 primeiro eletrodo de pasta de carbono (CPE). O eletrodo ndo apresentou resultados
satisfatorios, devido a alta resisténcia elétrica causada pelo aglutinante utilizado na
preparacdo, porém a construcdo do CPE foi de extrema importancia no
desenvolvimento de novos procedimentos eletroanaliticos (Adams, 1958).

Uma das maiores vantagens do eletrodo de pasta de carbono sobre todos os
outros eletrodos sélidos é a possibilidade de preparar, de maneira simples, uma nova
superficie, a cada medida realizada. Diversas analises apresentam adsorcdo de
produtos na superficie do eletrodo, assim essa renovacao é extremamente importante
nestes casos para se evitar uma passivacdo da superficie do eletrodo. Outra
propriedade importante é a baixa corrente residual, que é menor do que em eletrodos
feitos de grafite pirolitico (PGE) e carbono vitreo (GCE) (Lindquist, 1974).

O preparo da pasta de carbono consiste na mistura de dois componentes: 0 po

de grafite que deve ter alta pureza quimica, baixa capacidade de adsorcdo de
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oxigénio e impurezas eletroativas contidas na solucdo, além de apresentar uma
distribuicdo granulométrica uniforme e o aglutinante, responsavel pela consisténcia
da pasta, deve preencher os espacos entre as particulas de grafite, ser eletroinativo,
quimicamente inerte, imiscivel com a &gua (ou outros solventes), possuir baixa

volatilidade e n&o conter impurezas (Ulakhovich et al., 1993).

Método voltamétrico de triagem

As técnicas voltamétricas permitem andlises de triagem por apresentarem
algumas vantagens incluindo rapidez na obtencdo de respostas, alta sensibilidade,
facilidade de operacdo, medicdo in loco, baixo custo instrumental e por serem
técnicas que, na maioria das vezes, ndo necessitam de pré-tratamento das amostras
(Nunes et al., 2016).

Devido a inUmeras vantagens, nota-se uma tendéncia na utilizacdo dessas
técnicas ao serem desenvolvidos métodos rapidos de triagem em diferentes matrizes,
como por exemplo, cocaina (Freitas et al., 2017), chds (Dominguez, Doménech-
carbd, 2015), aguas naturais (Nunes et al., 2016) e peixes (Ni et al., 2011-a). Em
uma busca rapida na base de dados Science Direct (2019) e possivel observar essa

tendéncia crescente nos Gltimos anos, como mostra o grafico da Figura 9.
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Figura 9. Relatorio de artigos publicados referentes aos termos de busca “screening method
and voltammetry ”, no periodo de 2008 a julho de 2019.
Base de dados: Science Direct, 2019.
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As medidas voltamétricas sdo vantajosas em estudos de monitoramento
(triagem) e métodos convencionais como a cromatografia, por exemplo, podem
ser usados para confirmar a presenca do analito, que ja exibiu resposta
voltamétrica positiva (Nunes et al., 2016).

Assim, sdo necessarias tecnologias de triagem répida, mais simples e
econdmicas, para uso global, a fim de selecionar as amostras questionaveis, que
poderiam entdo ser enviadas para posterior analise confirmatoria (Ni et al.,
2011-b).
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CAPITULO 2

Metodo voltamétrico de triagem para determinacao de

Ronidazol em carne bovina
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Resumo

Um método voltamétrico inédito de triagem foi desenvolvido para determinar
residuos do antiparasitario ronidazol (RNZ) em amostras de carne bovina utilizando
eletrodo de carbono vitreo (GCE) e voltametria de pulso diferencial (DPV). A
voltametria ciclica (VC) indicou que um processo catddico irreversivel ocorre em
aproximadamente -0,740 V (vs. Ag|AgCI, KClst. 3,0 mol L) em tampéo fosfato
(0,200 mol L) pH 6,5 como eletrélito de suporte. Para a quantificacdo de residuos
de RNZ em carne bovina e validacdo do método utilizou-se a técnica de DPV. O
novo método apresentou linearidade e precisdo adequadas e coeficiente de
determinagdo >0,99. Foram obtidos limites de detecgdo (LD) 0,062 mg kg™ e 0,107
mg kg™ e quantificacdo (LQ) de 0,207 mg kg™ e 0,358 mg kg respectivamente. A
porcentagem de recuperacao para trés diferentes concentragdes de RNZ em amostras
de carne bovina variou entre 99,3% e 100,3% e a metodologia desenvolvida
apresentou valores maximos de CV de 4,03% e 6,78% para repetitividade e preciséo
intermediaria, respectivamente . O método se mostrou eficiente para a triagem de

RNZ em carne bovina.

Palavras-chave: Agente antiparasitario, carne bovina, técnicas eletroanaliticas,

eletrodo de carbono vitreo.
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Introducéo

A cada ano, a participacdo brasileira no comércio internacional vem
crescendo, com destaque para a producdo de carne bovina, suina e de frango. O
Ministério da Agricultura estima que até 2020 a produc¢do nacional de carnes suprira
44,5% do mercado mundial indicando que o Brasil pode manter posi¢do de primeiro
exportador mundial de carne bovina (MAPA, 2017).

O crescimento da cadeia produtiva da carne bovina estd diretamente
relacionado as tendéncias do mercado, em que o aumento da produtividade esta
atrelado a seguranca dos alimentos e a sua qualidade (Aradjo et al., 2017). A vista
disso, tal crescimento se apresenta como um grande desafio, pois este esta
intimamente relacionado ao uso continuo de diferentes medicamentos veterinarios
voltados para a prevencgéo, tratamento e cura de diversas doencas do rebanho.

Os compostos nitroimidazélicos apresentam uma gama de atividades
biologicas, sendo principalmente utilizados como radiossensibilizadores,
antibacterianos e drogas antiprotozoarias. De acordo com a posi¢do do substituinte
nitro no anel imidazdlico, € possivel classificar os derivados nitroimidazolicos como
derivados 2-, 4- e 5-nitroimidazélicos (Church et al., 1990). Ronidazol (RNZ), cuja
estrutura molecular é apresentada na Figura 1, € 0 nome comercial do antiparasitario
1-metil-2-(carbamoiloximetil)-5-nitroimidazol. Esse medicamento € utilizado no
tratamento da tricomonose genital bovina, uma doenca sexualmente transmissivel
causada pelo protozoario flagelado tritrichomonas fetus. Esta doenca pode infectar o
trato urogenital bovino, causando morte embrionaria, repeticdo de cios e aborto, e
aumentar o nimero de vacas vazias até o final da estacdo reprodutiva, além de outros
problemas que promovem consideraveis danos econémicos (Alves et al., 2011;
Duarte et al., 2009; Zimmer et al., 2013).
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Figura 1. Férmula estrutural do antiparasitario ronidazol (RNZ)

Técnicas analiticas tém sido desenvolvidas para determinar residuos de
contaminantes de RNZ em diferentes matrizes, de modo que todos os requisitos
legais sejam cumpridos em produtos como ovos, carne de aves, musculo suino,
figado de suino, carne bovina e leite, entre outros (Granja et al., 2013; Kumar et al.,
2014; Mottier et al., 2006; Sams et al., 1998; Xia et al., 2007). De acordo com o
Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes em Produtos de Origem
Animal — PNCRC de 2018, publicado por meio da instru¢cdo normativa n° 20, de 26
de julho de 2018, o limite maximo de referéncia de ronidazol em carne bovina é 3,0
ug kg?!. A Tabela 1 apresenta alguns métodos analiticos para determinar RNZ ja

relatados na literatura.

37



Tabela 1. Métodos analiticos empregados para analise de ronidazol (RNZ)

Matriz Extracéo Método Recuperacéo (%) LD/LQ Referéncia
Carne Acetonitrila/ 1 0,055 pg kg™/ .
bovina 4cido acético UHPLC- MS/MS 95,4-101,4 0,093 g kg (Silva et al., 2017)
. -1
Mel Acetato de Ze't';fao/ acetato de ’HPLC- MS/MS 86,7-90,3 2’% t% ‘f(ggl/ (Guo et al., 2017)
-1
Mel Acetato de etila 5LC- MS/MS 96-101 0.2 ‘Iilngg ! (Sakamoto et al., 2011)
. . Eletrocromatografia i 6,0 ug LY (Hernandez-Mesa et al.,
Leite Acetonitrila capilar 81-107 19,0 g L™ 2015)
. o o , 1,71 pg LY (Herndndez-Mesa et al.,
Leite Acido tricloroacético Eletroforese capilar 60 5.7 g L™ 2014)
-1
Geléia real Acetato de etila HPLC- MS/MS 96,6-107 (150 t% kk%1/ (Tao et al., 2006)
N o . 0,5ng g™/
Carne de ave Acetonitrila/ 4cido acético GC- NPD 90 NR (Wang, 2001)
-1
Carne de ave Acetato de etila SHPLC- UV 72,7-83,8 %27%% kk%ll (Sun et al., 2007)
-1
Salméo Acetato de etila LC- MS/MS 101 0.2 L&ngg / (Sakamoto et al., 2011)
-1
Carne suina Acetato de etila HPLC- UV 71,8-85,6 %27 L:lgg ll<<ggll (Sun et al.,, 2007)

1UHPLC- MS/MS-Cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas; 2HPLC- MS/MS-Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria

de massas; 3LC- MS/MS- Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas; “GC- NPD-Cromatografia gasosa acoplada a detector de nitrogénio-fosforo.



Os métodos cromatogréficos relatados necessitam de pré-tratamento da
amostra e demoradas etapas de extracdo antes da analise de RNZ. Além disso, estes
meétodos exigem equipamentos caros e habilidades consideraveis sdo necessarias para
opera-los com sucesso (El-Desoky et al., 2010).

O desenvolvimento de métodos de triagem que fornegcam informacdes
analiticas rapidas sdo de grande importancia. Os métodos analiticos convencionais
geralmente sdo mais demorados, pois estes sdo projetados para fornecer informagdes
qualitativas e quantitativas detalhadas sobre os analitos na amostra, o que
normalmente ndo é obrigatdrio para respostas rapidas (Moretti et al., 2016; Toledo et
al., 2007).

As técnicas voltamétricas sdo uma excelente alternativa aos métodos
analiticos convencionais, principalmente devido ao baixo custo e curto prazo para
realizar 0s ensaios (Souza, Machado, 2006), destacando em particular, a
possibilidade de realizar medidas diretas na maioria dos casos, sem necessidade de
separacao prévia ou etapas de tratamento (Galli et al., 2006).

Devido a auséncia de méetodos eletroanaliticos relatados anteriormente para a
determinacdo de RNZ em carne bovina, no presente estudo, um método de triagem
inédito, rapido e simples foi desenvolvido e validado, baseado em estudos
voltamétricos com recuperacao e limites de detecgdo satisfatdrios para sua aplicagédo

como método de triagem na determinacdo de RNZ em carne bovina.

Material e métodos

Reagentes e solucdo estoque de RNZ

Todos os reagentes utilizados nesse trabalho foram de pureza grau analitico
(P.A) e sem nenhuma etapa prévia de purificacdo. RNZ (CAS Number 7681-76-7)
foi obtido da Sigma-Aldrich Chemical Company (St. Louis, MO, USA) como um
padrdo analitico. Uma solucéo estoque de RNZ (4,000 g L™ ou 20,00 mmol L?) foi
preparada em éagua ultrapura com resistividade de 18,2 MQ cm? (Milli-Q System,
Millipore, USA) e foi armazenada sob refrigeracéo.

Também foi utilizada agua ultrapura em todos 0s ensaios eletroquimicos, no
preparo das outras solucGes e para a construcdo das curvas analiticas. Para a

avaliacdo de possiveis eletrolitos de suporte, cloreto de potéssio (85%), hidroxido de
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potassio (99%), fosfato de sédio monobasico (> 98%) e fosfato de sodio bibasico

(99%) foram adquiridos da Vetec.

Obtencéo das amostras e preparo do extrato de carne bovina

As amostras de carne moida (patinho) frescas foram adquiridas no comércio
local da cidade de Vicosa (Minas Gerais, Brasil). Em um liquidificador doméstico foi
homogeneizado 5,000 g de carne bovina moida com 25,0 mL de tampdo fosfato
0,100 mol L utilizado como eletrolito de suporte. A mistura foi filtrada em papel de
filtro Quanty® com 9,0 cm de diametro e 25,0 um de porosidade, como mostrado na
Figura 2. O filtrado obtido foi utilizado como extrato de carne bovina e preparado
diariamente.

Aliquotas adequadas de solucdo padrdo e do extrato foram sempre preparadas
no dia da analise e adicionadas a célula eletroquimica, para posteriores medidas
voltamétricas.

Figura 2. Preparo do extrato contendo a matriz carne bovina.

Instrumentacéo
Todas as medidas voltamétricas foram realizadas em um

potenciostato/galvanostato PGSTAT 128 N Autolab potentiostat (Eco-Chemie,
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Utrecht, The Netherlands) interfaciado a um microcomputador pelo software General
Purpose Electrochemical System (GPES, verséo 4.9). Para todas as medidas utilizou-
se uma célula eletroquimica convencional de 50,00 mL com uma tampa de Teflon®
equipada com um conjunto de trés eletrodos, incluindo o eletrodo de referéncia Ag |
AgCl, KClst. 3,0 mol L, um fio de platina como eletrodo auxiliar e um eletrodo de
carbono vitreo (GCE) como eletrodo de trabalho, com uma érea superficial de 0,127
cm?. Todos os eletrodos foram adquiridos da Metronm® (Suica).

O oxigénio foi removido por borbulhamento de géas nitrogénio durante 5
minutos antes de cada ensaio. A superficie do eletrodo de trabalho foi polida com
alumina de 0,3 um (Buehler, EUA) entre cada repeti¢do por 1 minuto e em seguida

enxaguada com agua purificada.

Avaliacdo do comportamento voltamétrico de RNZ

Devido a auséncia de estudos voltameétricos anteriores do antiparasitario,
primeiramente foi realizada uma investigacao sobre a eletroatividade de RNZ 2,00
mmol L. Para isso empregou-se a técnica de voltametria ciclica e foram examinadas
diferentes faixas de potencial nos sentidos anddico e catdédico em tampéo fosfato
0,100 mol L pH 6,5 como eletrélito de suporte e GCE como eletrodo de trabalho.
Alguns ensaios por voltametria ciclica foram utilizados como critérios de diagnostico
para 0 comportamento voltamétrico do analito, como a realizacdo de varreduras
sucessivas sem o polimento da superficie do eletrodo de trabalho e a variacao da taxa
de varredura (v). Todos os ensaios foram realizados a temperatura ambiente (25 + 1

°C) e em triplicata.

Otimizacdo das condicfes de analise para RNZ

A solucéo aquosa de RNZ 2,00 mmol L foi testada por VC e GCE na faixa
de potencial entre (Epc) de -1,20 V <Eyc <-0,30 V vs. Ag | AgCl, KClsa. 3,0 mol L
em quatro solucdes de eletrélito de suporte por DPV, a fim de se estabelecer em qual
solucdo o analito proporcionaria a maior intensidade de corrente de pico catodico
(Ipc) € menor valor de potencial de pico catddico (Epc).

A fim de obter maior sensibilidade e seletividade nas analises voltamétricas
quantitativas, realizou-se um estudo de otimizacdo de pardmetros instrumentais para
as técnicas de voltametria de pulso diferencial (DPV) e voltametria de onda quadrada

(SWV). Todas as medidas foram realizadas utilizando testes univariados em solucéo
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de RNZ 2,00 mmol Ltem eletrdlito de suporte tampéo fosfato 0,200 mol L™ pH 6,5.
Em ambas as técnicas, trés parametros foram examinados, utilizando GCE como
eletrodo de trabalho.

Os critérios definidos para escolha da técnica foram: maior intensidade de
corrente de pico, menores desvios de Iy entre as repeticdes e menores valores de
Wip.

Validagdo do método e aplicacdo em amostras de carne bovina

Apds otimizagdo dos parametros voltamétricos e do eletrdlito de suporte, duas
curvas analiticas foram construidas, na auséncia e na presenca de carne bovina, pela
adicdo de aliquotas da solucdo estoque de RNZ em concentracdes finais variando
entre 0,625 mg kg * e 4,375 mg kg * na célula contendo o eletrélito de suporte.
Foram aplicadas regressdes lineares para cada curva pelo método de minimos
quadrados e todos os ensaios foram realizados a temperatura ambiente (25 £ 1 °C) e
pelo menos em triplicata.

O efeito de matriz foi avaliado estatisticamente aplicando o teste t-student a

95% de confianca (Meier & Ziind 2000), utilizando a equacédo apresentada:

_ |a1— ag|
Feate = T sy @

Onde a: e a2 séo as inclinagdes das curvas analiticas na auséncia e presencga
de matriz carne bovina, respectivamente. s(a1) e s(a2) sdo estimativas de desvio
padrdo da inclinacdo. O valor t calculado foi comparado com o valor de t critico
determinado em uma tabela de t-student a 95% de confianga, respeitando o grau de
liberdade da analise.

A fim de assegurar a confiabilidade dos resultados do método desenvolvido,
foram determinadas algumas figuras de mérito. Os limites de deteccdo (LD) e
quantificacdo (LQ) foram calculados a partir das equacdes 1 e 2, respectivamente:

Os valores de LD e LQ para RNZ foram calculados com as Equacdes 1 e 2, a
partir do desvio padréo absoluto da corrente elétrica (Sp), medidas exatamente na Epc
do analito ap6s 12 varreduras realizadas no branco, e a inclinacdo (b) da curva
analitica. (MAPA, 2011; Ribani et al., 2004)
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LD = =% (1)

10.5p

LQ = (2)

Em que Sb é o desvio padrdo absoluto da corrente elétrica medidas
exatamente no Epc do analito ap6s 12 varreduras realizadas no branco e b
corresponde as inclinagdes das curvas analiticas construidas na auséncia e presenca
de matriz.

Também foram avaliados a linearidade, precisdo e exatiddo, conforme
recomendacdo de agéncias regulatorias brasileiras (ANVISA, 2003; INMETRO,
2010; MAPA, 2011) da literatura (Paschoal et al., 2008; Ribani et al., 2004) e a
IUPAC 1978.

Resultados e discussao

Comportamento voltamétrico de RNZ

O principal objetivo dos estudos preliminares foi a caracterizacdo de
possiveis processos de oxidoreducéo de solugdes aquosas RNZ de 2,00 mmol L por
voltametria ciclica (VC) em tampao fosfato 0,100 mol L™ pH 6,5 como eletrdlito de
suporte e GCE como eletrodo de trabalho. Foram examinadas diferentes faixas de
potencial nos sentidos anddico e catodico, até ser observado um pico em
aproximadamente Epc= -0,742 V vs. Ag|AgCl, KClss: 3,0 mol L a uma taxa de
varredura de 100 mV s, dentro do intervalo do potencial negativo (Epc) de -1,20 V
<Epc <-0,30 V vs. Ag | AgCl, KClsa. 3,0 mol L. Este pico foi atribuido como o pico
de reducdo do antiparasitario, conforme apresentado na Figura 3A.

Ensaios de varreduras sucessivas por VC sem polir a superficie do eletrodo de
trabalho mostram a diminuicdo da intensidade da corrente de pico catodico (Ipc) em
aproximadamente 78% entre o0 1° e 0 10° ciclos, como indicado na Figura 3B. Esse
fendmeno ocorre devido a possivel adsor¢do de RNZ ou seu produto de reducdo na
superficie do eletrodo de trabalho. Para evitar tal deposicéo, a limpeza mecénica da
superficie do eletrodo foi realizada manualmente antes de cada medicdo.
Consequentemente, para fins analiticos, foi registrado o voltamograma que

correspondia ao primeiro ciclo em -0,742 V.
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Figura 3. (A) Voltamograma ciclico do (a —)branco e (b —) solu¢do de RNZ 2,00 mmol L™;
(B) Voltamogramas ciclicos sucessivos de solugio aquosa de RNZ 2,00 mmol L™ (a —) 1°
ciclo; (b —-) 2° ciclo; (c -) 3° ciclo; (d —) 5° ciclo; (e —) 10° ciclo, em velocidade de varredura

de 100 mV s com tampéo fosfato 0,100 mol L™ pH 6,5 e eletrodo de carbono vitreo

O comportamento eletroquimico de RNZ também foi examinado com VC
variando a taxa de varredura (v) entre 10 mV s e 500 mV s*. Uma relagdo linear (r?
= 0,9935) entre a corrente de pico catodico (lpc) e a raiz quadrada da taxa de
varredura (v 2) é observada na Figura 4A, o que indica que o principal mecanismo
de transferéncia de massa para a reducdo do composto organico é a difusdo no
interior da solucdo para a superficie do eletrodo de trabalho.(Bard, Faulkner, 2001)
Na Figura 4B, esta representada a relagdo entre a funcio corrente (lpc / v *?) e

diferentes velocidades de varredura (v).
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E possivel observar que os valores de (lc / v Y?) sdo praticamente
independentes de v, sugerindo que a transferéncia eletronica no processo catddico €
irreversivel.(Nicholson, Shain, 1964).

A Figura 4C apresenta a relacdo linear obtida entre (log Ipc vs. log v) com
inclinagdo da reta ~ 0,5 indicando assim um processo de transferéncia de massa
controlado majoritariamente por difusdo (Bard, Faulkner 2001) reafirmando a
indicacio obtida pela relagdo linear entre I e v¥2. Apesar disso, o coeficiente linear
diferente de zero indica, mesmo que de forma secundaria, a existéncia de um

processo de adsorcao na superficie do eletrodo de trabalho.
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Figura 4. (A) Intensidade da corrente de pico catddico (Ip) em fungdo da raiz quadrada da velocidade de varredura (v ¥2); (B) Dependéncia da fungdo corrente
(e / v %) com a velocidade de varredura de potencial; (C) Variagdo do logaritmo da corrente de pico catédico em fungdo do logaritmo da velocidade de

varredura em VC para uma solucdo de RNZ 2,00 mmol L™ em tampé&o fosfato 0,100 mol L * em pH 6,5, utilizando eletrodo de carbono vitreo (GCE).
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Proposta de mecanismo para a reducéo de RNZ em GCE

Em trabalhos encontrados na literatura acerca da transferéncia eletronica que
ocorre durante o processo de oxidorreducdo dos diferentes derivados de
nitroimidazdis, observa-se uma diferenca no comportamento voltamétrico de tais
compostos, que depende principalmente do meio em que é realizado o ensaio. Em
meio aprético, 2-nitroimidazol e 4-nitroimidazol apresentaram dois picos de reducéao
bem definidos por voltametria ciclica, sendo que o primeiro pico ocorre a partir de
uma transferéncia de quatro elétrons e o segundo pico a partir de uma transferéncia
de um elétron (Roffia et al.,1982; Squella et al., 2006).

Por polarograma de pulso diferencial e voltametria ciclica, 4-nitroimidazol
em meio acido apresentou um pico de reducdo a partir da transferéncia de quatro
eletrons e em meio basico o composto apresentou dois picos de reducdo também a
partir da transferéncia de quatro elétrons, para produzir a hidroxilamina derivada
(Bollo et al., 2010; Carbajo et al., 2002).

Compostos 5-nitroimidazolicos, como é o caso de RNZ, quando analisados
por voltametria ciclica apresentaram um pico de reducdo e nenhum pico de oxidacao,
indicando transferéncia eletronica irreversivel para os processos. Tal reducéo atribui-
se a transferéncia de quatro elétrons do grupo nitro (-NO2) para o0 grupo
hidroxilamina correspondente (-NHOH) (Gui et al., 2011).

Por polarograma de pulso diferencial, metronidazol apresentou dois picos de
reducdo em meio acido e apenas um pico em meio basico (Brett et al., 1997). Leach
et al. (1981) também relataram a presenca de um pico de reducdo de metronidazol
em meio neutro em Epc= -0,465 V (Leach et al., 1981). Em ambos os trabalhos, 0s
autores relataram a transferéncia de seis elétrons durante a reducdo do composto.
Neste caso, 0 mecanismo de reducdo ocorre em trés etapas, sendo que em cada uma
delas, ocorre a transferéncia de 2 elétrons. A hidroxilamina derivada é formada a
partir das duas primeiras etapas de reducdo, em seguida, na terceira etapa, ocorre a
formacdo da amina correspondente.

Devido a semelhanca entre as estruturas quimicas de RNZ e metronidazol,
neste trabalho, considerou-se o mecanismo de transferéncia eletrénica para a reducao

eletroquimica de RNZ o mesmo apresentado na Figura 5:
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Figura 5. Proposta de mecanismo para reducao eletroquimica de RNZ em GCE.
Fonte: Adaptado de Brett et al., 1997

Ajuste do eletrolito de suporte por DPV

O primeiro parametro a ser estabelecido foi em qual solucdo de eletrélito de
suporte que o analito proporcionaria a maior intensidade de corrente. Para isso,
quatro solucdes de eletrolito de suporte foram testadas: KCI 0,100 mol L, KOH
0,100 mol L1, tampéo fosfato de 0,100 mol L™ pH 6,5 e HCI 0,100 mol L (onde
ocorreu auséncia de pico catddico). De acordo com o grafico de distribuicdo de
espécies de RNZ (pKa=1,32) (Moral-Rodriguez et al., 2016), pode-se concluir que a
espécie é completamente desprotonada para pH> 2,5 (a1) (Figura 6).

Em vista disso, é inviabilizada a investigacdo sobre o comportamento do
composto em pH inferior a 2,5 caso em que a molécula se encontra na forma
protonada (ao). E possivel inferir que nos demais eletrélitos, a espécie eletroativa é a
base conjugada e por isso a auséncia de picos ao utilizar HCI 0,10 mol L como
eletrolito de suporte. Este estudo baseou-se nos calculos realizados com a planilha

AlfaDist 12 versdo 7, que foi originalmente projetada por Oliveira (Oliveira, 2017).
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Figura 6. Diagrama de distribui¢do de espécies para 0 RNZ; a0 é o grau de dissociac¢do da
espécies protonada.
Fonte: Adaptado de Oliveira, 2017

Alguns aspectos como corrente (lp), potencial (Ep) e largura de pico a meia
altura (W) podem contribuir com a escolha do eletrolito de suporte a ser utilizado
no desenvolvimento de um método voltametrico. Maiores valores de I, promovem
maior sensibilidade, enquanto menores valores de Ep, e Wi representam maior
seletividade do método desenvolvido.

Como pode ser observado na Figura 7, a solucdo de tampéo fosfato 0,100 mol
L pH 6,5 além de apresentar maior intensidade de I, em relagdo as outras solucdes
testadas, apresentou 0 mesmo valor de largura de pico a meia altura (W12) que a
solucdo de KOH 0,100 mol L™, entretando a I Seja cerca de quatro vezes maior.
Quanto ao Ep, a solugdo de tampao fosfato 0,100 mol L™ pH 6,5 apresentou menores

valores, comparado as outras solugdes.
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Figura 7. (A) Variagdo de W1 e I, em diferentes eletrdlitos suportes KOH 0,100 mol L™,
KCI 0,100 mol L™ e tampdo fosfato 0,100 mol L™ pH 6,5 e (B) Variagio de Ep € lpc em
diferentes eletrolitos suportes KOH 0,100 mol L™, KCI 0,100 mol L™ e tamp&o fosfato 0,100

mol L™*pH 6,5

As varreduras no sentido catédico revelaram que além de uma melhor

resposta voltamétrica, um pico mais definido em Eu= -0,584 V foi obtido com a

solucdo de tampéo fosfato 0,100 mol L pH 6,5 (Figura 8) que foi entdo escolhido

como eletrdlito de suporte para o desenvolvimento do método. Este pico também foi

atribuido como o pico de reducdo do antiparasitario. A auséncia de pico catodico na

varredura inversa confirma que o processo de reducdo de RNZ envolveu uma

transferéncia de elétrons irreversivel.
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Figura 8. Voltamogramas de pulso diferencial de solugio aquosa de RNZ 2,00 mmol L™
utilizando eletrodo de carbono vitreo em solugdes de (a —) KOH 0,100 mol L*; (b —) KCI

0,100 mol L™; (c —) tampéo fosfato 0,100 mol L™ pH 6,5 como eletrdlitos de suporte

Otimizagéo instrumental para DPV e SWV

Um estudo de otimizacdo de parametros instrumentais de andlise para as
técnicas de voltametria de pulso diferencial (DPV) e voltametria de onda quadrada
(SWV) foi realizado. Para a escolha das condigdes instrumentais de analise, 0s
maiores valores de Ipc jJuntamente com os menores valores de largura de pico a meia
altura e desvio entre medidas foram os parametros considerados ideais para as
analises seguintes. Nas Figuras 9A, 9B e 9C observam-se 0s resultados obtidos em
DPV para a variagao de Ipc e W12 em funcdo da variacdo da velocidade de varredura,

da amplitude de pulso, e do tempo de pulso, respectivamente.
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2,00 mmol Lt em tampao fosfato 0,100 mol L? pH 6,5 como eletrolito de suporte
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Nas Figuras 10A, 10B e 10C sdo mostrados os resultados obtidos para l,ce W1, para
andlises de RNZ em funcdo da variagdo de frequéncia, amplitude de pulso e incremento de
varredura na SWV.
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Figura 10. Variacdo de I, e largura de pico a meia altura (Wi) em funcdo de (A)
frequéncia de varredura, (B) amplitude de pulso e (C) incremento de varredura por SWV
para solucdo de RNZ 2,00 mmol L™ em tampéo fosfato 0,100 mol L™ pH 6,5 como eletrolito

de suporte
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Em ambas as técnicas considerou-se 0s seguintes critérios para escolha de cada
parametro: maior intensidade de corrente de pico, que esta relacionado a maior
sensibilidade nas analises, menores desvios de Ipc entre as repeticbes e menores
valores de W2, que estdo relacionados a maior seletividade das analises.

Na Tabela 2 esta apresentado o intervalo de avaliacéo e o valor escolhido para

cada par@metro das duas técnicas voltamétricas.

Tabela 2. Pardmetros voltamétricos de DPV e SWV ajustados para anélise de RNZ

DPV
Parametro Faixa de avaliacao Valor escolhido
Velocidade de varredura (mV sV 2-50 25
Amplitude de pulso (mV) 10 — 250 200
Tempo de pulso (ms) 2-100 2
SWV
Parametro Faixa de avaliacao Valor escolhido
Amplitude de pulso (mV) 10 - 100 75
Frequéncia de pulso (Hz) 10 - 100 75
Incremento de varredura (mV) 1-15 15

ApoOs a otimizacdo dos parametros, as técnicas de SWV e DPV foram
comparadas em uma mesma solucdo aquosa de RNZ 2,00 mmol L com tampao
fosfato de 0,100 mol L pH 6,5 como eletrélito de suporte conforme apresentado na
Figura 11. Dessa maneira foi possivel avaliar os resultados obtidos em cada técnica
antes de prosseguir para a etapa de quantificacdo do composto. A DPV se mostrou a
técnica mais adequada, pois, além de apresentar aumento significativo (cerca de
30%) de I, a técnica DPV também apresentou menores valores de Epc € Wi
comparada a técnica SWV, levando a maior sensibilidade e seletividade do método

desenvolvido.
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Figura 11. Variacdo dos voltamogramas para as técnicas (a —) SWV e (b — ) DPV ap6s
otimizagdo dos parametros experimentais, para solucdo aquosa de RNZ 2,00 mmol L™ com

tampao fosfato 0,100 mol L™ pH 6,5 como eletrélito de suporte

Determinacgéo de RNZ em extrato de carne bovina e validagdo do método

A DPV se apresentou como a técnica mais apropriada para a determinacao de
RNZ em extrato de carne bovina, devido a maior seletividade, sensibilidade e
repetitividade, além de fornecer um pico catodico mais definido em Epc = -0,584 V
vs. Ag|AgCl, KClsat. 3,0 mol L. RNZ foi determinado por DPV (com concentragdes
variando entre 0,625 e 4,375 mg kg ) com parametros otimizados, visando uma

melhor reprodutibilidade eletroquimica.

Curvas analiticas

Duas curvas analiticas foram construidas pelo método de minimos quadrados,
a partir do ajuste linear da relacdo entre os valores de Ipc versus concentragdo de
RNZ usando o método eletroanalitico desenvolvido. Na primeira curva foram
utilizados dados de DPV para RNZ na auséncia de carne bovina, ou seja,
empregando apenas a solucdo padrdo e eletrélito de suporte (Figura 12A). Para a
construcdo da segunda curva analitica foram utilizados os dados de DPV para RNZ
na presenca da matriz carne bovina, e seu efeito na resposta eletroquimica do analito
(Figura 12B). Dentro da faixa de concentragio examinada (0,625 a 4,375 mg kg %),

foram obtidas respostas lineares (r>> 0,99), conforme indicado na Tabela 3.
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Figura 12. Curvas analiticas para determinacdo de RNZ na (A) auséncia e (B) presenca de
matriz e efeitos da concentracdo de analito na relacdo entre I e Epc: (a) 0,625 mg kg; (b)
1,250 mg kg %; (c) 1,875 mg kg ; (d) 2,500 mg kg ™*; (e) 3,125 mg kg *; (f) 3,750 mg kg * e
(9) 4,375 mg kg ™. CondigBes: GCE com tampé&o de fosfato 0,100 mol L™ em pH 6,5 como

eletrolito de suporte.

Quando o ajuste de dados analiticos é linear, como neste trabalho, a
sensibilidade é constante dentro desta faixa de trabalho avaliada e pode ser
determinada pela inclinacdo (b) da curva analitica (MAPA, 2011). Nota-se que a
sensibilidade é reduzida na presenca de matriz, conforme observado pelos resultados

na Tabela 3 e na Figura 13.
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Tabela 3. Modelos de regressdo linear ajustados para obtencdo das curvas analiticas

para quantificar RNZ por DPV, na presenca e auséncia de extrato de carne bovina

Matriz Equacgéo da reta Coefif:ientNe de2
y =a+ bx determinacéo (r)
Auséncia (Ipc / pA) = 33,35+ 42,51 [C/ (mg kg™)] 0,9962
CaEr’r‘]tgaggV‘:Ea (e / LA) = 8,88 + 27,63 [C / (mg kg )] 0,9900
225—- A
200 +
175—-
. 150—-
f:;:) 125 ] B
_Q100- @
75 ]
50
25 ]
- 0:5 I 1:0 I 1:5 I 2:0 I 2,|5 I 3:0 I 3:5 I 4:0 I 4:5

Crnz (Mg K9-1)

Figura 13. Comparacdo das curvas analiticas obtidas para determinacdo de RNZ (A) na

auséncia e (B) presenca de matriz

A fim de verificar a interferéncia da matriz na resposta eletroquimica de
RNZ, foi feita a comparacdo entre as inclinagcdes das curvas analiticas obtidas na
auséncia e presenca de matriz. O efeito de matriz foi avaliado, estatisticamente, pelo
teste t-student a 95% de confianca (Meier & Ziind 2000). O valor t calculado (9,57)
se apresentou maior que o valor t critico (2,23) (p < 0,05) o que confirma a existéncia
de efeito de matriz. Pode-se entdo inferir que a matriz afeta negativamente a
sensibilidade do método desenvolvido para determinacdo de RNZ.

Uma vez que um efeito de matriz estd envolvido na analise deste composto, o

método de adicdo de padrdo deve ser aplicado.

Linearidade
A avaliacdo da linearidade foi realizada por meio da analise do coeficiente de
determinacéo e da analise dos gréficos dos residuos. Como mostrado na Tabela 3, as
curvas analiticas construidas na auséncia e presenca da matriz extrato de carne
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bovina mostraram coeficientes de determinacdo maiores que 0,990, como
recomendado, (ANVISA, 2003) caracterizando o bom ajuste aos dados
experimentais, e linearidade do método proposto.

A Figural4 representam os gréaficos de residuos referentes ao ajuste linear de
loc VS. Crnz, Na auséncia (a) e na presenca (b) da matriz, para RNZ. Observa-se que
os residuos distribuem-se simétrica e aleatoriamente ao redor de zero, indicando um
ajuste satisfatorio. (MAPA, 2011; Paschoal et al., 2008)

Residuos de |
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z

Figura 14. Grafico de residuos dos ajustes das respostas instrumentais I,c em fungdo da
concentragdo para a curva analitica construida para quantificagdo de RNZ na (A) auséncia e

(B) presenca de matriz.

Limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ)

Os valores de LD e LQ para RNZ foram calculados com as Equagdes 1 e 2, a

partir do desvio padréo absoluto da corrente elétrica (Sp), medidas exatamente no Epc
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do analito ap6s 12 varreduras realizadas no branco, e a inclinagcdo (b) da curva
analitica. (MAPA, 2011-a; Ribani et al., 2004)

LD = % ()

LQ = =2 (3)

Tabela 4. Limites de deteccao e quantificacdo e outros parametros analiticos

LD
. 1Sb 2b 1 1 1
Matriz (Mg L) (mg kg™) (umol L)
Auséncia 0,88 42,51 12,40 - 0,0619
Presenca 0,99 27,63 21,40 0,107 0,1069
LQ
. 1Sy p
Matriz (HgLH  (mgkgh  (umolL’)
Auséncia 0,88 42,51 41,40 - 0,2068
Presenca 0,99 27,63 71,60 0,358 0,3577

!Sh- desvio padrédo absoluto da corrente elétrica; *b- inclinagcdo da curva analitica

Como observado, os valores de LD e LQ se apresentaram acima que o LMR
(3,0 ug kg 1) para RNZ em carne bovina. Entretanto, se tratando de um método
voltamétrico de triagem, esses valores se mostram favoraveis, uma vez que, 0
método desenvolvido é rapido, simples e tém o objetivo de fornecer informactes
preliminares acerca da presenca de RNZ em amostras de carne bovina, antecedendo

analises quantitativas mais detalhadas.

Precisdo
A precisdo do método foi avaliada por meio da repetitividade (precisao intra-
dia) e da precisdo intermediaria (precisao inter-dia) utilizando solucdes de extrato de
carne bovina e adi¢Bes simultaneas de RNZ em trés niveis de concentra¢des da faixa
linear (0,625 mg kg, 2,500 mg kg™e 3,750 mg kg?).
A repetitividade esta associada a medidas de uma Gnica amostra em diferentes
solucBes (n = 10) preparadas no mesmo dia, e a precisdo intermediaria é aplicada
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para repeticdes entre solucbes (n = 5) preparadas em dias diferentes. Estes valores

foram expressos pelo coeficiente de variacdo (CV), de acordo com a equagéo:
S
CV =2.100 4)

Em que S € o desvio padréo relativo entre as medidas voltamétricas e X é a
média aritmética das medidas voltamétricas. A metodologia desenvolvida apresentou
valores maximos de CV de 4,03% e 6,78% para repetitividade e precisdo
intermediéaria, respectivamente, que estdo em acordo com o prescrito pelo Ministério
de Agricultura, Pecuéria e Abastecimento do Brasil (Tabela 5). (MAPA, 2011-b)

Exatidao

Para avaliar a exatiddo do método, os procedimentos analiticos seguiram 0s
ensaios de recuperacdo usando a técnica de adicdo padréo, visto que o método
proposto neste trabalho apresentou efeito de matriz. Aliquotas de extratos de carne
bovina foram intencionalmente contaminadas com RNZ em trés niveis distintos de
concentragdes, isto é, 0,625 mg kg?, 2,500 mg kg?e 3,750 mg kg*, todas dentro da
faixa de trabalho da curva analitica construida para amostras na presenca de matriz.
Para cada amostra contaminada, foram feitas quatro adi¢des de padrédo de 0,300 mg
kg™ de solucdo estoque de RNZ. Os valores de I foram obtidos apds cada uma das
quatro adicbes de RNZ.

A partir destas medidas foi construida a relacdo Ipc em funcdo da
concentracdo de analito e pelas equacbes de retas obtidas foi possivel determinar a
concentracdo inicial de cada amostra fortificada. As Figuras 15A, 15B e 15C
apresentam os graficos e a regressdo linear obtida para RNZ em cada uma das

concentracdes adicionadas as solugdes.
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A concentracdo da contaminacgéo inicial foi, portanto, estimada pela equacédo
de regressdo linear obtida das quatro adi¢des de RNZ seguidas apds cada amostra ser
contaminada. A taxa de recuperagdo foi determinada em cada ensaio pela relagdo
percentual entre as concentragdes reais e estimadas de RNZ nas amostras. As taxas
de recuperacdo para todas as trés concentragdes investigadas, variam entre 91,4 % e
106%, como sdo mostradas na Tabela 5. Esses valores se mostram aceitaveis para a
aplicacdo adequada do método com amostras de alimentos de origem animal (entre
80% e 110%) (MAPA, 2011-a; Ribani, 2004).

A recuperacdo foi determinada para cada nivel de contaminacdo a partir da
relacdo percentual entre a concentracéo estimada e a concentracdo real de RNZ nos
extratos. Os valores de recuperacdo para cada nivel de concentragdo encontram-se na
Tabela 4. Eles variaram entre 98,1% e 100,3%, mostrando-se aceitaveis para a
aplicacdo adequada do método com amostras de carne bovina (entre 80% e 110%).
(MAPA, 2011-a).

Tabela 5. Resultados dos ensaios de recuperacdo para diferentes concentracfes de
RNZ

Concentragdo Concentracao 3 o Precisdo
o ) Recuperagdo/  Repetitividade/ o
adicionada / determinada/ intermediaria/
% (CV %)
(mg kg™) (mg kg™) (CV %)
0,625 0,621 99,3 2,61 3,21
2,500 2,454 98,1 2,27 4,34
3,750 3,763 100,3 4,03 6,78
Conclusao

Um método voltamétrico de triagem inédito simples, rapido e eficiente foi
desenvolvido e aplicado com sucesso na analise do antiparasitario ronidazol (RNZ)
em extrato de carne bovina utilizando eletrodo de carbono vitreo (GCE) com tampao
fosfato de 0,100 mol L* em pH 6,5 como eletrélito de suporte, utilizando aparelhos,
instrumentacao e reagentes simples. A DPV mostrou ser a técnica mais sensivel para
determinar RNZ em concentracdes até 0,107 mg kg (0,0619 pmol L), com boa
linearidade, repetitividade e precisdo intermediaria. A aplicabilidade deste novo

método de triagem em amostras de carne bovina é entdo vantajosamente justificada.
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CAPITULO 3

Meétodo voltamétrico de triagem para determinacéao do
carrapaticida Fipronil em leite
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Resumo

Fipronil (FPN) é um carrapaticida que tem sido amplamente utilizado como uma
importante alternativa para o controle de Rhipicephalus microplus, conhecido
popularmente como “carrapato do boi”. H& grande preocupac¢do quanto a presenca de
residuos deste medicamento veterinario em produtos de origem bovina. Um método
voltamétrico inédito de triagem foi desenvolvido para determinar residuos de FPN
em leite UHT desnatado, zero lactose utilizando eletrodo de pasta de carbono (CPE)
e voltametria de pulso diferencial (DPV). A voltametria ciclica indicou um processo
anddico irreversivel em aproximadamente em Epa=+0,700 V vs. Ag|AgCl, KClsa. 3,0
mol Lt em NaOH 0,100 mol L preparada em solugdo etanol-agua 30% (v/v) como
eletrolito de suporte. A quantificacdo de FPN foi realizada por voltametria de pulso
diferencial (DPV) e as curvas analiticas foram construidas, obtendo-se limites de
deteccdo (LD) 0,568 mg L™ e 0,331 mg L™ e de quantificacdo (LQ) 1,89 mg Lt e
1,10 mg L na auséncia de matriz e em leite, respectivamente. A taxa de recuperagio
obtida para trés concentracdes de FPN em leite UHT desnatado, zero lactose, variou

entre 95,3% e 109%. O método se mostrou eficiente para a triagem de FPN em leite.

Palavras-chave: Carrapaticida, leite, técnicas eletroanaliticas, eletrodo de pasta de

carbono.
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Introducéo

Fipronil (FPN) 5-amino-1-[2,6-dicloro-4-(trifluorometil) fenil]-4-
[(trifluorometil)sulfinil)pirazol-3-carbonitrila), cuja  estrutura  molecular €
apresentada na Figura 1, € um carrapaticida da familia dos pirazdis utilizado no
controle de Rhipicephalus microplus, conhecido popularmente como carrapato do
boi. Classificado como carrapaticida de contato, FPN é aplicado ao rebanho por meio
de pulverizagdo, imersdo ou “pour on” (Furlong, et al., 2007). O uso inadequado de
FPN pode causar a contaminacdo de produtos de origem bovina. De acordo com o
Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes em Produtos de Origem
Animal (PNCRC) de 2017 publicado por meio da instrugdo normativa n°20, de 26 de
julho de 2018, o limite méximo de referéncia de FPN em leite bovino é 20 pg L™
(MAPA, 2018) Na agricultura, FPN ¢é utilizado para controlar varias pragas, atuando
como cupinicida, inseticida e formicida nas culturas de batata, cana-de-agucar,
milho, algodéo, arroz, eucalipto, soja, amendoim, cevada, feijao, girassol, pastagens,

sorgo, soja e trigo (Jimenez et al., 2007).

CN
Cl N—/ CF
/ S
N / \\
@
NH,
FsC o

Figura 1. Férmula estrutural do carrapaticida fipronil (FPN).

Descoberto e desenvolvido por Rhéne-Poulenc entre 1985 e 1987 e lancado
no mercado em 1993, FPN é altamente eficaz e tem sido comercializado ativamente
em uma ampla gama de paises industrializados e em desenvolvimento (Tingle et al.,
2003). A molécula de FPN age perturbando o sistema nervoso central do inseto,

envolvendo ligacdo ndo competitiva ao receptor acido gama-aminobutirico (GABA)
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e blogueando efetivamente os canais de cloro, resultando em paralisia convulsdes e
morte (Gant et al., 1998).

A contaminacdo com residuos de FPN em alimentos, assim como do
ambiente, tem sido para a sociedade uma das maiores preocupagdes quanto a seu uso
sistematico (Andreotti, 2010; Brito et al., 2010;Tingle et al., 2000). Recentemente,
15 paises da Unido Européia, Hong Kong e a Suica foram afetados pela
contaminacgdo de ovos por FPN. A principal suspeita é que a substancia tenha sido
utilizada em granjas para tratar o 4caro roxo, um parasita das aves. A contaminacao
levou a destruicdo de cerca de um milhdo de ovos (Li et al., 2018; Tu et al., 2019).

Os métodos analiticos desenvolvidos para analise de FPN encontradas na
literatura descrevem em maior parte, métodos cromatograficos, envolvendo etapa de

preparo de amostra, como demonstrado na Tabela 1
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Tabela 1. Métodos analiticos empregados para analise de FPN

Matriz Extracdo Método LD LQ Referéncia
Acetona-acetonitrila GC-MS/ECD 0.0001 mg kg* (Bobe et al., 1998)
Acetonitrila GC-MS 9 ug kg (Vilchez et al., 2001)
QUEChERS GC-ECD 0,0003mgL* 0,002 mg kgt (Wang et al.,2014)
Solo QUEChERS UPLC-MS/MS 0,005 mg kg-! (Wu etal., 2017)
QUEChERS LC-APCI-MS/MS 50 pg kg (Caldas et al., 2011)
DCM-acetona (1:1) RP-HPLC 0,1 pg mLt (Hadjmohammadi et al., 2006)
Acetonitrila UPLC-MS/MS 0,5 pg kgt 5 ug kg? (Cheng et al., 2014)
QUEChERS LC-MS/MS 0,3ng gt 0,01 mg kgt (Lietal., 2015)
SPME GC-MS (Vilchez et al., 2001)
. RP-HPLC 0,1 pg mL1t (Hadjmohammadi et al., 2006)
Agua SPE GC-ECD 0,01 pgL? (Marchesan et al., 2010)
Voltametria 0,80 pg L1 2,67 ug L1 (Okumura et al., 2016)
Milho Acetonitrila GC-ECD 0,0003mg L 0,002 mgkg-* (Wang et al., 2014)
Acetonitrila LC-MS/MS 1,1 ug kgt 5 ug kg (Cheng et al., 2014)
Urina humana SPME LC-MS/MS 0,07 ng mL* (Vilchez et al., 2001)
Algodao Acetonitrila UPLC-MS/MS 0,01 mg kg—-1 (Wuetal., 2017)
Amendoim QUEChERS LC-MS/MS 0,3ng gt 0,01 mg kgt (Lietal., 2015)
Leite de bafala QUEChERS CG-MS 0.007mgkg* 0,025 mgkg* (Brondi et al.2013)
Carne de bafala QUEChERS CG-MS 0,03 mg kgt 0,1 mg kg (Brondi et al., 2013)
Plasma bovino SPE LC-UV 5ng mL+ (Cid etal., 2012)
Quiabo Acetato de etila LC-MS/MS 1ngg? (Hingmire et al., 2015)
Pélen Solventes organicos GC-ECD/ 0.1 ngkg™/ (Jiménez et al., 2007)
GC-MS 0,07 pg kgt
Plasma de rato Metanol, acetonitrila, LC/UVIMS/MS 25 ng mL (Lacroix et al., 2010)
4cido acético 50,0 ng mL*!
Ovos Acetonitrila LC-MS/MS (Zhang et al., 2016)
Carne de frango Acetonitrila LC-MS/MS (Zhang et al., 2016)
Mel LC-APCI-MS/MS  0.0033 mg kg* 0,01 mg kg* (Tomasini et al., 2012)

Os métodos cromatograficos relatados sdo métodos convencionais de analise

que exigem equipamentos caros e habilidades consideraveis sdo necessarias para

opera-los com sucesso. Além disso, na maioria das vezes estes métodos necessitam

de pré-tratamento da amostra e demoradas etapas de extracdo (El-Desoky et al.,

2010).

Os métodos analiticos convencionais geralmente demandam maior tempo de

analise, pois sdo projetados para fornecer informagdes qualitativas e quantitativas

detalhadas sobre analitos na amostra. Neste ambito, o desenvolvimento de métodos

de triagem é de grande importancia, pois estes fornecem respostas analiticas acerca
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da presenca de certo analito em determinada amostra, em menor tempo (Moretti et
al., 2016; Toledo et al., 2007).

As técnicas voltamétricas sdo uma excelente alternativa aos métodos
analiticos convencionais, principalmente devido ao menor custo e curto prazo para
realizar os ensaios. (Souza, Machado, 2006; Vaz et al., 1996). Destaca-se em
particular, a possibilidade de realizar medidas diretas na maioria dos casos, sem
necessidade de separacdo prévia ou etapas de tratamento (Galli et al., 2006; Rupp,
Zuman, 2016). Um método analitico para a determinacdo de fipronil foi
desenvolvido em amostras de &guas naturais utilizando voltametria de onda quadrada
e eletrodo de compdsito grafite-poliuretana (GPU) (Okumura et al., 2016).

Neste trabalho, um método inédito, rapido e simples foi desenvolvido e
validado, baseado em estudos voltamétricos, com recuperacédo e limites de deteccédo
satisfatorios para sua aplicagdo como metodo de triagem na determinacdo de FPN em

leite.

Material e métodos

Reagentes e solucdo estoque de FPN

Os reagentes utilizados nesse trabalho foram de pureza grau analitico (P.A) e
sem nenhuma etapa prévia de purificacdo. Fipronil (CAS Number 120068-37-3) foi
obtido da Sigma-Aldrich (Fluka, USA) como um padrdo analitico. Devido a baixa
solubilidade de FPN em &gua, a solucdo estoque foi preparada em soucédo alcodlica
contendo 2,000 g L ou 4,575 mmol L. A solucgdo estoque de FPN e todas as outras
solucdes necessarias para composicao do eletrolito de suporte foram mantidas sob-
refrigeracdo (abaixo de 10 °C). As soluc@es de trabalho foram sempre preparadas no
dia de cada analise, pela transferéncia quantitativa de aliquotas da solucdo estoque
para uma célula voltamétrica convencional e posterior diluicdo para um volume final
de 10,00 mL, utilizando-se como eletrélito de suporte uma solucdo de NaOH 0,100
mol L™ preparada em solucéo etanol-agua 30% (v/v).

A &gua utilizada no preparo de todas as solucBes e na construcdo das curvas
analiticas foi purificada em sistema Milli-Q System, Millipore (resistividade de 18,2
MQ cm?) (USA). Hidréxido de potéssio, hidroxido de sddio, acido bérico (99,5%),

acido acético (99,7%), acido fosforico (85%), perclorato de sodio, fosfato de sodio
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monobésico e fosfato de sodio bibasico foram adquiridos da Vetec e etanol (~96 %)

adquirido da Fluka.

Amostras de leite

Para desenvolvimento e validacdo do método foram utilizadas amostras de
leite UHT desnatado, zero lactose adquiridos no comércio de Vicosa (MG, Brasil),
nos quais ndo foram detectados a presenca do analito. A amostra foi mantida em
geladeira até 0 momento de ser utilizada.

Instrumentacéo

A instrumentacdo empregada para a realizacao do experimento consistiu de
um potenciostato/galvanostato PGSTAT 128 N Autolab potentiostat (Eco-Chemie,
Utrecht, The Netherlands) interfaciado a um computador pelo software GPES
(versdo 4.9). Foi utilizada uma célula eletroquimica convencional de 50,00 mL
equipada com arranjo de trés eletrodos, um eletrodo de referéncia Ag|AgCI, KClsa:.
3,0 mol L%, um eletrodo auxiliar de platina e um eletrodo para compactagdo de pasta
de carbono (CPE) como eletrodo de trabalho de area geométrica superficial igual a
0,283 cm?. Todos os eletrodos foram adquiridos da Metrohm® (Switzerland).

A pasta de carbono foi preparada pela mistura de grafite em pé (Merck®) e
6leo mineral (Acros Organic®) em proporcdes adequadas. A mistura resultante de
cada proporcdo foi dispersa em hexano (Sigma-Aldrich®) e agitada por
aproximadamente uma hora em agitador magnético (CORNING, PC-420D) até a
evaporacdo completa do solvente. Posteriormente, a pasta de carbono preparada foi
seca em temperatura ambiente. Para realizacdo das medidas voltamétricas a pasta de
carbono foi inserida no eletrodo, evitando-se a formacdo de espacos vazios no seu
interior e de forma a obter-se uma superficie homogénea.

Apo6s cada medida voltamétrica foi realizada a renovacdo da superficie
eletrodica retirando-se uma camada superficial de pasta do eletrodo, empacotando-se

novamente uma pequena quantidade de pasta de carbono.

Avaliacdo do comportamento voltamétrico de FPN
Primeiramente foi realizada uma investigacdo sobre a eletroatividade de FPN
0,400 mmol L em solucdo de NaOH 0,100 mol L preparada em solucéo etanol-

agua 30% (v/v) e eletrodo de pasta de carbono (CPE). Para isso empregou-se a
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técnica de voltametria ciclica na qual foram examinadas diferentes faixas de
potencial nos sentidos anddico e catodico.

A fim de avaliar os critérios de diagnostico para o comportamento
voltamétrico do analito, foram realizados alguns ensaios por voltametria ciclica a
partir da variacdo da taxa de varredura (v). Todos o0s ensaios foram realizados a
temperatura ambiente (25 £ 1 °C) e em triplicata.

Otimizacgao das condicGes de analise para FPN

Uma solugdo de 0,400 mmol L de FPN foi preparada em solucdo de NaOH
0,100 mol L de etanol-agua 30% (Vv/v) para teste por VC, utilizando CPE dentro do
intervalo do potencial positivo (Epa) de -0,100 V <Eps < +1,1 V vs. Ag|AgCI, KClsat,
3,0 mol L. Oito solugdes de eletrdlito de suporte em diferentes valores de pH foram
testadas por VC, a fim de se estabelecer em qual solugdo o analito proporcionaria a
maior intensidade de corrente de pico anddico (lpa) € menor valor de potencial de
pico anodico (Epa).

Foram testados os eletrodos de carbono vitreo, platina, ouro, grafite pirolitico
e CPE (composto por po de grafite/6leo mineral na proporcdo 70:30 (%m/m), com
areas geométricas iguais a 0,127 cm?; 0,031 cm?; 0,196 cm?; 0,196 cm? e 0,283 cm?,
respectivamente. Primeiramente os cinco eletrodos foram devidamente ativados. A
ativacdo do eletrodo de grafite pirolitico consistiu em realizar uma varredura pela
técnica de voltametria de pulso diferencial no intervalo de (Epa) -0,2 V <Epa < +1,5V
vs. Ag|AgCI, KCls. 3,0 mol L' em NaOH 0,100 mol L? sob agitacéo, fixando o
potencial +1,5 s por 120 s. Os eletrodos de ouro e de platina foram ativados com 10
varreduras sucessivas em voltametria ciclica em HCI 0,100 mol L, sendo que os
intervalos de Ep. para o eletrodo de ouro consistiram entre (Eps) de 0,0 V <Epa < +1,4
V vs. Ag | AgCl, KCI 3,0 mol L e para o eletrodo de platina entre (Egs) de -0,2 V
<Epa < +1,5 V vs. Ag|AgCl, KCls. 3,0 mol L. Apds ativagdo, os eletrodos foram
testados em triplicata por VC com FPN 0,400 mmol L? e entdo foram calculadas
separadamente as médias e 0s desvios padrdo das densidades de corrente para cada
um dos eletrodos.

A fim de obter maior sensibilidade e seletividade nas anélises voltamétricas
quantitativas, realizou-se um estudo de otimizacdo de pardmetros instrumentais para
as técnicas de voltametria de pulso diferencial (DPV) e voltametria de onda quadrada

(SWV). Todas as medidas foram realizadas utilizando testes univariados em uma
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solugdo de 0,400 mmol L de FPN preparada em solugio de NaOH 0,100 mol L? de
etanol-agua 30% (v/v) e eletrodo de pasta de carbono (CPE).

Em ambas as técnicas, trés parametros foram examinados e 0s critérios
definidos para escolha da técnica foram: maior intensidade de corrente de pico,

menores desvios de lpa entre as repeticdes e menores valores de Wip.

Validagdo do método e aplicacdo em amostras de leite UHT desnatado, zero
lactose

Apds otimizacdo dos pardmetros voltamétricos do eletrolito de suporte e do
eletrodo de trabalho, duas curvas analiticas foram construidas, na auséncia e na
presenca de leite UHT desnatado, zero lactose, pela adicdo de aliquotas da solucéo
estoque de FPN em concentragdes finais variando entre 2,00 mg L™ e 16,00 mg L™
na célula contendo o eletrolito de suporte. Foram aplicadas regressdes lineares para
cada curva pelo método de minimos quadrados e todos os ensaios foram realizados a
temperatura ambiente (25 = 1 °C) e pelo menos em triplicata.

O efeito de matriz foi avaliado estatisticamente aplicando o teste t-student a

95% de confianca (Meier & Ziind 2000), utilizando a equacédo apresentada:

_ |a1— ag|
Feate = T sy @

Onde a: e a. séo as inclinagdes das curvas analiticas na auséncia e presenca
de matriz leite UHT desnatado, zero lactose, respectivamente. s(a1) e s(az) séo
estimativas de desvio padrdo da inclinacdo. O valor t calculado foi comparado com o
valor de t critico determinado em uma tabela de t-student a 95% de confianga,
respeitando o grau de liberdade da analise.

A fim de assegurar a confiabilidade dos resultados do método desenvolvido,
foram determinadas algumas figuras de mérito. Os limites de deteccdo (LD) e
quantificacdo (LQ) foram calculados a partir das equacdes 1 e 2, respectivamente:

Os valores de LD e LQ para RNZ foram calculados com as Equacdes 1 e 2 , a
partir do desvio padréo absoluto da corrente elétrica (Sp), medidas exatamente na Epc
do analito ap6s 12 varreduras realizadas no branco, e a inclinacdo (b) da curva
analitica. (MAPA, 2011; Ribani et al., 2004)
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LD = =% (1)

10.5p

LQ = (2)

Em que Sb é o desvio padrdo absoluto da corrente elétrica medidas
exatamente no Epc do analito apés 12 varreduras realizadas no branco e b
corresponde as inclinagdes das curvas analiticas construidas na auséncia e presenca
de matriz.

Também foram avaliados a linearidade, precisdo, exatiddo e seletividade do
método conforme recomendacdo de agéncias regulatorias brasileiras (ANVISA,
2003; INMETRO, 2010; MAPA, 2011), da literatura (Paschoal et al., 2008; Ribani et
al., 2004) e a IUPAC 1978.

Resultados e discussao

Comportamento voltamétrico de FPN

Os estudos preliminares se objetivaram em caracterizar 0s possiveis processos
de oxirreducdo de FPN 0,400 mmol L? em solugdo de NaOH 0,100 mol L*
preparada em solucéo etanol-agua 30% (v/v) por voltametria ciclica (VC), utilizando
CPE como eletrodo de trabalho composto por p6 de grafite/6leo mineral na
proporcao 70:30 (%m/m). Diferentes faixas de potencial nos sentidos anodico e
catddico foram examinadas. Foi observado um pico em +0,734 V vs. Ag | AgClI, KCI
3,0 mol L (Epa) em uma taxa de varredura de 100 mV s? dentro do intervalo de
potencial positivo (Epa) de -0,100 V <Epa < +1,1 V vs. Ag|AgCl, KClss 3,0 mol L%,
que foi atribuido como o pico de oxidacdo do carrapaticida, representado na Figura
2A. A auséncia de pico catddico durante a varredura inversa sugere a ocorréncia de
um processo de oxidacdo irreversivel ou a existéncia de reacfes quimicas acopladas
na sequéncia do processo eletrodico.

O ensaio seguinte foi realizado aplicando varreduras sucessivas em VC sem a
renovacao da superficie do eletrodo de trabalho. Conforme apresentado na Figura 2B
houve uma diminui¢do gradativa da intensidade da corrente de pico anddico (lpa)
apos cada ciclo (aproximadamente 80% entre o primeiro e o décimo ciclo). Esse

fenémeno ocorre devido & possivel adsor¢do de FPN ou seu produto de oxidagdo na
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superficie do eletrodo de trabalho, entdo a renovacdo da superficie do CPE foi

realizada manualmente antes de cada medida voltamétrica.

20

: : :
00 05 1,0
E/V vs. AglAgCl, KCI 3,0 mol L

400

200

Ipa/ 1A

0,0 0,5 1,0
E/V vs. AglAgCl, KCI 3,0 mol L

Figura 2. (A) Voltamogramas ciclicos do (a —) branco e (b —) solugdo FPN 0,400 mmol L™
em solugdo de NaOH 0,100 mol L™ preparada em etanol-agua 30% (v/v). (B)
Voltamogramas em ciclos sucessivos: (a —) 1° ciclo; (b —) 2° ciclo; (¢ —) 3° ciclo;(d —) 5°
ciclo; (e —) 10° ciclo. (v =100 mV s™).

Com o intuito de avaliar o grau de reversibilidade e a natureza do transporte
do material eletroativo para a superficie do eletrodo, foi realizado o experimento de
variagdo de velocidade de varredura (v) de VC entre 25-300 mV s em um intervalo
de potencial (Epa) de -0,100 V <Ep < +1,1 V vs. Ag | AgCl, KCI 3,0 mol L7,
utilizando-se uma solugdo de NaOH 0,100 mol L preparada em solugéo etanol-agua

30% (v/v) como eletrélito de suporte.
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A corrente de pico anddico (Ipa) variou linearmente com a raiz quadrada da
velocidade de varredura de potencial (v Y2) (Figura 3A), indicando que o principal
mecanismo de transferéncia de massa para a reducdo do composto organico é a
difusdo no interior da solucdo para a superficie do eletrodo de trabalho (Bard,
Faulkner 2001). Com o intuito de confirmar a irreversibilidade do processo de
oxidagio do FPN determinou-se a relagio entre a funcdo corrente (lpa / v *?) e
diferentes velocidades de varredura (v).

Observa-se na Figura 3B que os valores de (lpa / v ) sdo praticamente
independentes de v, que confirma que a transferéncia eletrnica no processo anddico
é irreversivel e sem a existéncia de qualquer reacdo quimica acoplada ao sistema
redox (Nicholson, Shain, 1964).

A Figura 3C apresenta a relacdo linear obtida entre (log Ipa vs. log v) com
inclinagdo da reta ~ 0,5 indicando assim um processo de transferéncia de massa
controlado majoritariamente por difusdo (Bard, Faulkner 2001) reafirmando a
indicacdo obtida pela relagdo linear entre I ¢ v¥2. Apesar disso, o coeficiente linear
diferente de zero indica, mesmo que de forma secundéria, a existéncia de um

processo de adsor¢do na superficie do eletrodo de trabalho.
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Figura 3. (A) Intensidade da corrente de pico catddico (Ipa) em fungio da raiz quadrada da velocidade de varredura (v ¥%); (B) Dependéncia da funcio corrente

(Ia / v ¥2) com a velocidade de varredura de potencial; (C) Variacdo do logaritmo de I, em fungdo do logaritmo da velocidade de varredura em VC para uma

solugdo de FPN 0,400 mmol L™ em solucéo de NaOH 0,100 mol L™ preparada em etanol-agua 30% (v/v) utilizando eletrodo de pasta de carbono (CPE).
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O namero de elétrons transferidos no processo redox de FPN na superficie do
eletrodo de trabalho foi determinado a partir de dados experimentais obtidos por
DPV e empregando a equacgéo 1 (Brett & Brett 1993):

352 RT

W1/2 - nkE (1)

Em que W12 € a largura do pico redox a meia altura, R é a constante de gas
ideal (8,314 J mol* K1), T é a temperatura absoluta e, graus Kelvin (298 K), n é o
nimero de elétrons e F é a constante de Faraday (96,485 C mol™). Calculou-se n =
0,9, 0 que sugere que apenas um elétron é transferido do composto para a superficie

do eletrodo de trabalho durante a oxidagédo de FPN.

Ajuste do eletrdlito de suporte

O primeiro parametro a ser estabelecido foi a solucdo de eletrolito de suporte
em que o analito proporcionaria melhor resposta voltamétrica por VC. A baixa
solubilidade de FPN em etanol em valores de pH abaixo de 6,0 impossibilitou a
observacdo do seu comportamento eletrodico em solucdes neutras ou acidas. Entéo,
realizou-se o estudo com solucdes de tampao Britton-Robinson (BR) 0,100 mol L-
tem valores de pH de 6,0; 8,0; 9,0; 10,0; 11,0; tampdo fosfato 0,100 mol L* em pH
12,0; NaOH 0,100 mol L* em pH 13,1 e KOH 0,100 mol L™ em pH 13,3. A Figura
4A mostra as varreduras ciclicas de FPN 0,400 mmol L™ nas oito solucdes aquosas
de eletrdlitos de suporte. Como observado, a solugéo aquosa de NaOH 0,100 mol L
preparada em solucdo etanol-agua 30% (v/v) apresentou pequeno aumento na
intensidade de corrente de pico (Ipa) em relagdo a KOH 0,100 mol L.

E importante ressaltar o efeito de eletrocatélise que ocorre ao comparar as
solucdes de eletrolitos de suporte. Entre a solucdo testada de menor pH que
apresentou pico anddico para FPN (tampdo BR 0,100 mol L pH 8,00) e NaOH
0,100 mol L pH 13,1 ocorre diminuicdo acentuada de Eps, cerca de 35,18% (Figura
4B). O deslocamento de Epa para valores menos positivos possui grande importancia,
pois estd intimamente relacionado a diminuicdo de energia gasta na reacdo de

oxidacdo do composto, além de contribuir para o aumento da seletividade do método.
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Dessa forma, foi escolhida a solucdo aquosa de NaOH 0,100 mol L*
preparada em solugdo etanol-4gua 30% (v/v) para o desenvolvimento do método
eletroanalitico.
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Figura 4. A) Voltamogramas ciclicos de solugdo aquosa de FPN 0,400 mmol L*com CPE
usando (a =) NaOH 0,100 mol L™*; (b —) KOH 0,100 mol L*; (¢ —) tamp&o fosfato 0,100 mol
L™ em pH 12,0; (d —) tamp&o BR em pH 11,00 (e —) tamp&o BR em pH 10,00; (f ) tampao
BR em pH 9,00; (g —) tampdo BR em pH 8,00 e (h —) tampdo BR em pH 6,00 como
eletrdlitos de suporte . B) Variacio de Iy € Epa entre os eletrdlitos: (a) NaOH 0,100 mol L™;
(b) KOH 0,100 mol L™; (c) tampéo fosfato 0,200 mol L™ em pH 12,0; (d) tamp&o BR em pH
11,00 (e) tampdo BR em pH 10,00; (f) tampédo BR em pH 9,00; (g) tampédo BR em pH 8,00.
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Embora fosse esperado uma maior solubilidade de FPN em meio &cido
devido a protonacgdo do grupo funcional amina, o que se observou foi 0 aumento da
solubilidade dessa estrutura com 0 aumento do valor do pH. A baixa basicidade da
amina pode ser facilmente entendida pelo fato do par de elétrons livres do nitrogénio
ndo estar disponivel para um ataque nucleofilico a um ion hidrénio. Este fato se deve
a este estar conjugado com as duplas ligacOes presentes na estrutura o que o torna
deslocalizado sob a superficie da molécula.

Por outro lado, a presenca do grupo —SO(CFs) na molécula, pode, em
condi¢bes basicas, atribuir carga negativa a estrutura do FPN levando a sua
solubilizacdo em meio aquoso. Isto se deve ao carater retirador de elétrons do grupo -
CFs que torna o enxofre fortemente eletrofilico (Figura 6A — seta em vermelho
indicando o efeito indutivo retirador de elétrons do grupo -CFs). Isto possibilita o
ataque de algum nucleéfilo presente no meio reacional (OH-, H,BOs", HBO3?) a0
enxofre levando a deslocalizagdo do par de elétrons da dupla ligacdo S-O sob o
atomo de oxigénio (Figura 5A).

Por meio do céalculo do ndmero de elétrons transferidos (um elétron) é
possivel afirmar que a espécie que é produzida pelo processo de oxidacdo é uma
estrutura que apresenta um elétron desemparelhado sendo que este, devido as duplas

ligacGes conjugadas, esta deslocalizado sob toda a molécula (Figura 5C).
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Ajuste do eletrodo de trabalho e composi¢éo da pasta de carbono

O seguinte parametro avaliado foi a escolha do eletrodo de trabalho a ser
utilizado no desenvolvimento do método. Observa-se na Figura 6A, que o CPE
apresentou maior densidade de lpa (cerca de 139,0%) e menor desvio padrdo entre as
medidas quando comparado aos eletrodos de grafite pirolitico e carbono vitreo,
consequentemente este foi o eletrodo de trabalho escolhido para o desenvolvimento
do método. Os eletrodos de ouro e platina ndo apresentaram picos para FPN 0,400
mmol L™

A melhor composicdo da pasta de carbono também foi avaliada entre oito
proporc¢des diferentes incluindo p6 de grafite, 6leo mineral, grafeno, liquido ibnico e
nanotubos de carbono. Como pode ser visto na Figura 6B, a pasta composta por po
de grafite/6leo mineral na proporcédo 70: 30 (%m/m) apresentou menor Wi € Epa
alem de apresentar maior intensidade de Ips, sendo a composicéo escolhida para a

execucéo do trabalho.
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Figura 6. (A) Médias e desvios padrdo dos valores de Iy para FPN 0,400 mmol L™ em
solugdo de NaOH 0,100 mol L™ preparada em solugéo etanol-agua 30% (v/v) por voltametria
ciclica com os eletrodos de carbono vitreo (CV), pasta de carbono (CPE) e de grafite
pirolitico (PGE). (B) ModificacBes do eletrodo e pasta de carbono (a —) p6 de grafite/6leo
mineral na propor¢do 70:30 (%m/m); (b —) po de grafite/6leo mineral na proporcéo 75:25
(%6m/m); (c —) p6 de grafite/6leo mineral/liquido idnico na propor¢do 70:20:10 (%om/m); (d —
) p6 de grafite/6leo mineral na propor¢do 80:20 (%m/m); (e ) pd de grafite/6leo mineral
/liquido idnico na proporgdo 70:15:15 (Y%em/m); (f —) po de grafite/6leo mineral na proporgao
70:15:15 (Yom/m); (g —) pd de grafite/6leo mineral/grafeno na proporgdo 70:10:20 (%m/m) e
(h =) pbé de grafite/6leo mineral/nanotubos de carbono/liquido i6nico na proporcéo
65:5:15:15 (%m/m).
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Otimizagéo instrumental para DPV e SWV

As tecnicas de DPV e SWV fornecem correntes mais intensas e picos mais
definidos que as técnicas voltamétricas ciclicas e lineares, devido a diminuigdo da
corrente capacitiva medida pelas técnicas de pulso, o que possibilita a aplicacdo das
mesmas em analises quantitativas. Dessa maneira, um estudo de otimizacdo de
pardmetros instrumentais de analise para as duas técnicas foi realizado Para escolha
das condic@es instrumentais de analise, os maiores valores de lpa juntamente com 0s
menores valores de largura de pico a meia altura e desvio entre medidas foram os
parametros considerados ideais para as analises seguintes. Nas Figuras 7A, 7B e 7C
observam-se os resultados obtidos em DPV para a variagdo de I,c € W12 em fungéo
da variacdo da velocidade de varredura, da amplitude de pulso, e do tempo de pulso,

respectivamente.
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Figura 7. Variagdo de Ip, e largura de pico a meia altura (W12) em funcédo de (A) velocidade

de varredura, (B) amplitude de pulso e (C) tempo de pulso por DPV para uma solucdo de

0,400 mmol L™ de FPN preparada em solucdo de NaOH 0,100 mol L™ etanol-agua 30%

(V/v).
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Nas Figuras 8A, 8B e 8C sdo mostrados os resultados obtidos para I, e W1, para
andlises de RNZ em funcdo da variagdo de frequéncia, amplitude de pulso e incremento de

varredura na SWV.
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Figura 8. Variagdo de Iy, e largura de pico a meia altura (W12) em funcédo de (A) frequéncia
de varredura, (B) amplitude de pulso e (C) incremento de varredura por SWV para solugéo
de para FPN 0,400 mmol L™ em solugdo de NaOH 0,100 mol L™ preparada em solucio
etanol-agua 30% (v/v).
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O intervalo de avaliacdo e o melhor valor escolhido para cada parametro das

duas técnicas voltamétricas sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Pardmetros voltamétricos de DPV e SWV ajustados para analise de FP

DPV
Parametro Faixa de avaliacéo Valor escolhido
Velocidade de varredura (mV s?) 2-50 25
Amplitude de pulso (mV) 10 - 100 100
Tempo de pulso (ms) 2-20 5
SWV
Parametro Faixa de avaliacéo Valor escolhido
Amplitude de pulso (mV) 10-100 50
Frequéncia de pulso (Hz) 10-100 100
Incremento de varredura (mV) 1-10 10

ApoOs otimizacdo dos parametros, as técnicas de SWV e DPV foram
comparadas em uma mesma solugdo aquosa FPN 0,400 mmol L™ em solugdo de
NaOH 0,100 mol L™ preparada em solugdo etanol-agua 30% (v/v) como eletrélito de
suporte conforme apresentado na Figura 9. Como pode ser observado, a DPV se
mostrou a técnica mais adequada, pois, além de apresentar aumento significativo
(cerca de 13%) de Iy, a técnica DPV também apresentou menores valores de Epa €
W1, comparada a técnica SWV, levando a maior sensibilidade e seletividade do

método desenvolvido.
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Figura 9. Voltamogramas obtidos sob as melhores condi¢des em (a —) DPV e
(b —) SWV para uma solucéo de FPN 0,400 mmol L™ em solucdo de NaOH 0,100
mol L preparada em solucéo etanol-agua 30% (v/v).

Determinacdo de FPN em leite UHT desnatado, zero lactose e valida¢do do

método

Como ja mencionado, a DPV se apresentou como a técnica mais apropriada
do que a SWV para determinacdo de FPN em leite UHT desnatado, zero lactose,
devido a maior seletividade, sensibilidade e repetitividade, além de fornecer um pico
anddico mais definido em Ep= +0,734 V vs. Ag|AgCl, KClst 3,0 mol L. FPN foi
determinado por DPV (com concentracdes variando entre 2,00 mg L™ e 16,00 mg L

1) com parametros otimizados, visando uma melhor reprodutibilidade eletroquimica.

Curvas analiticas

Duas curvas analiticas foram construidas pelo método de minimos quadrados,
a partir do ajuste linear da relacdo entre os valores de I, versus concentracdo de FPN
usando o método eletroanalitico desenvolvido. Na primeira curva foram utilizados
dados de DPV para FPN na auséncia de leite, ou seja, empregando apenas a solucao
padrdo e eletrolito de suporte (Figura 10A).

Para a construcdo da segunda curva analitica foram utilizados os dados de
DPV para FPN na presenca da matriz leite e seu efeito na resposta eletroquimica do

analito (Figura 10B). Dentro da faixa de concentracdo examinada (2,00 mg L* e
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16,00 mg L), foram obtidas respostas lineares (r>> 0,99), conforme indicado na
Tabela 3.
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Figura 10. Curvas analiticas na (A) auséncia e (B) presenca de matriz e efeitos da
concentracdo de analito na relagéo entre Ip, € Epa: (a) 2,0 mg L™; (b) 4,0 mg L™; (c) 6,0 mg L’
L (d) 8,0 mg L™ (e) 10,0 mg L% (f) 12,0 mg LY (g) 14,0 mg L™e (h) 16,0 mg L™ mg L™
Condigbes: CPE com NaOH 0,100 mol L™ preparada em solugdo etanol-agua 30% (v/v)
como eletrélito de suporte

Tabela 3. Equac@es das curvas analiticas para determinacdo quantitativa de FPN na

auséncia e presenca de matriz leite

. Equacdo da reta Coeficiente de
Matriz ° R
y =a+bx determinacéo (r)
Auséncia (Ipa / pA) =2,95. 10°+5,28. 10 ® [C/ (mg L™)] 0,998
Leite (Ipa / pA) = -6,04. 10° +4,71. 10 ®[C/ (mg L™ 1)] 0,997
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Quando o ajuste de dados analiticos é linear, como neste trabalho, a
sensibilidade € constante dentro desta faixa de trabalho avaliada e pode ser
determinada pela inclinagdo b da curva analitica. (MAPA, 2011) Nota-se que a
sensibilidade é reduzida na presenca de matriz, conforme observado pelos resultados
na Tabela 3 e na Figura 11.
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Figura 11. Comparacdo entre curvas analiticas obtidas na (A —) auséncia de matriz e (B-)

em leite.

A fim de verificar a interferéncia da matriz na resposta eletroquimica de
RNZ, foi feita a comparacdo entre as inclinacdes das curvas analiticas obtidas na
auséncia e presenca de matriz. O efeito de matriz foi avaliado, estatisticamente, pelo
teste t-student a 95% de confianca (Meier & Ziind 2000). O valor t calculado (5,19)
se apresentou maior que o valor t critico (2,17) (p < 0,05) o que confirma a existéncia
de efeito de matriz. Pode-se entdo inferir que a matriz afeta negativamente a
sensibilidade do método desenvolvido para determinacdo de RNZ.

Uma vez que um efeito de matriz estd envolvido na analise deste composto, 0

método de adicdo de padrdo deve ser aplicado.

Limites de deteccdo e quantificacdo

Os valores de LD e LQ para FPN foram calculados com as Equagdes 1 e 2,
como funcBes do desvio padrdo absoluto da corrente elétrica (Sp), medidas
exatamente no Epa do analito ap6s 12 varreduras realizadas no branco, e a inclinacéo
(b) da curva analitica. (MAPA, 2011; Ribani et al., 2004)
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LD = % ®)

b (3)

Tabela 4. Limites de deteccdo e quantificacdo para analise de FPN na auséncia e

presenca de matriz leite

Matriz b > LD
(mg LY (mmol L)
Auséncia  5,28x10 9,99x10”7 0,568 1,29
Leite 4,71x10® 5,20x1077 0,331 0,759
L
Matriz b Sb (mg LY 9 (mmol L)
Auséncia  5,28x10 9,99x10”7 1,89 4,32
Leite 4,71x10°® 5,20x1077 1,10 2,53

Mesmo se apresentando acima do LMR (20,0 pg L) para FPN em leite, os
valores de LD e LQ se mostram satisfatorios para o método voltamétrico
desenvolvido, uma vez que este método de triagem além de se apresentar rapido e
simples tem como principal objetivo o fornecimento de informagfes preliminares
acerca da presenca de FPN em amostras de leite, antecedendo analises quantitativas

mais detalhadas.

Linearidade

A avaliacdo da linearidade foi realizada pela analise do coeficiente de
determinacdo e da analise dos graficos dos residuos. Como demonstrado na Tabela 3,
as curvas analiticas construidas na auséncia e presenca de matriz leite UHT
desnatado, zero lactose para analise de FPN mostraram coeficientes de determinagéo
maiores que 0,990, como recomendado (ANVISA, 2003), caracterizando o bom
ajuste dos dados experimentais, e linearidade do método proposto.

A Figura 13 representa os graficos de residuos referentes ao ajuste linear de

Ipa VS. Crpn, Na auséncia (Figura 12A) e na presenca (Figura 12B) da matriz.
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Observa-se que os residuos parecem distribuir-se aleatoriamente ao redor de
zero, com dispersdo simétrica e aleatoria das respostas instrumentais, indicando um
ajuste satisfatorio (MAPA, 2011; Paschoal et al., 2008).
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Figura 12. Gréfico de residuos do ajuste das respostas instrumentais I, em funcdo da
concentragdo para a curva analitica construida para quantificar FPN na auséncia (A) e

presenca de matriz (B).

Precisdo

A precisdo do método foi avaliada por meio da repetitividade (preciséo intra-
dia) e da precisdo intermediaria (precisao inter-dia) utilizando solucdes de eletrdlito
de suporte preparadas em leite UHT desnatado, zero lactose e adi¢BGes simultaneas do
carrapaticida FPN em trés niveis de concentracdes da faixa linear (4,00 mg L; 10,00
mg L2e 16,00 mg L™). Avaliou-se a repetitividade pela realizagio de dez analises

sucessivas em um unico dia, e a precisdo intermediaria foi determinada a partir de
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cinco medidas com diferentes solucOes realizadas em dias distintos. Estes valores

foram expressos pelo coeficiente de variacdo (CV) de acordo com a equacgéo:
S
CV =2.100 4

Em que S é o desvio padrdo relativo entre repeticdes e X é a média aritmética
das medidas voltamétricas. A metodologia desenvolvida apresentou valores maximos
de CV de 229% e 7,78% para repetitividade e precisdo intermedidria,
respectivamente (Tabela 5). Os valores de coeficiente de variagdo se apresentaram
abaixo de 20%, o que permite afirmar que a metodologia desenvolvida apresenta boa
exatiddo e que estdo em acordo com o prescrito pelo Ministério de Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento do Brasil (MAPA 2011).

Exatidao

Para avaliar a exatiddo do método, os procedimentos analiticos seguiram os
ensaios de recuperacdo usando a técnica de adicdo padréo, visto que o método
proposto neste trabalho apresentou efeito de matriz. Aliquotas de amostra de leite
UHT desnatado, zero lactose foram intencionalmente contaminada por FPN em trés
niveis de concentragdes (4,00 mg L™?; 10,00 mg L e 14,00 mg L), todos dentro da
faixa de trabalho da curva analitica construida na presenca da matriz. Para cada
solugdo contaminada foram feitas quatro adigdes de 1,000 mg L* de solugdo estoque
de FPN. A partir destas medidas foi construida a relacdo de lpa em funcdo da
concentracdo de analito e pelas equacdes de retas obtidas foi possivel determinar a
concentracdo inicial de cada amostra fortificada. As Figuras 13A, 13B e 13C
apresentam, os graficos e a regressao linear obtida para FPN em cada uma das

concentracdes adicionadas as solucgdes.
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Na Tabela 5 encontram-se os valores de recuperacdo para cada um dos trés
niveis de concentracdo avaliados. A recuperacdo variou entre 91,34% e 101,05%,
sendo aceitaveis para a aplicacdo adequada do método com amostras de alimentos de
origem animal (entre 80% e 110%) (MAPA, 2011; Ribani et al., 2004)

Tabela 5. Resultados dos ensaios de recuperacdo e precisdo para diferentes

concentragdes de FPN adicionadas em amostras de leite UHT desnatado, zero lactose

Concentragdo  Concentragéo B o Preciséo
o ) Recuperagdo/  Repetitividade/ L
adicionada / determinada/ intermediaria/

L L % (CV %)

(mg L™) (mg L™) (CV %)
4,000 3,812 95,3 5,59 7,78
10,00 10,90 109,0 6,47 3,60
14,00 14,65 104,6 4,03 2,29

Seletividade e andlise de interferentes

O estudo da seletividade foi realizado pela analise do branco, que consiste na
solucdo de eletrdlito de suporte, sem a presenca do padrdo analitico de FPN, e
posteriormente analisando a solugdo contendo o padréo analitico (INMETRO, 2010).
Sendo a seletividade avaliada qualitativamente pela observacéo da presenca de picos
de oxidacdo em potenciais proximos ou iguais ao potencial de oxidacao de FPN. Este
comportamento pode ser observado na Figura 10 que representa 0s voltamogramas
obtidos para as curvas analiticas construidas na auséncia e na presenca de matriz
juntamente com o branco de cada registro voltamétrico.

Com o intuito de assegurar que 0s picos de corrente monitorados sdo devido
as atividades eletrodicas dos analitos de interesse, avaliou-se o efeito da possivel
interferéncia de compostos normalmente encontrados no leite. Verificou-se a
variagdo de Ipa da resposta voltamétrica de uma solucdo de FPN sob a influéncia da
adicdo individual de 10, 50 e 100 vezes de lactose e de calcio em relacdo a
concentracdo de FPN.

Conforme pode ser observado na Figura 14A, a adicdo de lactose influenciou
principalmente sobre lpa. Quanto maior a concentracdo adicionada, menor a lpa de
FPN 10,00 mg L? causando uma diminuicdo de cerca de 70 % em presenca de

lactose com concentracdo de 1,0 g L™, o que indica uma interferéncia consideravel
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deste composto na analise. Nao ocorreu variacdo considerdvel de Epa durante as
analises. A interferéncia ocasionada pela lactose foi solucionada utilizando matriz
isenta desde composto.

A adicdo de Ca®* também ndo influenciou consideravelmente o Epa de FPN,
porém, a lps variou significativamente. A primeira concentragdo adicionada (100,00
mg L) ocasionou a diminuicio de cerca de 84% de lp. em relagdo a FPN 10,00 mg
L, entretanto, a0 aumentar a concentracio de Ca?*, ocorre um aumento de Iy, COMo
pode ser visto na Figura 14B.

604 A Lactose

50

lpa (nA)

a b [ d
E_, (V) vs. AglAgCl 3 mol L"

70

60 Célcio

Ipa (nA)
&
1

20 4

a b c d
E,, (V) vs. Ag|AgCI 3 mol L
Figura 14. Variacdo de I, sobre as analises de: (A) (a) FPN 10,00 mg L™, (b) FPN 10,00 mg
L e lactose 100 mg L™; (c) FPN 10,00 mg L™ e lactose 500 mg L™ (d) FPN 10,00 mg L™ e
lactose 1 g L™ (B) (a) FPN 10,00 mg L, (b) FPN 10,00 mg L™* e Ca* 100 mg L™; (c) FPN

10,00 mg L* e Ca** 500 mg L™ (d) FPN 10,00 mg L*e Ca®* 1gL*
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Considerando as caracteristicas da composi¢do quimica do leite, pode-se
afirmar que o célcio oferece maior influéncia sobre a analise, uma vez que as
guantidades avaliadas sdo inferiores ao valor real de Ca?* presente em amostras de
leite bovino (260 mg de Ca?* em 200 g de leite UHT desnatado, zero lactose).

Esse aumento de I do sistema redox com a adicdo de Ca?* pode ser
explicado pela formagdo de um complexo bidentado entre FPN e Ca?*, coordenado
pelos pares de elétrons livres provenientes do grupo amino (NHz) e do oxigénio,
como apresentado na Figura 15. O aumento da concentragdo de Ca2* levaria a
formacdo de maior quantidade do complexo em solucdo gerando um aumento de Ipa
atribuida a oxidagéo deste complexo.

Uma possivel forma de diminuir a interferéncia de Ca?* na analise de FPN é
aumentar a concentracdo de ions H* em solucdo, para que ocorra a protonagdo da
amina, porém como ja mencionado, a diminuicdo do pH é inviavel na determinagéo
de FPN, devido a baixa solubilidade do mesmo. Outra forma de diminuir a
interferéncia de Ca?" ocorre por meio da adicdo de um agente complexante no meio,
como por exemplo, o EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético) que poderia
mascarar este metal, ja que este possui Epa em aproximadamente 0,2 V (Almeida et
al., 2014).

<|3F3 CN

S
o7 AW
|
b N/
e Cl

H,N

cl
CFs

Figura 15. Estrutura proposta para o complexo de célcio coordenado a fipronil.

Conclusao

Um método voltamétrico de triagem inédito, rapido, simples e de baixo custo

foi desenvolvido para analise do carrapaticida fipronil em leite UHT desnatado, zero
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lactose. Para o desenvolvimento desse método utilizou-se NaOH 0,100 mol L*
preparada em solucdo etanol-agua 30% (v/v) como eletrdlito de suporte e CPE
70:30% m/m de pd de grafite: 6leo mineral, que apresentou maior intensidade de
corrente de pico anddico em Epa= +0,506 V por DPV, em relacdo a outros eletrodos
de pasta de carbono modificados. A analise isolada de possiveis interferentes
mostrou que a lactose e o célcio presentes no leite bovino produzem uma
interferéncia significativa na intensidade de corrente de pico da FPN, causando

possivel reducdo de sensibilidade do método.
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3. CONCLUSAO GERAL

O trabalho realizado possibilitou o desenvolvimento de dois métodos voltamétricos
rapidos de triagem de residuos dos medicamentos veterinarios ronidazol e fipronil. Para o
desenvolvimento dos métodos foram utilizadas as técnicas de voltametria ciclica e
voltametria de pulso diferencial. Os metodos desenvolvidos foram aplicados
satisfatoriamente nas matrizes carne e leite bovino.

As técnicas voltamétricas podem ser aplicadas para o monitoramento de residuos de
medicamentos veterinarios, quando estes se apresentarem eletroativos, sendo uma
alternativa viavel para analises desta natureza. Ainda que as técnicas cromatogréaficas
sejam muito utilizadas para este tipo de andlise, estas apresentam limitac6es, como longo
tempo nas etapas iniciais de preparacdo de amostras, maior quantidade de reagentes e alto
custo com instrumentacdo e manutencdo, o que eleva o custo final das analises. Como
fatores limitantes a aplicacdo das técnicas voltamétricas, em ambito laboratorial, pode-se
mencionar a necessidade de um potenciostato e acessorios, definicdo dos parametros de
andlise, e escolha adequada do eletrodo de trabalho conforme o analito de interesse.

As aplicacbes dos ensaios voltamétricos neste estudo demonstraram limites de
deteccdo e quantificacdo maiores em relacdo a método cromatograficos ja desenvolvidos.
Apesar disso, estes se apresentam como metodos de triagem alternativos & cromatografia,
ressaltando principalmente a possibilidade dos mesmos serem realizados in loco e a

rapidez nas analises.
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