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RESUMO

ALEIXO, Herbert, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, abril de 2018.
Desenvolvimento de Métodos Voltamétricos para Analise de
Antimicrobianos em Agua e Leite. Orientador: Leonardo Luiz Okumura.

Este trabalho teve como objetivo propor métodos voltamétricos e a aplicagao
inédita destes para analise de dois antimicrobianos de uso veterinario em agua
e leite. Até o momento nenhum meétodo voltamétrico havia sido proposto para
analise direta do Acido Oxolinico (AOx) e da Sulfaclorpiridazina (SCP). Assim
toda caracterizacao dos processos de oxirredugao destes compostos desde a
escolha do eletrdlito de suporte até as otimizacdes das técnicas voltamétricas
para cada um dos antimicrobianos foi necessaria antes da aplicagcédo do método
em amostras. Para analise de AOx foi utilizado um eletrodo de pasta de
carbono (CPE) e KOH 0,100 mol L™ foi usado como eletrdlito de suporte.
Nestas condi¢gdes a caracterizagdo por voltametria ciclica indicou um pico
anddico irreversivel em aproximadamente + 1,15 V (vs. Ag|AgCl, KClzy). A
quantificacdo foi realizada por voltametria de varredura adsortiva (AdSV),
fixando-se um potencial elétrico por tempo determinado para adsor¢cao do
analito a superficie do eletrodo de trabalho seguido de uma varredura por
voltametria de pulso diferencial (DPV). O método foi aplicado e validado para
andlise de AOx em agua nao potavel coletada na lagoa do campus da
Universidade Federal de Vigosa, sendo obtidos resultados variando de 98, 4 a
109 % de exatidao nas medidas para AOx. O processo de oxirredugdo para
SCP também foi descrito utilizando-se um eletrodo de pasta de carbono
modificado com nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNTSs) e
liquido iénico tetrafluorborato de 1-butil-3-metilimidazolio (BMIMBF,). Diferentes
composicoes de p6 de grafite e dos modificadores do eletrodo foram avaliadas,
assim como diferentes eletrolitos de suporte e pH para a detecgdo de SCP. As
melhores condi¢cdes de trabalho foram entdo obtidas em meio de H,SO4 0,300
mol L™ como eletrdlito de suporte e 5 % (% m/m) de cada um dos
modificadores, observando-se com maior evidéncia um processo catddico
irreversivel, que foi validado para aplicacdo em analise de SCP em leite
hidrolizado obtendo-se exatidao de 94,5 a 105,7 %.

Xv



ABSTRACT

ALEIXO, Herbert, D.Sc., Federal University of Vigosa, April, 2018.
Development of Voltammetric Methods for Analysis of Antimicrobials in
Water and Milk. Adviser: Leonardo Luiz Okumura.

This work aimed to propose voltammetric methods and the unprecedented
application of these methods for the analysis of two antimicrobials for veterinary
use in water and milk. To date, no voltammetric method has been proposed for
direct analysis of Oxolinic Acid (AOx) and Sulphlorpyridazine (SCP). Therefore
characterization of the redox processes of these compounds from the choice of
the support electrolyte to the optimizations of the voltammetric techniques for
each one of the antimicrobials was necessary before the application of the
method in samples. For AOx analysis, a carbon paste electrode (CPE) was
used as working electrode and KOH 0,100 mol L™ as support electrolyte. Under
these conditions the cyclic voltammetry characterization indicated an
irreversible anode peak at approximately + 1.15 V (vs. Ag | AgCl, KClsu). The
quantification was performed by adsorptive sweep voltammetry (AdSV), fixing a
time-determined electrical potential for adsorption of the analyte to the surface
of the working electrode followed by a differential pulse voltammetry (DPV)
scan. The method was applied and validated for AOx analysis in non-potable
water collected in the Campus Lagoon of the Federal University of Vigosa,
obtaining results varying from 98,4 to 109% accuracy in AOx measurements.
The redox process for SCP has also been described using a carbon paste
electrode modified with multiple-walled carbon nanotubes (MWCNTSs) and ionic
liquid 1-butyl-3-methylimidazolium tetrafluorborate (BMIMBF,). Different
graphite powder and modifiers compositions were evaluated as well as different
support electrolytes and pH for the detection of SCP. The best working
conditions were obtained in H,SO, 0.300 mol L' medium as carrier electrolyte
and 5% (% w/w) of each of the modifiers, with an irreversible cathodic process
that was validated for application in SCP analysis in hydrolyzed milk, obtaining

an accuracy of 94.5 to 105.7%.
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CAPITULO I - INTRODUGCAO GERAL

1.1. Medicamentos Veterinarios

Entende-se por medicamento veterinario toda substancia quimica,
bioldgica, ou preparacdo manufaturada cuja administracdo seja aplicada de
forma individual ou coletiva, direta ou misturada aos alimentos, destinada a
prevencgao, ao diagnostico, a cura ou ao tratamento das doengas dos animais,
incluindo os aditivos, suprimentos promotores, melhoradores da produgao
animal, medicamentos, vacinas, antissépticos, desinfetantes de uso ambiental
ou equipamentos, pesticidas e todos os produtos que, utilizados nos animais ou
no seu habitat, protejam, restaurem ou modifiguem suas fungbes organicas e

fisiologicas, bem como os produtos destinados ao embelezamento dos animais
[1].

Os medicamentos veterinarios estao sendo usados em grande escala
devido as praticas agricolas modernas e as necessidades econémicas de
crescimento da producdo, que muitas vezes por falta de planejamento podem
ocasionar serios danos ao meio ambiente, aos pequenos produtores que vivem
da agricultura familiar e ao consumidor dos produtos animais. Assim, torna-se
evidente a necessidade de uma politica de desenvolvimento sustentavel que
possibilitem a diminuicdo de impactos da agroindustria em escala ambiental,
social e econdmica. O Brasil sendo um dos maiores exportadores de carne
bovina, suina, frango e peixes, obtendo-se um faturamento de US$ 2,8 bilhdes
e exportando cerca de 736.000 toneladas de carne bovina no periodo de

janeiro a junho de 2016 [2].

Os residuos de medicamentos veterinarios sao mais comuns em
alimentos de origem animal, sobretudo quando estes animais recebem a droga
por via injetavel ou via oral [3]. A maioria dos medicamentos veterinarios é
administrada como aditivos em ragdes ou na agua dos animais para prevenir
patologias ou melhorar o crescimento destes e, também como agentes

terapéuticos [4].



Os medicamentos veterinarios sdo subdivididos em classes de acordo
com suas fungdes terapéuticas: bioldgicos, antiparasitarios, antimicrobianos,

terapéuticos, suplementos alimentares e outros [5].

Assim como todo medicamento, os residuos destes medicamentos
utilizados em medicina veterinaria podem acarretar danos ao meio ambiente,
seja contaminando solos, corpos d’agua e consequentemente, chegando a

outros animais e seres humanos e se tornando um problema de saude publica.

1.2. Monitoramento de Medicamentos Veterinarios

No Brasil, a fiscalizagcdo sobre o comércio, a fiscalizacdo e o
monitoramento da utilizacdo de produtos veterinarios compete ao Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, determinando normas que orientem
produtores, veterinarios e consumidores sobre o uso consciente destes
produtos [6]. Dentre todos os produtos comercializados e com o aumento da
produtividade agropecuaria, o MAPA instituiu em 1986 o Plano Nacional de
Controle de Residuos e Contaminantes em Produtos de Origem Animal
(PNCRC) que foi aprimorado em 1995. O PNCRC tem como fungdes principais
o controle e a vigilancia sobre os produtos comercializados, visando impedir a
extrapolacdo dos limites maximos de residuos (LMR’s) de substancias
permitidas, assim como a ocorréncia de outras ndo autorizadas pela legislagao
do pais. O programa baseia-se na coleta de diversas amostras de animais
abatidos e vivos ou produtos derivados da produgdo animal, destinados a

alimentagao humana [7].

E cada vez maior a preocupacdo publica em relacdo a estes
medicamentos veterinarios e os seus possiveis efeitos na saude humana e em
especies animais importantes para o equilibrio do ecossistema. Tais
substancias que incluem os hormdnios naturais e sintéticos, fitoestrogenos,
pesticidas, compostos utilizados na industria sdo suspeitas de causar alteragao
no sistema endoécrino, além de apresentar uma variedade de rotas de
exposi¢cao no ambiente e estdo potencialmente associadas a doengas, como o
cancer de testiculo, de mama e de prostata, alteragbes dos d&rgaos



reprodutivos, disfuncdes da tireoide e problemas relacionados ao sistema

nervoso [8].

Assim como as substancias capazes de interferir no sistema enddécrino,

outra grande preocupagao dos cientistas € com o grupo dos antimicrobianos

[9].

1.3. Antimicrobianos

Antimicrobianos sdo compostos naturais ou sintéticos capazes de

inibir o crescimento ou causar a morte de fungos ou bactérias.

A classe dos antimicrobianos pertence a uma das categorias de
medicamentos mais utilizados em medicina veterinaria, utilizadas com a
finalidade de reduzir a mortandade de animais em funcdo de agentes
patogénicos, além de auxiliar o crescimento animal e a produtividade em
diversas areas da agropecuaria. Entretanto, seu uso indiscriminado acarreta
sérios danos ao meio ambiente e a saude humana, podendo causar reagdes

alérgicas por contato direto de pessoas com sensibilidade aos principios ativos.

O uso de antimicrobianos ndo autorizados ou 0 ndo cumprimento das
orientagdes de administracdo dos antimicrobianos autorizados pode resultar na
presenca de niveis elevados de residuos de antimicrobianos nos produtos
alimentares. Por este motivo, o controle de residuos de antimicrobianos em
alimentos deve constituir um programa de vigilancia e o conhecimento da
dimensao da exposicdo da populacdo a esses compostos é de fundamental
importancia para nortear as acgdes de controle, visando a protecdo do

consumidor [10].

A utilizagdo dos antimicrobianos nao esta restrita aos tempos recentes
de desenvolvimento da medicina. Os primeiros relatos de seu uso datam de,
aproximadamente, trés mil anos quando os chineses utilizaram casca de soja
mofada para o tratamento furinculos, abscessos e infecgbes similares [11].
Resquicios de tetraciclina foram encontrados em esqueletos humanos da
antiga Nubia Sudanesa, datados de 350 a 550 dC [12,13]. Também durante a

Idade Média, substancias de diferentes origens eram utilizadas como



antimicrobianos, mas, sem o conhecimento de suas propriedades quimicas.
Apenas a partir do século XVI, com o desenvolvimento das praticas
laboratoriais, € que se tornou possivel o estudo dos medicamentos usados pela

medicina popular.

As bactérias foram identificadas pela primeira vez por van Leeuwenhoek
por volta dos anos 1670, apds a invengao do microscopio. Porém, somente no
século XIX a possibilidade destes micro-organismos serem causadores de
processos infecciosos comegou a ser levantada. Esta hipotese surgiu apos os
elegantes experimentos de Louis Pasteur, que demonstrou que algumas
linhagens de bactérias eram importantes para processos de fermentacéao e,

também, que as bactérias eram de ampla distribuicdo pelo meio ambiente [14].

O pesquisador Paul Ehrlich foi responsavel pelos conceitos primarios de
que uma substancia quimica poderia interferir com a proliferacdo de micro-
organismos, em concentragdes toleraveis pelo hospedeiro. Em 1910, Ehrlich
desenvolveu o primeiro antibiético de origem sintética, o Salvarsan, usado
contra sifilis [15]. Em setembro de 1928, Alexander Fleming avaliando
propriedades antibacterianas conhecidas do mofo e buscando resolver
problemas como a purificagao e a estabilidade de substancias ativas do mofo,
isolou o Penicillium [16] e alguns anos depois um equipe de Oxford sendo
liderados por Howard Florey e Ernest Chain publicaram um artigo descrevendo
a purificacao de quantidade suficiente de penilina suficiente para testes clinicos
[17].

Em 1935 Gerhard Domagk descobriu que o corante vermelho prontosil
apresentava atividade in vivo contra infeccbes causadas por espécies de
Streptococcus. No mesmo periodo, a descoberta da penicilina por Alexander
Fleming ocorreu enquanto ele estudava culturas de Staphylococcus aureus ,
revolucionando o tratamento das infecgdes bacterianas. A atividade da
penicilina era superior a das sulfas estudadas por Domagk e a demonstragao
de que fungos produziam substéncias capazes de controlar a proliferacéo
bacteriana motivou uma nova frente de pesquisas na busca de antimicrobianos
[18]. Sua metodologia, entdo levou a produgao e distribuicdo em larga escala
em 1945.



A descoberta dos trés primeiros antimicrobianos, Salvarsan, Prontosil e
penicilina, foi de grande importancia, pois esses estudos estabeleceram os
paradigmas para futuras pesquisas sobre descoberta de drogas. Apds o
processo de industrializagdo da penicilina, durante a Segunda Guerra Mundial,
foi observado um rapido crescimento no desenvolvimento de novos
antimicrobianos. Os caminhos, seguidos por outros pesquisadores, resultaram
em uma série de novos antibiéticos, alguns dos quais chegaram até o leito do
paciente. O periodo entre as décadas de 1950 e 1970 foi de fato a era de ouro
da descoberta de novas classes de antibidticos, sem novas classes
descobertas desde entdo. Apds esse periodo o declinio da taxa de descoberta
de novos antibidticos se deu de forma natural, e o foco principal para o
desenvolvimento de novos medicamentos voltou-se para o combate a

resisténcia emergente de patdégenos aos antimicrobianos ja existentes [19].

Mesmo antes do uso extensivo da penicilina, algumas observagdes
sugeriram que as bactérias poderiam destrui-la por degradacdo enzimatica
[20]. Este fato ocorre devido a exposi¢ao repetida a um antibiotico pode levar
ao surgimento de subpopulacdes seletivas da mesma bactéria ou de bactérias
relacionadas, agora resistentes ao agente terapéutico. Os Centros de Controle
e Prevencéao de Doengas (CDC) observam que aproximadamente 2 milhdes de
pessoas sao infectadas com bactérias que sao resistentes a antibidticos, e
aproximadamente 23.000 pessoas morrem anualmente por causa dessas
infeccbes [21]. Mecanismos de resisténcia microbiana incluem permeabilidade
celular alterada (levando a uma concentragao intracelular muito diminuida da
droga), aumento do efluxo do antibiético da célula, e elaboracdo de enzimas
desativadoras que alteram a interagdo do antibiético nos locais de ligagcéo

dentro da parede celular ou citoplasma [22].

Os mecanismos de resisténcia bacteriana geralmente podem variar
desde A reducao da permeabilidade da membrana celular nos compostos beta-
lactamicos, quinolonas e vancomicina. A resisténcia microbiana as tetraciclinas
e quinolonas é frequentemente mediada pelo aumento do efluxo do antibidtico
da célula. A desativacdo enzimatica pelas beta-lactamases € o mecanismo
comum de resisténcia a penicilinas e cefalosporinas. A resisténcia aos

aminoglicosideos pode resultar do transporte alterado da membrana
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citoplasmatica (influxo) ou de enzimas intracelulares (por exemplo,
fosfotransferases e acetiltransferases) que desativam a droga. Estes
mecanismos de resisténcia podem ser adquiridos através de mutagcdes nos
genes que codificam para o alvo ou proteinas de transporte afetadas. Como as
células bacterianas sem as mutagbes adaptativas sucumbem a acédo do
antibidtico, a subpopulacdo que possui a mutacido adaptativa continua a se
replicar, substituindo a populagdo original por uma resistente [23]. Além de
conduzir a resisténcia antimicrobiana tanto em bactérias do intestino humano e
animal, como em bactérias comuns do meio ambiente, que em meio aquatico

possibilitam a disseminagéo de diversas classes de bactérias resistentes [24].

Os antimicrobianos podem ser classificados segundo inumeros critérios,
dentre eles: estrutura quimica, agéo bioldgica, espectro e mecanismo de agéo
e origem. Segundo o critério de estrutura quimica eles podem ser: derivados de
aminoacidos, derivados de agucares ou derivados de acetatos e proprionatos.
De acordo com a origem ou processo de obtengao podem ser: naturais (obtidos
por fermentagado), biossintéticos (obtidos de um precursor de fermentagéo),
sintobidticos (obtidos exclusivamente por sintese) ou semissintéticos (obtidos

por fermentacao e sintese) [25].

Segundo sua agao bioldégica podem ser: bactericidas, quando causam a
morte da bactéria, ou bacteriostaticos, quando promovem a inibicdo do

crescimento microbiano.

De modo geral os antimicrobianos podem ser classificados por diversas

variaveis como observa-se na Tabela 1 [26]:



Tabela 1. Classificagdo de antimicrobianos

VARIAVEL CLASSIFICACAO EXEMPLO
Antibacterianos Beta-lactamico
Mecanismos Antifungicos Griseofulvina
suscetiveis Antivirais Aciclovir
Antiparasitarios Piremetamina
Origem do Antibidticos produzidos por Aminoglicosideo

Antimicrobiano

microorganismos

Quimioterapicos: sintéticos

Sulfonamidas

Atividade

antibacteriana

Bactericida

Quinolonas

Bacteriostatico

Macrolideo

Mecanismo de acao

Alteracao da parede celular

Beta-lactamico

Alteracdo da membrana

citoplasmatica

Anfotericina B

Interferéncia na replicagao

cromossdmica

Antifungicos/antivirais

Inibic&do sintese protéica

Aminoglicosideos

Inibicdo metabdlica

Sulfonamida

Espectro de acao

Gram positivas (*)

Penicilina

Gram negativas (**)

Aminoglicosideos

Amplo espectro

Cloranfenicol

Ativo sobre protozoarios Tetraciclina
Ativo sobre fungos Nistadina
Ativo sobre espiroquetas Eritromicina
Ativo sobre riquétsias,
Macrolideo

micoplasma e clamidias

Ativo sobre micobactérias

Estreptomicina

Ativo sobre algas

Anfotericina B

(*)possuem parede celular com uma unica e espessa camada de peptideoglicanos. Quando
este tipo bacteriano entra em contato com a coloragdo de Gram adquirem a cor purpura ou azul

quando fixada com cristal violeta.

(**)possuem parede celular mais delgada e apresentam uma segunda membrana lipidica,
diferente da membrana plasmatica. Quando em contato com a coloragcdo Gram o lipidio da

membrana mais externa é dissolvido no alcool e libera o primeiro corante, o cristal violeta.




1.4. Acido oxolinico (AOx) e Sulfaclorpiridazina (SCP)

O acido oxolinico (AOx) € um composto antimicrobiano do grupo das
quinolonas, derivado do acido nalidixico. Atua principalmente contra bactérias
gram-negativas, em especial contra a bactéria Enterobacteriaciae [27]. Sua
atuacao se da por inibigdo da DNA girasse ou DNA topoisomerase [28]. O
composto é autorizado em medicina veterinaria em peixes, porcos, bovinos e

aves.

Sua toxicidade é baixa em animais adultos, sendo seus valores de LDsg
em ratos adultos acima de 1890 mg kg™, entretanto esse valor de LDso diminui

aproximadamente 10 vezes quando avaliado em ratos recém nascidos [29].

O periodo de 1980-2000 marcou o mercado de antimicrobianos pela
introdugao da classe das fluoroquinolonas sintéticas desenvolvidas a partir do

acido nalidixico (Figura 1).

o MM
O O

Figura 1. Estrutura do acido nalidixico (Acido-1-etiI-1,4-diidro-7-meti|-4-oxo-1,8-
naftiridino-3-carboxilico.

Na década de 70, foram introduzidos na medicina terapéutica dois outros
compostos relacionados com o acido nalidixico, o acido oxolinico e a

cinoxacina.

Pequenas diferengas estruturais no nucleo das quinolonas permitem
dividi-las em quatro grupos: naftiridinas, cinolinas, piridopirimidinas e
quinolinas. Modificagées estruturais dos grupos quimicos ligados ao nucleo

basico 4-quinolona produziram importantes alteracbes na atividade



antimicrobiana, nas propriedades farmacocinéticas e na toxicidade das

quinolonas [29].

O principal método de analise aplicado para o AOx é a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) [29, 30].

A sulfacloropiridazina (SCP) € uma sulfonamida sintética derivada da
sulfanilamida. O composto é utilizado tanto para o tratamento de infec¢des do
trato urinario quanto na medicina veterinaria e em piscicultura. A SCP é um
antimicrobiano de largo espectro, efetivo contra bactérias gram-positivas e
gram-negativas, atuando como interferente na sintese do DNA bacteriano. A
SCP é particularmente resistente a métodos comuns de biorremediacéo, sendo
assim de grande importancia o desenvolvimento de métodos para detecgao e

remediagcao deste contaminante [31].

No Brasil, tanto AOx quanto a SCP sao monitorados pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) em diferentes matrizes de
origem animal e divulgados no Plano Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes em Produtos de Origem Animal (PNCRC). A amostragem
realizada pelo MAPA e os valores de limite maximo de residuo (LMR) para os
dois antimicrobianos na avaliagdo mais recente publicada no PNCRC de 2018

esta descrita na Tabela 2 [32].
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Tabela 2. Plano de amostragem para AOx e SCP em diferentes produtos de origem
animal publicado no PNCRC 2018.

PLANO DE AMOSTRAGEM DE CARNES — PNCRC 2018

. .. A . -1 N° de
Substancia arl]\gﬂ’;géa Limites de referéncia (ug kg™) Amostras
Bovinos | Equinos | Suinos Aves Bovinos —
Ac. Oxolinico Mdsculo 100 100 100 100 600
Equinos —8
Sulfaclorpiridazina | Musculo | 100" 100 100" | 100 | Suinos—600
Aves — 600
PLANO DE AMOSTRAGEM DE LEITE — PNCRC 2018
Substancia Ma'trlz Limites de referéncia (ug L) N® de
analisada amostras
Ac. Oxolinico Leite 20 600
Sulfaclorpiridazina Leite 100
PLANO DE AMOSTRAGEM DE PESCADOS — PNCRC 2018
N Matriz Limites de referéncia (g kg™) arr’:los(i(reas
Substancia ) = X
analisada Peixe de Cultivo Camardo de Peixe de
Cultivo Cultivo — 60
Ac. Oxolinico Musculo 100 Camardo —
Sulfaclorpiridazina | Mdusculo 100 100 60
PLANO DE AMOSTRAGEM DE OVOS — PNCRC 2018
Substancia Ma_trlz Limites de referéncia (pg kg™) N® de
analisada amostras
Ac. Oxolinico Ovos 10 300
Sulfaclorpiridazina Ovos 10

* LMR; para o somatdrio de todas as sulfonamidas presentes na amostra. Valores de
LMR especificos para SCP ndo sao definidos.

1.5. Contaminagao por antimicrobianos

O uso de farmacos na aquicultura e no trato de criagdes intensivas
(bovinos, suinos e aves) representa a principal via de entrada de
antimicrobianos no ambiente, podendo ocasionar a contaminagao de
ambientes tanto aquaticos quanto terrestres [33]. Os residuos de
antimicrobianos podem contaminar o0 meio ambiente de forma direta por meio
de excrecdes ou pela utilizacdo de estercos contaminados na fertilizagcdo do
solo. O consumo de agua contaminada com material fecal € uma importante via

de exposi¢do. Tanto o tipo de substancia quanto a dosagem utilizada ou a
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espécie do animal podem alterar a quantidade de medicamento que atinge o
solo ou a agua [34]. Outro fator agravante é o fato de que em alguns casos até
95% dos medicamentos passa pelo trato intestinal dos animais sem sofrer
qualquer processo metabdlico [35], ou mesmo que degradados, alguns
produtos do metabolismo nao perdem sua atividade. Sem mencionar a
possibilidade de que medicamentos n&o utilizados ou fora do prazo de validade
sejam descartados diretamente no ambiente por descaso ou falta de
informacgdo. As principais vias de contaminagao do ambiente podem ser, além
do esterco animal, as lagoas de tratamento de residuos construidas de maneira
inadequada. Estas podem sofrer escoamento ou lixiviagdo dos residuos
chegando as aguas superficiais e lengois freaticos. Além disso, muitas vezes o
préprio efluente ou o lodo das lagoas de tratamento € utilizado como fertilizante
organico [36]. Além destas formas de contaminagdo ha ainda os
antimicrobianos aplicados diretamente em aguas superficiais para a pratica da
aquicultura, podendo acumular grandes quantidades de residuos destes
compostos, alterando o ecossistema aquatico da regiao [37].

Estudos especificos revelam diversos aspectos toxicolégicos do
descarte de medicamentos principalmente para farmacos em meio aquatico e o
impacto da mistura de diferentes farmacos no ambiente, que pode resultar em
efeitos de toxicidade mais pronunciados do que aqueles causados por um
unico composto [38]. Outro estudo conduzido em 2005 mostra que misturas de
diferentes compostos se comportam de forma imprevisivel em meio aquatico, e
causam sérios efeitos em Daphnia magna, organismo aquatico que funciona
como biorregulador e muito utilizado em teste de laboratério para avaliar o risco
de toxicidade como deformidades e aumento na mortalidade [39].

No que se refere ao tratamento de residuos existem diferentes tipos de
procedimentos, porém de forma geral, o gerenciamento de residuos ainda é
deficiente, tanto no tratamento quanto na disposicao final destes medicamentos
que podem se tornar toxicos ao meio ambiente e ao homem, o que demonstra
a necessidade de mais pesquisas sobre monitoramento e tratamento de
efluentes [40].

1.6. Métodos eletroanaliticos
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Os métodos eletroquimicos de analise (eletroanaliticos) englobam uma
série de técnicas nas quais séo relacionadas grandezas elétricas como carga,
potencial e corrente, assim como as rea¢des quimicas associadas aos
fendmenos elétricos [41]. Esses métodos possuem numerosas aplicagoes, tais
como estudos de processos de oxidagado e redugcdo em varios meios e
mecanismos de transferéncias de elétrons [42]. Uma das particularidades dos
meétodos eletroanaliticos é a possibilidade, em diversos casos, de analise direta
da amostra, sem necessidade de etapas de separagdo ou pré-tratamento da
mesma, sendo possivel ainda analisar amostras coloridas ou com particulas
sélidas dispersas no meio, o que torna o método muito util para aplicagado nas
areas de anadlise ambiental, industrial e biolégica [43]. Embora em algumas
analises seja necessario 0 uso de etapas de eliminacao de interferentes, estas
sao mais simples quando comparadas a outras metodologias de preparagao
para aplicagdo em cromatografia, que também requer a utilizagdo de uma
instrumentacdo mais dispendiosa [44]. Atualmente, dependendo do analito e do
tipo de matriz avaliado, a sensibilidade de alguns métodos eletroanaliticos pode
se aproximar ou se igualar aos valores obtidos por técnicas cromatograficas e

espectroscopicas.

Outra aplicagao atual das técnicas eletroanaliticas na area ambiental é
possibilitar os estudos de processos de degradagéao de agrotoéxicos e avaliagao
dos mecanismos de reducao e/ou oxidacao eletroquimica, que podem auxiliar o
estudo de formagao de produtos intermediarios téxicos, ao homem e ao meio
ambiente [45].

Dentre as diversas técnicas eletroanaliticas existentes, a voltametria é
umas das técnicas de maior aplicagdo em analises de residuos. A voltametria €
uma técnica de potencial controlado e dindmica (corrente elétrica # 0) em que
estudam os processos de transferéncia de carga que ocorrem na interface
eletrodo/solucdo. Nesta técnica o potencial elétrico é variado de forma
controlada para obter-se uma reagéo de transferéncia de elétrons (redugao ou
oxidagao) entre o analito e a superficie do eletrodo de trabalho e a corrente
resultante desta reagcéo € medida. A resposta grafica obtida da corrente versus
o potencial € denominada voltamograma e possibilita a obtencdo de dados
quantitativos e qualitativos das espécies envolvidas na reagao [46].
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A técnica precursora da voltametria foi a polarografia, desenvolvida pelo
quimico Jaroslav Heyrovsky em 1922 e que ainda é um ramo importante da
voltametria, em que utiliza-se a superficie de uma gota de mercurio liquido
como eletrodo de trabalho [47]. Atualmente a célula eletroquimica
convencionalmente utilizada é composta por trés eletrodos imersos em uma
solucdo contendo o analito e também um eletrdlito de suporte que deve ser
preferencialmente inerte, em concentragcao aproximadamente 100 vezes maior
que a concentragdo do analito, facilitando a condutividade do sistema e
garantindo uma forga ibnica constante, além de ser utilizado em muitos casos

um tampao para controlar o pH do meio [46].

O sistema usual de trés eletrodos consiste em um eletrodo de trabalho,
onde ocorrem as reacdes de oxirredugdo de acordo com o potencial elétrico
aplicado sobre ele, um eletrodo de referéncia e um contra-eletrodo ou eletrodo
auxiliar. Os eletrodos de trabalho comuns podem ser sélidos 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 é
realizado por um potenciostato/galvanostato frente a um eletrodo de referéncia
de potencial constante, podendo este ser um eletrodo de Hg|Hg2Cl,
(calomelano) ou mais frequentemente um eletrodo de Ag|AgCl. O terceiro
eletrodo é um eletrodo auxiliar ou contra-eletrodo que atua quando é aplicada
uma diferenca de potencial entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo de
referéncia, diminuindo sua resisténcia de modo que toda corrente elétrica
gerada flua entre o eletrodo de trabalho e o contra-eletrodo, evitando

alteragdes no eletrodo de referéncia [41].

As técnicas voltamétricas mais aplicadas sdo a voltametria ciclica (CV),
voltametria de pulso diferencial (DPV) e voltametria de onda quadrada (SWV).
Todas essas técnicas tem em comum a resposta de corrente dada em fungao
de uma varredura de potencial e tendo como diferencial a forma como o

potencial elétrico é aplicado em fungdo do tempo, assim como a forma de

obtengao da corrente medida durante o intervalo de potencial.
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1.7. Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica (VC) é largamente utilizada como critério de
diagnostico dos processos redox que acontecem na interface entre o eletrodo
de trabalho e a solucdo 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 oxidagao, redugao e
de adsorgao/dessorgao, o numero de etapas envolvidas no processo eletrodico
ou a reversibilidade do mesmo [41]. A voltametria ciclica, como a sua propria
denominagdo sugere, envolve a aplicacdo de ciclos nos quais a variagao
(linear) de potencial elétrico € realizada no sentido catédico (redugédo) ou
anddico (oxidacao) em um intervalo definido e, entdo o sentido de varredura é
invertido, geralmente, até o valor inicial da varredura de potencial. O processo
€ realizado a uma velocidade de varredura constante e apresenta o perfil de
variagédo de potencial elétrico semelhante ao apresentado na Figura 2, podendo

ser realizados um ou mais ciclos sucessivos.

12Ciclo —
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Figura 2. Potencial aplicado em fun¢do do tempo para varredura em voltametria ciclica
[48].

A voltametria ciclica tem larga utilizacdo em analises qualitativas,
entretanto ndo é aplicada normalmente para fins de quantificagdo de baixas
concentracdes de analito, uma vez que o modo de variagao linear de potencial
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nao permite a discriminagao entre a corrente faradaica, gerada por processos
de oxidacdo ou redugdo de espécies eletroativas e a corrente capacitiva,
originada do processo de carregamento da dupla camada elétrica na superficie
do eletrodo de trabalho [41].

1.8. Voltametria de Pulso Diferencial

Com a finalidade de minimizar a contribuicdo da corrente capacitiva nas
medidas voltamétricas utilizam-se as técnicas de pulso. A primeira delas € a
voltametria de pulso diferencial (DPV). Na voltametria de pulso diferencial
(DPV), do inglés “differential pulse voltammetry”, pulsos de amplitude fixos
sobrepostos a uma rampa de potencial crescente s&o aplicados ao eletrodo de
trabalho [49]. A corrente € medida duas vezes, uma antes da aplicagdo do
pulso e outra ao final do pulso, nos pontos assinalados por “S1 e S2” na Figura
3. A primeira corrente é instrumentalmente subtraida da segunda, e a diferenga
das correntes é plotada versus o potencial aplicado. O voltamograma resultante
consiste de picos de corrente de forma gaussiana, cuja area deste pico ou a

altura é diretamente proporcional a concentragao do analito [49].
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Figura 3. (A) Perfil basico de variacido de potencial em funcdo do tempo em DPV. (B)
Perfil de voltamograma obtido em DPV.

O objetivo de se realizar duas leituras da corrente e de se trabalhar com
a diferenca entre elas, é diminuir a influéncia da corrente capacitiva. A medida
que se aplica o pulso, ocorre um decréscimo da contribuicido da corrente
capacitiva e da corrente faradaica, mas a corrente capacitiva diminui
exponencialmente, enquanto que a corrente faradaica diminui linearmente;
assim, escolhendo-se um tempo apropriado para fazer a segunda leitura, faz-
se a leitura da corrente total a um valor de corrente onde a contribuicdo da

corrente capacitiva pode ser desconsiderada.

1.9. Voltametria de onda quadrada

A voltametria de onda quadrada (SWV), do inglés “square-wave
voltammetry”, tem a aplicagdo de pulsos de potencial de forma semelhante a
DPV entretanto, a técnica utiliza uma variagao de potencial na forma de onda,
aliada a uma rampa de potencial na forma de escada. De modo geral, séo
aplicados pulsos de forma simétrica, tanto no sentido direto quanto no sentido
reverso da varredura. A corrente medida é a resultante da soma dessas duas
correntes, o que permite aumentar a sensibilidade da técnica. A Figura 4A
mostra o esquema basico de aplicagao de pulsos em onda quadrada e o perfil
de um voltamograma para um sistema reversivel obtido por SWV (Figura 4B).
Em sistemas totalmente irreversiveis tende-se a observar uma menor
amplificagdo da medida de corrente resultante, pois a contribuicdo de corrente

elétrica faradaica na varredura reversa é pouco significante.
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Figura 4. (A) Perfil basico de variacdo de potencial em fung¢dao do tempo em SWV; (B)
Voltamogramas de onda quadrada para um sistema reversivel.

1.10. Eletrodos de trabalho

A base de eletroanadlise € a reagao na superficie do eletrodo de trabalho.
O tipo de eletrodo de trabalho utilizado pode influenciar fortemente na eficiéncia
das reacgdes, portanto suas propriedades sao essenciais para o sucesso do
método proposto. O eletrodo de trabalho deve apresentar alta razao sinal-ruido
e boa precisao intermediaria [50]. Além disso, fatores como o intervalo de
potencial, propriedades mecéanicas e o custo de fabricacdo devem ser
considerados para a escolha adequada de um eletrodo de trabalho [43].
Eletrodos a base de carbono tem sido largamente usados em eletroanalitica.
Devido as propriedades do carbono estes eletrodos sdo muito propensos a
transferéncia de elétrons, além de outros fatores favoraveis ao seu uso, como
ampla janela de potencial de trabalho, baixa corrente de fundo, as

possibilidades de funcionalizacdo de sua superficie e seu baixo custo.

1.11. Eletrodo de Carbono Vitreo (GCE)

O carbono vitreo como material utilizado na confeccao de eletrodos foi
desenvolvido em 1962 a partir de uma resina fendlica. Os materiais de carbono
vitreo podem ser formados por meio de um programa de aquecimento
controlado (acima de 1200 °C) de um material de resina polimérico (fenol-

formaldeido) em uma atmosfera inerte [51].
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Sua estrutura apresenta propriedades fisicas interessantes em
comparagao com outros alétropos de carbono. Primeiramente, o seu método
de formacao permite que os artefatos produzidos tenham diversas formas
possiveis, além disso, o carbono vitreo apresenta uma taxa de oxidagao muito
baixa, mesmo em temperaturas elevadas, indicando uma maior resisténcia a
ataques quimicos do que outros tipos de carbono. Esta propriedade,
juntamente com o tamanho extremamente pequeno dos poros do carbono
vitreo faz com que ele seja um material bastante atrativo para preparacao de
eletrodos inertes, podendo ser utilizado inclusive em meios altamente
corrosivos, como em acido fluoridrico concentrado [51]. Na Figura 5 esta
representada a estrutura final obtida apds tratamento térmico, juntamente com
a microscopia eletronica de alta resolugdo da superficie do carbono Vitreo
[52,53].
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Figura 5. Modelo estrutural e microscopia eletrénica de alta eficiéncia para o carbono
vitreo. Fonte: [52, 53].

1.12. Eletrodo de Pasta de Carbono

7

Este eletrodo é constituido de duas fases, uma delas é de carbono
(eletroquimicamente ativa) e outra inerte (aglutinante e ndo condutora). E o
preparo da pasta consiste na mistura fisica desses dois componentes. O po de
grafite deve ter alta pureza quimica, baixa capacidade de adsor¢cao de oxigénio
e impurezas eletroativas contidas na solugdo, além de apresentar uma
distribuicdo granulométrica uniforme [54]. O aglutinante, responsavel pela

consisténcia da pasta, deve preencher os espacos entre as particulas de
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grafite, deve ser eletroinativo, quimicamente inerte, imiscivel com a agua (ou

outros solventes), possuir baixa volatilidade e n&o conter impurezas.

Uma das mais importantes vantagens do eletrodo de pasta de carbono
sobre todos os outros eletrodos solidos esta na possibilidade de renovagao da
superficie do eletrodo a cada medida, se necessario. Diversas analises
apresentam adsorcdo de produtos na superficie do eletrodo, assim essa
renovacdo € extremamente importante nestes casos para se evitar uma
passivagao da superficie do eletrodo. Outra importante propriedade é a baixa
corrente residual, que € menor que nos eletrodos de grafite pirolitico e de
carbono vitreo. Por ultimo, a sua maior superficie ativa para as mesmas
dimensdes geomeétricas comparado a outros eletrodos a base de grafite exibe
uma maior absortividade das substancias em sua superficie, tornando-o mais

sensivel [55].

Em 1958 foi desenvolvido o primeiro eletrodo de pasta de carbono (EPC)
na tentativa de preparar um eletrodo gotejante constituido de p6 de grafite e
tribromometano para ser utilizado em regides de potenciais positivos (anddicos)
onde o eletrodo gotejante de mercurio (EGM) apresenta sérias limitacoes
devido a oxidagao do mercurio metalico. O eletrodo ndo apresentou resultados
satisfatorios, devido a alta resisténcia elétrica causada pelo aglutinante
(componente liquido organico) utilizado na preparacdo, porém a construgcao do
EPC foi de extrema importancia no desenvolvimento de novos procedimentos

eletroanaliticos [56].

1.13. Eletrodos Quimicamente Modificados (EQM)

O termo eletrodo quimicamente modificado (EQM) foi introduzido no
jargao eletroquimico por Murray et al. em 1975 para designar eletrodos com
especies quimicamente ativas, deliberadamente imobilizadas em suas
superficies, com o objetivo de pré-estabelecer e controlar a natureza fisico-
quimica da interface eletrodo/solugcao [57]. A modificagcdo deliberada da
superficie do eletrodo sendo uma forma de impor e controlar sua reatividade
e/ou seletividade, possibilita o desenvolvimento de eletrodos para varios

propdsitos e aplicagdes. A grande maioria das aplicagdes analiticas de EQMs
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envolve técnicas voltamétricas ou amperométricas. Entretanto também séo
descritos na literatura alguns casos de aplicagdo de EQMs como eletrodos ion
seletivos [58]. A escolha do material como eletrodo base, cuja superficie sera
modificada, € um aspecto muito importante na preparacdo de um EQM. Este
substrato deve apresentar caracteristicas eletroquimicas apropriadas e também

ser adequado para o método de modificagcédo escolhido.

De modo geral podemos destacar as principais fungdes de um eletrodo

modificado:
- acumulagéo ou pré-concentragdo

Consiste em pré-concentrar o analito de interesse na superficie modificadora
através da interacdo quimica seletiva entre a espécie a ser acumulada e o
modificador, aumentando a sensibilidade do método. Os principais mecanismos
de acumulagao podem envolver os processos de complexagao, troca idnica,

ligacao covalente, quimissorgéo e extracao [59].
- Transformacgao quimica

Promover a reagao seletiva entre um analito inicialmente eletroinativo e um
reagente adequado que pode ser imobilizado ou misturado ao eletrodo
promovendo a alteragao fisico-quimica das suas propriedades permitindo a

transferéncia de elétrons entre analito e eletrodo [59].
- eletrocatalise

A finalidade deste processo é reduzir a energia de ativagao da transferéncia
eletrdbnica aumentando a velocidade da reagao e, consequentemente favorecer
a intensidade do sinal analitico medido. A eletrocatalise € caracterizada por um
deslocamento do potencial de pico do processo eletrodico para valores mais
préoximos de zero, tanto na redug¢ao quanto na oxidacao. Este efeito de reducao
do potencial proporciona uma melhora da seletividade do método, uma vez que
a aplicacao de potenciais mais baixos diminui a eletrélise outras espécies

presentes na amostra.

Dentre os principais métodos para modificagcdo de eletrodos podem ser
enumerados a adsorgao que consiste na imersao do eletrodo ndo modificado

em um solvente contendo o modificador e a interagao entre ele e o eletrodo

21



base se da por interagdes fisicas [58]. Este processo pode apresentar a
desvantagem da modificagdo se estabelecer em uma fina camada superficial
do eletrodo. A modificagdo pode se dar por ligagao covalente envolvendo a
ligacao de organossilanos a superficie do eletrodo ou modificando superficies
de carbono com grupos nitrogenados, oxigenados e outros, formando-se uma
modificacdo bastante estavel, muitas vezes utilizada para imobilizacdo de
enzimas. O recobrimento com membranas poliméricas condutoras ou
permeaveis a espécie de interesse podendo ser utilizado o recobrimento por
imersao (dip-coating), eletrodeposic¢ao, entre outros. Ou ainda pode ser feita a
utilizacdo de materiais compdsitos formados por duas ou mais fases de
naturezas diferentes que ao se combinarem apresentam propriedades
diferentes das suas fases isoladas, sendo o eletrodo de pasta de carbono e
suas possiveis modificagcbes um dos principais representantes dessa classe de

compostos.

1.14. Sensores utilizando liquidos i6nicos e nanotubos de carbono

Liquidos iénicos (LI) sdo definidos como compostos formados somente
por ions (normalmente um carbocation e um anion) e que possuem
temperatura de fusdo abaixo de 100 °C devido a suas fracas interagoes
idnicas. O primeiro LI, o nitrato de etilaménio, foi relatado por Paul Walden em

1914 e tem sido alvo de inumeros trabalhos nos ultimos 20 anos [60].

Os LI apresentam diversas propriedades Uuteis para aplicacdo em
eletroquimica como estabilidade, alta condutividade elétrica, baixa pressao de
vapor, miscibilidade intermediaria tanto em solventes aquosos quanto
organicos e toxicidade relativamente baixa, o0 que torna seu uso
ambientalmente favoravel [61]. Devido a estas caracteristicas o0 uso de LI em
eletroquimica tem crescido no desenvolvimento de sensores e biosensores
[62], podendo ser combinado com complexos metalicos, nanoparticulas e
polimeros [63]. Consequentemente, podem ser aplicados na deteccdo de
substancias organicas, farmacéuticas, agrotoxicos, ions metalicos e até

explisivos [64].
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A formacado de compdsitos de Lls aliados aos nanotubos de carbono
(CNTs) e suas propriedade como grande area superficial, alta transferéncia
eletrbnica e capacidade de modificacdo da superficie tém sido de grande

interesse na construgédo de sensores eletroquimicos [65,66].

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Propor uma metodologia analitica utilizando técnicas voltamétricas para

deteccao e quantificacdo de compostos antimicrobianos.

2.2. Objetivos especificos

Identificar os processos de oxirredugao para os compostos AOx e SCP em

eletrodo de pasta de carbono;

Escolher condigdes ideais para analise, tais como: eletrdlito de suporte, pH
do sistema, composicdo do eletrodo de trabalho e variaveis das técnicas

voltamétricas;

Avaliar os comportamento voltamétrico dos compostos quanto ao transporte
de massa e reversibilidade e propor mecanismos dos processos de

oxirredugao;

Propor a utilizagao de eletrodos modificados e aplicacao a para analise dos

compostos em agua e/ou leite;

Realizar a validagdo dos métodos propostos via analise de figuras de mérito
para AOx e SCP.
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CAPITULO Il - DETERMINAGAO DE ACIDO OXOLINICO (AOX) EM AGUA
POR VOLTAMETRIA DE VARREDURA ADSORTIVA (ADSV)

RESUMO

Os antibidticos usados em larga escala podem contaminar o meio
ambiente aquatico e serem ingeridos por seres humanos causando danos a
saude e resisténcia ao farmaco em longo prazo. Os métodos voltamétricos
surgem como alternativa rapida e relativamente mais barata para a analise
destes compostos. Um método baseado na voltametria de varredura adsortiva
em eletrodo de pasta de carbono (CPE) foi desenvolvida e aplicada para
determinacdo do acido oxolinico (AOx) em amostra de agua nao tratada
coletada na lagoa do campus da Universidade Federal de Vigosa (UFV). A
voltametria ciclica indicou a presenca de um processo anddico irreversivel em
aproximadamente +1,15 V (vs. Ag|AgCl, KClameL') em uma solugdo de KOH
0,100 mol L™ como eletrdlito de suporte. A quantificacdo do composto foi
realizada por voltametria de varredura adsortiva, fixando-se um potencial
elétrico de +1,05 V por 45 segundos para adsor¢cdo do AOx na superficie do
eletrodo de trabalho seguido da varredura de potencial por voltametria de pulso
diferencial (DPV). Curvas analiticas foram construidas, obtendo-se limites de
deteccdo (LD) 0,0570 e 0,512 mg L™ e os limites de quantificagdo (LQ) de
0,192 e 1,707 mg L' na auséncia de matriz e em agua da lagoa da UFV,
respectivamente. A taxa de recuperagcdo aparente obtida para trés

concentragdes de AOx na matriz de agua da lagoa variou entre 98,4% e 109%.

Palavras chave: Antimicrobiano; quinolona; Voltametria de pulso diferencial;

eletrodo de pasta de carbono.
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1. INTRODUGAO

A producdo animal &€ uma das atividades mais expressivas do
agronegocio brasileiro. A fim de assegurar a produtividade e a competitividade
do setor, a utilizacdo de medicamentos com fins terapéuticos e de profilaxia &
uma pratica bastante comum e que comprovadamente tem resultado em maior
produtividade e melhor qualidade dos alimentos [1]. A maioria dos
medicamentos veterinarios € administrada como aditivo alimentar ou
adicionada a agua para prevenir doengas ou melhorar o crescimento do animal
[2]. A utilizacdo destas substancias no tratamento de intensivo de animais
(bovinos, suinos e avicolas) e na aquicultura representa a principal via de
entrada de antimicrobianos no meio ambiente e pode levar a contaminagao de
ambientes aquaticos e terrestres [3]. Eles podem entrar no meio ambiente

como compostos ou metabdlitos isolados ou conjugados [4].

A contaminacdo do meio ambiente pode ocorrer pelo uso de esterco
animal e lodo de tratamento de efluentes contendo residuos de medicamentos
veterinarios como fertilizante. Outras fontes de contaminagdo incluem a
construgcédo inadequada de lagoas de tratamento de residuos, cujo conteudo
pode vazar ou ser lixiviado em aguas superficiais e subterraneas. Além disso,
os medicamentos veterinarios podem ser aplicados diretamente nas aguas
superficiais para controle e prevencao de doencas em psicultura e podendo se
acumular grandes quantidades de residuos desses compostos, alterando o

ecossistema aquatico [5].

Entre os medicamentos veterinarios utilizados, os antimicrobianos séo
0s mais prescritos [6]. Seu uso indiscriminado acarreta sérios danos ao meio
ambiente e a saude humana, como reagdes alérgicas aos principios ativos e
pode levar a resisténcia antimicrobiana de bactérias intestinais tanto em

humanos quanto em animais, ou de bactérias ambientais comuns [7].

Quinolonas e fluoroquinolonas sao compostos antimicrobianos
heterociclicos com alta atividade biologica e farmacoldgica [8]. Esses agentes
antimicrobianos s&o razoavelmente toleraveis por seres humanos e podem ser
amplamente utilizados contra organismos micobacterianos e anaerobios,

atuando pela inibigdo das enzimas bacterianas DNA girase e topoisomerase |1V
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[9]. O primeiro agente antimicrobiano da classe das quinolonas foi sintetizado
em laboratorio na década de 1960 pela obtengdo do acido nalidixico como
subproduto da sintese de compostos antimalaricos [10]. Desde entdo, diversas
modificagdes estruturais do acido nalidixico resultaram na segunda, terceira e
quarta geragdes de quinolonas e fluoroquinolonas, que sao eficazes contra
bactérias gram-negativas e gram-positivas, gerando antibiéticos mais efetivos e
com amplo espectro de atividade [11]. Alguns destes compostos tem sido
utilizados com sucesso no tratamento de algumas doengas em humanos
[12,13] e amplamente empregados na composicdo de medicamentos

veterinarios [14-16].

O 4&cido oxolinico (AOx), i.e. acido 5-etil-5,8-dihidro-8-oxo-1,3-
dioxolo[4,5-g]quinolina-7-carboxilico (Figura 6) € uma droga antibiética de largo
espectro da segunda geragdo de quinolonas, e amplamente utilizado no
tratamento de doengas causadas por bactérias Gram-negativas [17]. Embora
seu uso tenha sido descontinuado em alguns paises e substituido por outras
fluoroquinolonas mais eficientes, o AOx ainda é utilizado no tratamento de
infeccbes dos sistemas intestinal e urinario causadas por bactérias como a
Salmonella [18]. O composto também é de amplo uso veterinario, sendo
monitorado no Brasil em bovinos, suinos, equinos, aves, leite, ovos e peixes
[19].

Figura 6. Estrutura molecular do acido oxolinico (AOXx).
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Diversos métodos analiticos tem sido desenvolvidos para a
determinacdo de AOx em diferentes matrizes. Dentre todos os métodos,
aqueles que aplicam cromatografia sdo os mais utilizados, sendo a
cromatografia gasosa, uma das técnicas inicialmente abordadas para
quantificacdo de quinolonas como o AOx em peixes [20,21]. Outros trabalhos
descrevem derivatizagdo do analito em analise por cromatografia liquida e

detecgdo por luminescéncia [22,23].

A cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia também foi utilizada para
deteccdo de AOx juntamente a outras quinolonas em amostras de carne [24] e
peixes [25]. A técnica de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas foi empregada para determinagao de quinolonas em musculo e rins de
aves [26]. Além das diversas pesquisas envolvendo analises de amostras de
origem animal, a cromatografia liquida também foi usada no monitoramento da
presenca de antibidticos em amostras de agua [27,28]. Outros métodos nao
cromatograficos, baseados em técnicas eletroforéticas [29,30] e
espectrofluorimétricas [31] tem sido utilizadas como alternativas para analise
destes compostos. Embora exista um numero consideravel de trabalhos e
diferentes metodologias empregadas na deteccao do AOx, até o presente ano
nao se encontra nas fontes de pesquisa nenhum trabalho para determinacao

deste composto por técnicas voltamétricas.

Recentemente, as técnicas voltamétricas tém sido tratadas como
alternativas viaveis a cromatografia para andlises de diversos contaminantes,
devido ao seu baixo custo e a possibilidade da utilizagdo de instrumentos
portateis para analises in loco. Além disso, realizam medidas em solucdes
coloridas ou na presenca de material particulado disperso em solucéo,
permitindo analises diretamente na matriz, o que se torna inviavel em técnicas
cromatograficas. Desta forma muitos trabalhos tém desenvolvido métodos
voltamétricos rapidos, sensiveis, precisos e reprodutivos aliados a um baixo
consumo de reagentes e normalmente, sem a necessidade de etapas
complexas de extragao ou pré-tratamento das amostras [32]. Em virtude do uso
ou descarte inadequado de diversos medicamentos veterinarios e da
necessidade da avaliacdo da qualidade das fontes naturais de agua a um custo

mais baixo e em menor tempo, o objetivo deste trabalho foi desenvolver uma
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nova metodologia voltamétrica para deteccdo e quantificagcdo do antibiético

AOx em agua.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Reagentes e solugao estoque de acido oxolinico

Neste trabalho foram utilizados reagentes de grau analitico e sem
nenhuma etapa prévia de purificacdo. Acido oxolinico (Acido 5-etil-8-oxo-5,8-di-
hidro[1,3]dioxole[4,5-g]quinolina-7-carboxilico) e KOH foram obtidos da Sigma-
Aldrich (FLUKA, padrao analitico, Bélgica). Em alguns experimentos iniciais
foram necessarios alcool etilico absoluto (padrao analitico) e duas solugdes
tamponantes, preparadas com acido acético glacial (99,7%), acido bdérico
(99,5%), acido fosforico (>85%) e carbonato de potassio (99,0%), todos obtidos
da Vetec (Brasil).

Antes do preparo da solucdo estoque, foram realizados testes de
solubilidade de AOx em dois tubos de Eppendorf nos quais comparou-se
visualmente a solubilidade de 1,000 mg de AOx em 1,00 mL de etanol e
solucdo aquosa de KOH 0,100 mol L™, respectivamente. Com base nesta
observacado e visando-se uma melhor solubilizacdo do composto, a solucao
estoque do antimicrobiano foi preparada pela dissolugdo do mesmo em 50,00
mL de KOH 0,100 mol L'1, resultando em uma solucgéao final com concentragao
1,000 g L (38,30 mmol L'1). A solucdo estoque de AOx foi preparada
previamente e mantida sob refrigeracdo (abaixo de 10 °C). As solugdes
diluidas contendo o analito foram sempre preparadas no mesmo dia das
analises, pela transferéncia quantitativa de aliquotas da solugao estoque para
uma célula voltamétrica convencional e posterior diluicdo para um volume final
de 10,00 mL, utilizando-se agua deionizada com resistividade menor que 18,2
MQ cm™ (Milli-Q System, Millipore, USA).
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2.2. Medidas voltamétricas

Todas as medidas voltamétricas foram realizadas em um
potenciostato/galvanostato PGSTAT 128 N Autolab potentiostat (Eco-Chemie,
Utrecht, The Netherlands) interfaciado a um computador pelo software GPES
(versao 4.9). Foi utilizada uma célula eletroquimica convencional de 50 mL
equipada com arranjo de trés eletrodos, um eletrodo de referéncia Ag|AgCl,
KClsmonL, Um eletrodo auxiliar de platina e um eletrodo para compactagcao 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 pd (Merck®) e o6leo mineral (Acros Organic®) em proporgoes
adequadas. A mistura resultante de cada proporgcado foi dispersa em hexano
(Sigma-Aldrich®) e agitada por aproximadamente 2 horas por um agitador
magnético (CORNING, PC-420D) até a evaporagao completa do solvente.
Posteriormente, a pasta de carbono preparada foi seca em temperatura
ambiente. Para realizacido das medidas voltamétricas a pasta de carbono foi
inserida no eletrodo, evitando-se a formagao de espacos vazios no seu interior
e de forma a obter-se uma superficie homogénea. Apdés cada medida
voltamétrica foi realizada a renovacgao da superficie eletrodica retirando-se uma
camada superficial de pasta do eletrodo, compactando-se novamente uma

pequena quantidade de pasta de carbono.

Para aplicagdo do método foi utilizada uma amostra auténtica de agua
doce nao potavel, classe 3, que pode ser destinada ao abastecimento para
consumo humano apos tratamento convencional ou avangado e a irrigacao de
culturas [33]. Esta amostra de agua foi coletada na lagoa do campus da
Universidade Federal de Vigosa (UFV). A lagoa funciona como um reservatério
do Ribeirdo Sao Bartolomeu e fornece abastecimento de agua para o campus
da UFV e para grande parte do municipio de Vigosa-MG. A amostra foi
coletada préximo a Divisdo de Tratamento de Agua (ETA) da UFV a uma
profundidade de aproximadamente 30 cm da superficie e ndo foi submetida a

nenhum processo de purificacao antes das analises.
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2.3. Deteccgao eletroquimica de AOx e validagao do método

Foram aplicadas trés técnicas voltamétricas para deteccdo de AOx:
voltametria ciclica (CV), voltametria de pulso diferencial (DPV) e voltametria de
onda quadrada (SWV). A técnica CV foi utilizada para caracterizacdo dos
processos eletrédicos do antibidtico, enquanto as duas técnicas de pulso, DPV
e SWV foram aplicadas visando a quantificacdo mais sensivel e precisa do
analito. Todas as medidas foram realizadas a temperatura ambiente e no

minimo, em ftriplicatas.

Devido a auséncia de trabalhos anteriores envolvendo detecgao
voltamétrica do AOx, inicialmente foi feita uma investigacdo sobre a
eletroatividade do composto bem como o eletrélito de suporte e o pH em que o
processo redox seria favorecido. Apds a escolha dos melhores parametros
instrumentais e da técnica eletroanalitica mais sensivel, uma curva analitica foi
construida pela adicdo de aliquotas da solugédo estoque de AOx (intervalo de
concentracdo final de AOx entre 0,500 — 40,00 mg L") & célula eletroquimica
contendo a solugdo de eletrolito de suporte. A partir das intensidades de
correntes de pico em funcado da variacdo de concentracdo de AOX, foi obtida
uma regressao linear pelo método de minimos quadrados. O método foi
aplicado em diferentes situagdes: (i) adicdo de solugdo padrdao em agua
deionizada e (ii) adicao de solugao padrao na presenca de uma matriz de agua

nao potavel.

O método ainda foi validado por ensaios de repetibilidade, precisdo
intermediaria e exatidao, realizada diretamente na amostra de agua da lagoa.
As solucbes para este estudo foram preparadas pela adicdo de volumes
adequados de solugao estoque de AOx e de eletrélito de suporte a 9,00 mL de
amostra de agua de lagoa, obtendo-se um volume final de 10,00 mL para a

solucao de analise.

A exatiddo do método foi determinada por método de adigao de padrao
de AOx a amostra de agua em trés niveis diferentes de concentracédo do

analito. Por outro lado, a precisdo foi avaliada por ensaios de repetibilidade
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sendo realizadas sete repeticdoes das analises em solucdes diferentes, de uma
mesma amostra, para cada nivel de concentracdo de AOx no mesmo dia de
trabalho. Enquanto a precisao intermediaria por comparacdo das medidas
realizadas em solugbes diferentes preparadas em cinco dias diferentes de

trabalho, para cada nivel de concentragdo do analito.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Estabilidade da solugao estoque de AOx

A avaliacdo da estabilidade da solugcao estoque de AOx foi realizada,
retirando-se a cada semana uma aliquota desta solugédo e preparando-se uma
solugdo 100,0 mg L™ para analise em triplicata. Na Figura 7 pode observar a
variagdo de lp; ao longo das semanas e verificou-se que a partir da oitava
semana apds o preparo da solugdo estoque, a intensidade de corrente
apresentou queda superior a 10%. Dessa forma evitou-se utilizar grandes
quantidades de uma mesma solugdo estoque durante periodos de tempo
prolongados.

250 1
Alpa> 10%

200"

150 +

1, (WA)
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Figura 7. Avaliagdo da estabilidade da solugao estoque de AOx, a partir da analise por de
DPV em CPE de solugédo 100,0 mg L™ preparada em KOH 0,100 mol L™.

3.2. Escolha do eletrodo de trabalho

Como parte de escolha das melhores condicbes para analise de AOXx
foram avaliados dois eletrodos de trabalho: um eletrodo de carbono vitreo
(GCE) com area geométrica de 0,127 cm? e um eletrodo de pasta de carbono

(CPE) de composicao 70:30 % (m/m) grafite/6leo mineral, com area geométrica
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de 0,283 cm? A Figura 8A apresenta os voltamogramas obtidos para analise
de AOx nos dois eletrodos, podendo ser observado um maior valor de |y, €
menor Eps para o CPE. Entretanto a maior area geométrica deste eletrodo
favorece este ganho de corrente em relagdo ao GCE. Assim foi calculado como
mostra a Figura 8B a densidade de corrente para cada um dos eletrodos,
permitindo a comparacao de suas eficiéncias em funcdo apenas da interagao
entre o analito e o material de sua superficie, sem a influéncia das areas
geométricas de cada um. Ainda assim, o CPE possui maior densidade de

corrente, o que favorece as condi¢cdes de analise do AOx.

2504
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2004 —— (GCE em NaOH pH 8,3) B)
—— (GCE em KOH pH 13,3)
—— (CPE em KOH pH 13,3)
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Figura 8. (A) Voltamogramas de AOx 100,0 mg L™ em diferentes eletrodos de trabalho
(GCE e CPE); (B) Densidade de corrente obtida para GCE e CPE. Eletrolito de suporte:
KOH 0,100 mg L™

3.3. Comportamento voltamétrico do acido oxolinico

A voltametria ciclica (CV) foi utilizada para caracterizar os possiveis
processos de oxirredugao do analito. O primeiro estudo voltamétrico do AOx foi
realizado na faixa de potencial elétrico positivo entre 0,0 V e + 1,7 V vs
Ag|AgCl,KClsy em solugdo de eletrdlito de suporte KOH 0,1 mol L' e CPE
como eletrodo de trabalho composto por pé de grafite/6leo mineral na
proporgao 70:30 (% m/m). Como observado na Figura 9A um pico anédico em
aproximadamente + 1,15 V vs Ag|AgCI,KClsu (Epa) @ uma taxa de velocidade
de varredura igual a 100 mV s”. A auséncia de pico catédico durante a
varredura inversa sugere a ocorréncia de um processo oxidagao irreversivel ou
a existéncia de reagdes quimicas acopladas na sequéncia do processo

eletrodico. A voltametria ciclica realizada em um intervalo de potencial negativo
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nao evidenciou nenhum pico de reducdo ou oxidacdo nestas condicdes
experimentais. O ensaio aplicando-se varreduras sucessivas em CV sem a
renovagao da superficie do eletrodo de trabalho evidencia uma diminui¢cdo
gradativa da intensidade da corrente de pico anddico (lp,a) apds cada ciclo
(aproximadamente 56% entre o primeiro e o décimo ciclo), como pode ser
observado na Figura 9B. Este resultado ocorre devido a uma adsorgao do
produto de oxidacdo do AOx sobre a superficie do eletrodo de trabalho
diminuindo a intensidade de corrente a cada ciclo sucessivo. A adsorcido deste
produto inviabiliza a limpeza eletroquimica da superficie do eletrodo de
trabalho. Dessa forma a renovagao da superficie da pasta de carbono foi

realizada manualmente antes de cada medida voltamétrica.
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Figura 9. A) Voltamogramas ciclicos do a) branco e b) solugdao de AOx 1,00 mmol L". B)
Voltamogramas em ciclos sucessivos: a) 1° ciclo; b) 2° ciclo; ¢) 3° ciclo; d) 5° ciclo; e)
10° ciclo. (v=100 mV s'1) em solugédo de KOH 0,100 mol L™ como eletrdlito de suporte.

O comportamento voltamétrico do AOx em funcdo da variagdo da
velocidade do potencial (v) de varredura da CV foi avaliado em um intervalo de
potencial de + 0,5 V até + 1,25V, utilizando-se uma solu¢gdo de KOH 0,1 mol L
' como eletrdlito de suporte. Para o processo de oxidagdo do AOXx, observou-se
uma relacdo linear (r? = 0,993) entre a intensidade da corrente de pico (lpa) € @

2) como pode ser

raiz quadrada da velocidade de varredura de potencial (v
observado na Figura 10A. Este comportamento indica que o processo anodico

de transferéncia de massa é controlado pela difusdo do composto para a
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superficie do eletrodo de trabalho. Com o objetivo de ratificar a irreversibilidade
da oxidacdo do AOx, foi determinada a fungdo corrente para o processo

1/2) e a

anodico. Esta funcdo é dada pela relacdo entre o parametro (lpa/v
velocidade de varredura de potencial (v) [34]. Pela Figura 10B observa-se que
esta funcdo permanece aproximadamente constante em relacdo a (v),
confirmando a ocorréncia de um processo anddico irreversivel e sem a
existéncia de qualquer reacdo quimica acoplada ao sistema redox [35], que
poderia consumir qualquer espécie formada na superficie do eletrodo e

produziria uma falsa indicagado de um processo irreversivel.
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Figure 10. A) Variag¢ao da intensidade da corrente de pico anédico (IPA) em funcido da
raiz quadrada da velocidade de varredura (v"z) do potencial elétrico. B) Variagdo da
fungao corrente (Ipalv"z) em relagdo a variagao da velocidade de varredura de potencial
em voltametria ciclica (VC) para AOx 1,00 mmol L" em CPE e KOH 0,100 mol L™. (A linha
pontilhada indica um desvio de * 5,0 % em relagdo ao valor médio da fung¢ao corrente
encontrada para todos os pontos.

3.4. Influéncia da velocidade de varredura de potencial

Assim como a variagéo de |, vs. (v)"? e a fungéo corrente ja citadas no
Capitulo Il, outras relagées que fornecem informagdes sobre o comportamento
voltamétrico do analito, como reversibilidade e mecanismo de transporte de
massa, podem ser obtidas por voltametria ciclica em diferentes velocidades de
varredura de potencial (Ea). A Figura 11 apresenta a relagéo linear obtida entre
(log lpa vs. log v) com inclinagéo proxima a 0,5 indicando assim um processo de

transferéncia de massa controlado majoritariamente por difusdo [36],
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reafirmando a indicagdo obtida pela relagdo linear entre Iy, € (V)1/2_ Apesar
disso, o coeficiente linear diferente de zero indica, mesmo que de forma
secundaria, a existéncia de um processo de adsorgédo na superficie do eletrodo

de trabalho.
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Figura 11. Variagao do logaritmo da corrente de pico anédico em fungao do logaritmo da
velociﬁiade de varredura em VC para AOx 100,0 mg L™". Eletrélito de suporte: KOH 0,100
mol L™.

Avaliando-se a variagcdo de Ep, em funcdo da velocidade de varredura
de potencial, o deslocamento de E,, para valores mais positivos e a relagéo
linear entre Epa e log v mostrados nas Figuras 12.A e 12.B, ratificam os
resultados mostrados no Capitulo Il para a oxidagdo do AOx como um
processo irreversivel [35].
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Figura 12. (A) Variagdo do potencial de pico anédico em fung¢ao da velocidade de
varredura em VC para AOx 100,0 mg L™ (B) Variagao do potencial de pico anédico em
fungio do logaritmo da velocidade de varredura em VC para AOx 100,0 mg L™. Eletrélito
de suporte: KOH 0,100 mol L™
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Utilizando-se dados experimentais obtidos em DPV foi determinado o
numero de elétrons transferidos no processo redox do AOx na superficie do

eletrodo de trabalho pela Equagéao 1:

3.52 RT
1/2 = nF

(1) [34]

Na qual Wy, é a largura do pico redox a meia altura, R € a constante dos gases
ideais (8,314 J K" mol™"), T ¢ a temperatura do sistema (298 K), F é a
constante de Faraday (96.485 C mol™") e n é o nimero de elétrons transferidos
por molécula oxidada. Substituindo na Equacao 1 os valores destas constantes
e o W42 obtido experimentalmente por DPV, obteve-se o valor de n igual 0,87,
indicando assim a transferéncia de apenas um elétron no processo de oxidagao
do AOx.

A partir das avaliagdes do comportamento voltamétrico do AOX e
considerando que, nas condicbes de analise o grupo carboxilico do AOX
encontra-se desprotonado (AOX pKa = 6,3) [37], o mecanismo de oxidacao
ocorre primeiro pela transferéncia de 1 elétron do grupo carboxila, seguido pela
eliminacao deste grupo ( - COQO"), formando um radical neutro. A combinagéo
de dois radicais formados em solugdo forma um dimero estavel, em um
processo semelhante a reacao de Kolbe [38]. Uma vez que a estrutura formada
possui elétrons deslocalizados, diferentes estruturas de ressonancia podem ser
geradas, ndo sendo possivel afirmar precisamente a estrutura do dimero
formado somente pelos ensaios realizados neste trabalho. A Figura 13
representa o mecanismo proposto, que € similar ao comportamento de
oxidagdo do metilenodioximetanfetamina (MDMA), devido as semelhangas

estruturais entre este composto e o AOx [39].
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Figura 13. Proposta de mecanismo para oxidagao eletroquimica do AOx em solugdo de
KOH 0,100 mol L™.

3.5. Otimizacao das condigoes analiticas

A resposta voltamétrica de AOx foi testada em diferentes solugdes
aquosas de eletrdlito de suporte pela técnica de voltametria de pulso diferencial
(DPV). A diminuicdo da solubilidade do AOx em solugdes aquosas com
valores de pH menores que 9 impossibiltou a observacdo do seu
comportamento eletrédico em solugdes neutras ou acidas. O estudo foi entao
realizado com solug¢des de tampao Britton-Robinson (BR) e tampao carbonato
como eletrolito de suporte, ambas em pH 10. A comparagédo entre os
voltamogramas para oxidagdo de AOx em KOH e nos dois tampdes pode ser
observada na Figura 14..A, em que se observa menor potencial de pico (Epa)
largura de pico a meia altura (wq2) em solugao de KOH, além de um aumento
significativo na intensidade de corrente de pico (lpa), que pode ser melhor

visualizado na Figura 14.B.
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Figura 14. (A) voltamogramas em pulso diferencial de AOx 1,00 mmol L™ usando a) KOH
0,100 mol L™ em pH 12; b) tampéao BR pH 10; c) tampao carbonato pH 10 e (B) variagao
de Ipa e Epa em func¢ao do pH da solugdo de KOH 0,100 mol L.

A melhor composicao da pasta de carbono também foi avaliada para trés
propor¢cdes entre grafite e aglutinante, com a massa de grafite variando entre
70 e 80% em relagdo a massa total de pasta produzida. A Tabela 3 apresenta
os resultados para |y, Epa € Wy, obtidos para cada propor¢do grafite/oleo
mineral avaliada. Observa-se que uma maior quantidade de 6leo mineral gera
uma diminuigdo na intensidade da corrente de pico (l,a) pelo aumento da
resistividade da pasta. Por outro lado, a composi¢gdo com uma quantidade de
apenas 20% de 6leo mineral também prejudicou a intensidade de Ilp,, devido a
uma diminuicdo excessiva na quantidade de aglutinante que leva a um
empacotamento irregular da pasta de carbono no interior do eletrodo de
trabalho. Assim, a composigéo de pasta de carbono 75:25 (%m/m) grafite/éleo

mineral foi utilizada durante o restante do trabalho.

N&o foi observado nenhuma tendéncia de variagdo de Eps ou Wy, em
relagdo a mudanga de composi¢gao da pasta de grafite, sendo considerado,
portanto, somente os valores de |,; obtidos como critério de escolha do

eletrodo de trabalho.
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Tabela 3. Influéncia da proporcao grafite/6leo mineral sobre a resposta voltamétrica de
AOx.

Proporgéao (%om/m) 70:30 75:25 80:20

loa (MA) 2944 £ 8,7 343,1+7,9 288,5 + 9,1

Epa (V vs Ag|AgCI, KClsy) 1,140 + 0,002 1,136 £ 0,001 1,137 + 0,001

Wz) (V) 0,110 + 0,006 0,113 + 0,005 0,112 + 0,006

3.6. Escolha de parametros para DPV e SWV

A escolha das condigdes ideais de analise é de extrema importancia na
tentativa de se obter maior sensibilidade e detectar quantidades menores do
analito. A voltametria de pulso diferencial (DPV) e a voltametria de onda
quadrada (SWV) sé&o técnicas voltamétricas de pulso, que pela diminui¢do da
corrente capacitiva medida, geram picos com maior intensidade de corrente e
bem mais definidos que a CV, possibilitando assim um grande aumento da
sensibilidade das analises. Trés parametros instrumentais da DPV (velocidade
de varredura, amplitude de pulso e tempo de pulso), assim como da SWV
(Frequéncia de pulso, amplitude de pulso e incremento de varredura) foram
avaliados de forma univariada. Os critérios definidos para escolha dos
melhores valores foram: maior intensidade de corrente de pico, menores

desvios de |,5 entre as repeticées e menores valores de W ..

As variaveis instrumentais da DPV (velocidade de varredura, amplitude
de pulso e tempo de pulso), assim como da SWV (Frequéncia de pulso,
amplitude de pulso e incremento de varredura) foram otimizadas de forma
univariada para analise de AOx no eletrodo de pasta de carbono. Para escolha
das condigbes instrumentais de analise, os maiores valores de |, juntamente
com o0s menores valores de largura de pico a meia altura e desvio entre
medidas foram os parametros considerados ideais para as analises seguintes.

Nas Figuras 15.A, 15.B e 15.C observam-se os resultados obtidos em DPV
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para a variagéo de l,, € Wy, em funcdo da variagdo da amplitude de pulso,

velocidade de varredura e do tempo de pulso, respectivamente.
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Figura 15. Variacdo de Ipa e largura de pico a meia altura (W) em fungdao de (A)
velocidade de varredura, (B) amplitude de pulso e (C) tempo de pulso por DPV para
solugao de AOx 100,0 mg L. Eletrélito de suporte: KOH 0,100 mol L.
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Nas Figuras 16.A, 16.B e 16.C sdo mostrados os resultados obtidos para
l,ae W12 para analises de AOx em funcdo da variagdo de frequéncia, amplitude
e incremento de varredura na SWV.
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Figura 16. Variacdo de Ipa e largura de pico a meia altura (W,;) em fungdo de (A)
frequéncia de varredura, (B) amplitude de pulso e (C) incremento de varredura por SWV

para solugao de AOx 100,0 mg L™, Eletrélito de suporte: KOH 0,100 mol L.
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A Tabela 4 mostra o intervalo de avaliaciao e o valor escolhido para cada
parametro das duas técnicas voltamétricas. A partir dos resultados obtidos, foi
realizada uma comparacido entre analises de uma mesma solucdo de AOx
50,00 mg L' em KOH 0,100 mol L™ por DPV e SWV, que pode ser observada
na Figura 17. Assim haveria a possibilidade de avaliar os resultados de cada
técnica antes da sequencia do trabalho. A DPV se mostrou a técnica mais
adequada, com um aumento de |5 de aproximadamente 83 pA e um pequeno
deslocamento de E,; para valores menos positivos, que acarreta em menor

gasto energético e maior seletividade na analise em relagédo a SWV.

Tabela 4. Parametros voltamétricos de DPV e SWV ajustados para analise de AOx.

DPV
Parametro Faixa de avaliagao Valor escolhido
Velocidade de varredura 2-50mVs’ 20mVs™
Amplitude de pulso 5-100 mV 100 mV
Tempo de pulso 2-25ms 4 ms
sSwWv
Parametro Faixa de avaliagao Valor escolhido
Amplitude de pulso 10— 100 mV 10 mV
Frequéncia de pulso 10— 100 Hz 75 Hz
Incremento de varredura 1-10mV 2mV
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Figura 17. Voltamogramas obtidos sob as melhores condi¢cdes em a) DPV e b) SWV para
uma solugio AOx 50,00 mg L™ em KOH 0,100 mol L™.
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3.7. Voltametria de varredura adsortiva (AdSV)

A possibilidade de pré-concentragao eletroquimica do AOx e melhoria da
sensibilidade da analise foi realizada por voltametria de varredura adsortiva. O
método parte do principio de que muitos compostos organicos exibem
interacdes fisico-quimicas que permitem a sua adsor¢cdo em uma fase sodlida,
possibilitando que a espécie a ser determinada seja acumulada na superficie

do eletrodo de trabalho em contato com a solugéo [40].

O processo consistiu de duas etapas: primeiro na aplicagdo de um
potencial elétrico proximo ao valor de Ep, registrado pelo AOx por um
determinado intervalo de tempo. Esta é a etapa de depdsito do analito,
realizada sob agitacdo magnética a 300 RPM, na qual o composto de interesse
€ acumulado eletroquimicamente proximo a dupla camada elétrica na
superficie do eletrodo de trabalho. Na etapa seguinte, foi realizada a varredura

por DPV na faixa de potencial elétrico do processo de oxidagdo do AOXx.

Neste teste foi avaliado primeiramente o melhor potencial elétrico (Ep) a
ser aplicado na etapa de depdsito. Considerando o pico caracteristico da
oxidagdao do AOx sem nenhuma pré-concentragao, foram avaliados valores de
Ep antes, durante e apds (+1,05, +1,12 e +1,18 V vsAg|AgCl,KClsy) a
ocorréncia do pico anodico de oxidacdo do antimicrobiano. A Figura 18.A
mostra a comparagao entre voltamogramas obtidos para diferentes valores de
Ep e observa-se um deslocamento de Ep, para valores menos energéticos em
todos os potenciais de depdsito avaliados, fato que pode ser atribuido ao
processo de deposicao eletroquimica facilitar a transferéncia de massa do AOx
para a superficie do eletrodo de trabalho. Ainda pode-se observar em todos os
potenciais de depdsito aplicados um aumento de |5, embora este incremento
tenha sido menos significativo nos dois potenciais mais altos. Este
comportamento sugere que a aplicacdo de potenciais elétricos mais elevados
gera uma passivacao da superficie eletrédica e assim, uma menor intensidade
da corrente de pico. Com o valor de Ep fixado em +1,05 V, o tempo da etapa de
depdsito (tp) foi avaliado e os valores de Iy, obtidos pela variagéo do tp entre 30
e 120 segundos sdo observados na Figura 18B. Nesta avaliacdo ocorreu um

aumento de |p, até 45 segundos de aplicagdo do Ep e para maiores intervalos
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tempo houve uma queda acentuada da corrente de pico anddica. A partir
destes resultados a etapa de pré-concentragao eletroquimica foi aplicada para
todas as analises seguintes, utilizando-se um Ep de +1,05 V por um intervalo

de tempo de 45 segundos, logo antes de cada varredura voltamétrica.
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< 5,0

2,54

0,95 1,00 1,05 1,10 1,15 1,20 1,25
E (V vs. AglAgCI, KCL,, )
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Figura 18. (A) Voltamogramas em DPV em diferentes potenciais de depésito a) + 1,05 V;
b) +1,12 V; c) 1,18 V; d) 0,0 V. (B) Influéncia do tempo de depdsito sobre a corrente de
pico em solugao de AOx 50,00 mg L™ em KOH 0,100 mol L (Ep=+1,05V).
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3.8. Validagao do método eletroanalitico para detecgdao de AOx
3.8.1. Curvas Analiticas, limites de detecc¢ao (LD) e quantificagao (LQ)

Como mencionado, a técnica DPV sob condigdes ideais escolhidas
proporcionou voltamogramas com maior intensidade de corrente de pico,
menor potencial de pico anddico e melhor repetibilidade que a SWV para a
analise de uma solugdo de AOx 50,00 mg L. Aplicando-se o método AdSV
proposto neste trabalho, desenvolveu-se a analise de AOx em diferentes
solucdes de concentragdes no intervalo de 0,500 — 40,00 mg L preparadas a

partir da solucéo estoque do analito.

A curva analitica foi construida pelo método de minimos quadrados, a
partir do ajuste linear da relagdo entre os valores de lp, versus concentragdo de
AOx. A Figura 19A mostra a curva analitica obtida cuja equagao de ajuste é
dada por Iy (MA) =- 0,987 + 8,03 C (mg L") e um coeficiente de determinacéo
(R?) 0,998, ja a insercdo na mesma figura, apresenta os valores de corrente de
pico anddico (lpa) obtidos para cada concentragdo de AOx. Uma segunda curva
analitica foi construida para avaliar o efeito da matriz de agua da lagoa da UFV.
Para cada solucao de analise, 9,00 mL de agua da lagoa foram adicionados a
uma quantidade adequada de solugéo estoque de AOX, juntamente ao eletrolito
de suporte (KOH 0,100 mol L"), obtendo-se uma curva analitica no intervalo de
concentracdo de 2,00 — 40,00 mg L' de AOx. A Figura 19B apresenta os
voltamogramas e a variagcdo da intensidade de corrente de pico |y, (insergéo)

para cada uma das concentragbes de AOx em agua da lagoa da UFV.
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Figura 19. (A) Voltamogramas em DPV para AOx em diferentes concentragées: a) 0,500;
b) 2,00; c) 5,00; d) 10,00; e) 15,00; f) 20,00; g) 25,00; h) 30,00; i) 35,00; j) 40,00 mg L
(insercao: variagado de Ipa em fun¢ao da concentragcdao de AOx) na auséncia de matriz e
(B) voltamogramas em DPV para AOx em diferentes concentragdes: a) 2,00; b) 5,00; c)
10,00; d) 15,00; e) 20,00; f) 25,00; g) 30,00; h) 35,00; i) 40,00 mg L" em agua da lagoa da
UFV (insergéo: variagéo de I, em funcdo da concentragéo de AOx).

Na Tabela 5 encontram-se as equacgdes de reta para as duas curvas
analiticas, assim como os limites de detecgado (LD) e limites de quantificacédo
(LQ) calculados na auséncia e na presenga da matriz. Os valores de LD e LQ
para AOx foram calculados pelas Equacgdes 2 e 3 [41], em que Sy é o desvio
padrdo absoluto da corrente elétrica medida exatamente no Ep, do analito em
12 varreduras realizadas no “branco” e b é a inclinagdo da curva analitica do
AOx [42].
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10.Sp

LOD = =2 (2) LOQ =

Uma comparagao entre as curvas analiticas obtidas para analise de AOx
na auséncia de matriz e em agua de lagoa da UFV (Tabela 5) indica um efeito
de matriz, evidenciado pela diminuicdo da sensibilidade (inclinagdo) da curva
analitica em agua de lagoa em relagdo aos ensaios em agua deionizada. A
menor sensibilidade ocasionou a diminuicdo da faixa de concentragao
trabalhada, uma vez que as medidas de |y, para valores de concentragdo
abaixo de 2,00 mg L™ apresentaram uma diminuicdo da repetibilidade das
medidas. Graficamente esta diminuicdo da sensibilidade (inclinagdo) da curva
analitica construida para analises na agua coletada na lagoa da UFV pode ser
observada na Figura 20 pela comparagao entre as duas curvas analiticas em

agua deionizada ultrapura e agua nao tratada.
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Figure 20. Comparacgao entre curvas analiticas obtidas em (a) agua deionizada ultrapura
e (b) em agua da lagoa da UFV nao tratada.

Tabela 5. Regressao linear, limites de detecg¢ao e quantificagdo para analises de AOx.

LD LQ
Matriz Equagdo de reta R?

mgl? pmoll* mgLl' pmoll?

Ausente |, (pA) =-0,987 + 8,03 C (mg L") 0,998 0,0570 0,218 0,192 0,735

Agua de .
loa (MA) = 6,76 + 5,55 C (mg L") 0,998 0,386 1,48 1,29 4,94
lagoa
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3.8.2. Precisao e exatidao do método para analise de AOx em agua nao

tratada

A determinacdo da exatidao e precisdo do método foram realizadas na
amostra de agua da lagoa da Universidade Federal de Vigosa (UFV).
Varreduras por DPV realizadas em solugdes contendo apenas amostra de
agua e KOH 0,100 mol L™ ndo apresentaram nenhum pico anddico na faixa de

oxidacdo de AOX, indicando a auséncia do antibiético na amostra coletada.

Foram realizados ensaios por adicdo de padréao de AOXx, nos quais
aliquotas da amostra de agua foram intencionalmente contaminadas com
diferentes concentracdes de AOx (2,00; 20,00 e 40,00 mg L™), todas dentro da
faixa de trabalho da curva analitica construida na presenga da matriz. A cada
solugdo contaminada foram feitas quatro adicbes de padrdo de 50 pL de
solugdo estoque de AOx. Os valores de |,4 foram obtidos apds cada uma das

quatro adicoes de AOXx.

A partir destas medidas foi construida a relacdo |, em fungédo da
concentracdo de analito e pelas equagdes de retas obtidas foi possivel
determinar a concentragao inicial de cada amostra fortificada. As Figuras 21.A,
21.B e 21.C apresentam, os graficos e a regressao linear obtida para AOx em

cada uma concentracdes adicionadas as solugoes.
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Figura 21. Relagbes voltamétricas entre Ipa e concentragcdo em agua de lagoa para
fortificages de AOx em (A) 2,000 mg L™; (B) 20,00 mg L™ e (C) 40,00 mg L.

A exatiddo do método foi determinada para cada contaminacao pela
relagdo percentual entre a concentracdo estimada e a concentracédo real de
AOx na amostra. A Tabela 6 mostra as concentracdes avaliadas e estimadas
pela adicao de padrao, além dos valores percentuais estimados para cada um
dos trés niveis de concentragcido avaliados. Os valores obtidos variaram entre
98,4 e 109%, que sao valores aceitaveis (entre 70 e 120%) para aplicagao do

método em amostras de agua nos niveis de concentragao adicionados. [43].

Outros parametros de validacdo para determinacdo da precisdao do

método proposto, como repetibilidade e precisédo intermediaria foram avaliados,
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sendo estes quesitos determinados pelo calculo do desvio padrao relativo
(%DPR) entre as repeticbes das medidas voltamétricas. A repetibilidade
relaciona as medidas de uma mesma amostra em diferentes solugdes (n=7)
preparadas no mesmo dia e a precisao intermediaria aplica-se para repeticdes
entre solugbes (n=5) preparadas em dias diferentes. O método desenvolvido
apresentou DPR maximo de 4,68 e 7,85% para repetibilidade e precisao
intermediaria, respectivamente, valores que se encontram em acordo com as

recomendacgdes do Ministério de Agricultura Pecuaria e Abastecimento [43].

Tabela 6. Resultados para analise de recuperacido aparente em diferentes concentragées
de AOx.

Conc. adicionada Conc. obtida Repetibilidade Reprodutibilidade
Exatiddo (%)
(mgL?) (mgL?) (DPR%) (DPR%)
2,00 2,18 109 4,685 7,851
20,00 19,67 98,4 4,462 6,440
40,00 39,83 99,6 1,197 4,380

3.9. Ensaios de aplicagao do método voltamétrico para analise em leite

O MAPA analisa anualmente varios compostos de uso veterinario em
matrizes de origem animal pelo PNCRC como forma de garantir a qualidade
dos produtos consumidos e a seguranga da populagao contra agentes nocivos
a saude humana. De acordo com o ultimo relatério do PNCRC divulgado em
2017, o acido oxolinico foi analisado em varias amostras de leite, carne bovina,
peixes e ovos. Dessa forma, foi proposto aplicacdo do método voltamétrico
desenvolvido para analise do AOx em diferentes tipos de amostra de leite de
vaca. Foram realizadas contaminagées de AOx 100,0 mg L™ em leite integral e
desnatado. Nao foi realizado nenhum tratamento prévio das amostras antes
das analises, que foram conduzidas adicionando-se diretamente a célula

voltamétrica 9,00 mL da amostra ja contaminada com AOx e em seguida foi
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adicionado 1,00 mL de KOH como eletrdlito de suporte, totalizando-se 10,00
mL de solugcdo para analise. Nos resultados apresentados na Figura 22,
observa-se a presenca de uma banda larga no mesmo potencial do processo
andédico para o AOx. Inclusive a diminuigdo do volume de matriz adicionado a
célula para 0,500 mL n&o auxiliou na observacdo do processo redox de

interesse.

350 - o
—— Branco leite integral

- - - Branco leite desnatado

3001 — AOx +9,00 mL leite int.
AOx + 0,500 mL leite int.

2504 - - - AOx + 9,00 mL leite des.
AOx + 0,500 mL leite des.
AOx em H,O

200 4

150 ~

I (nA)

100 4

0,8 0,9 1,0 1,1 1,2 1,3
E (V vs. Ag|AgCI, KCL )

Figure 22. Voltamogramas de AOx 100,0 mg L' em diferentes proporgées de nanotubos
de carbono ge paredes multiplas (MWCNT) como modificador. Eletrolito de suporte: KOH
0,100 mol L™

O leite apresenta em sua composicao cerca de 3 a 4% de proteinas
dependendo da raga do gado [44], que podem ser consideradas possiveis
interferentes a analise voltamétrica de AOx, mascarando o processo de
oxidagdo do antimicrobiano. Com o objetivo de eliminar as possiveis
interferéncias que possam ser causadas por proteinas existentes no leite, foi
realizado um pré-tratamento da amostra. Este consiste em precipitar suas
proteinas existentes utilizando solugdes de sulfato de zinco (ZnSQO,) e
Ks[Fe(CN)s] como descrito por [45]. As proteinas precipitadas foram separadas
por filtracdo simples e a solugao resultante foi avaliada por DPV. Observando-
se o0 voltamograma obtido da analise desta solugao (Figura 23), mesmo apdés o
processo de separacdo das proteinas ndo ha evidéncia do processo de
oxidacdo do AOx caracteristico, indicando que as proteinas ndo sido o fator

determinante para a interferéncia no pico anédico do AOx.
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Figure 23. Voltamogramas de analise de AOx 100,0 mg L™ por DPV de solugio de leite
livre de proteinas em CPE. Eletrélito de suporte: KOH 0,100 mol L.

A aplicacdo do método foi avaliada ainda em amostra de leite comercial
desnatado sem lactose (outro possivel interferente), um dissacarideo
encontrado em uma proporgao de 4,7 a 5,2 % (m/m) no leite comum [44]. Pode
ser visto na Figura 24.A, a analise de AOx também nao foi satisfatdria no leite
sem lactose, nao havendo evidéncia do pico de oxidagao do composto. Como
esperado, a utilizacdo do leite sem lactose nado apresentou melhores
resultados, uma vez que este tipo de leite possui os monossacarideos
constituintes (glicose e galactose), como produtos da reacao entre a lactose e a
enzima lactase. A Figura 24.B mostra os resultados de analises voltamétricas
para solucbes de AOx preparadas somente em eletrdlito de suporte na
presenca de padrbes de lactose e glicose. A adicdo de qualquer um destes
monossacarideos em concentragao 1,0 (% m/m), que é ainda mais baixa que
as encontradas nas amostras, apresenta o mesmo efeito nos voltamogramas
obtidos das amostras de leite, ratificando a presenca de lactose e/ou outros
agucares presentes no leite como a principal fonte de interferéncia para

analises voltamétricas de AOx nesta matriz.
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Figure 24. A) voltamogramas para analise de AOx 50,00 mg L' em leite sem lactose; (B)
Voltamogramas para solugcdo de AOx 50,00 mg L-1 antes e apds adig6es de lactose 1%
(m/m) e glicose 1% (m/m). Eletrélito de suporte: KOH 0,100 mol L™

3.10. Ensaios de modificagao do eletrodo de trabalho para analise de AOx

A modificacédo de eletrodos de trabalho é uma ferramenta muito utilizada
no desenvolvimento de novas metodologias voltamétricas de analise de
residuos e aplicagdo em matrizes diversas. Visando melhorar a sensibilidade e
consequentemente a diminuicdo dos limites de detecgcdo e quantificacdo do
meétodo ou ainda, a diminuicdo do Ep, (eletrocatalise) para analise do AOX,
avaliou-se diferentes possibilidades de modificacdo do eletrodo de trabalho.
Foram realizados processos de modificagao superficial em eletrodo de carbono
vitreo, assim como modificagdes na composicdo da pasta de carbono com
diferentes modificadores, comparando-se com resultados ja obtidos neste

trabalho para o eletrodo de pasta de carbono nao modificado.

3.10.1. Ativacao eletroquimica do eletrodo de trabalho

A ativacdo eletroquimica consiste na modificacdo da superficie do
eletrodo para aumentar a condutividade e controlar sua reatividade e

seletividade. Na funcionalizagdo e na ativacado, ocorre a ativacdo de grupos
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funcionais presentes na superficie da macromolécula, como acidos carboxilicos
e hidroxilas, através de reacdes de oxidagao [46]. A ativacao eletroquimica foi
realizada, utilizando 10 ciclos de VC em uma solugéo de 0,500 mol L™ de acido
sulfurico na regido anddica de potencial (0 a + 1,3 V) a uma velocidade de 100
mV s™. Embora a ativagdo eletroquimica possa ser utilizada para aumento de
intensidade de corrente de pico [47,48], o método n&o apresentou resultados
satisfatérios para ativacido do CPE para detecgao de AOx, como pode ser visto
na Figura 25, em que observa-se diminuigéo de |5 € aumento do Ep, apds este

tratamento da superficie do eletrodo de trabalho.

1504 - Branco (KOH 0,100 mol L")

—— AOX 50,00 mg L™ (CPE)

1259 pox 50,00 mg L™ (CPE+ativagao)
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Figure 25. Voltamogramas para AOx 50,00 mg L' antes e apos ativacao da superficie do
CPE por tratamento voltamétrico em meio H,SO, 0,500 mol L". Eletrélito de suporte:
KOH 0,100 mol L™.

3.10.2. Modificagcoes superficiais de eletrodo para analise de AOx

Foram realizadas modificagbes superficiais nos eletrodos de carbono
vitreo e pasta de carbono pelo método adsorgao e evaporagao de solvente. Em
funcao da diferenca de areas geométricas entre os eletrodos de trabalho, foram
aplicados 10,00 yL e 20,00 pL de suspensio dos modificadores sobre o GCE e
CPE, respectivamente. Todas as suspensbdes foram preparadas em agua

deionizada e etanol na concentragdo de 1,00 mg mL™" e mantidas em banho
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ultrassbénico por

30 minutos antes da aplicacdo para aumentar a

homogeneidade das mesmas. Foram avaliadas as seguintes modificagdes:

e Modificacdo 1 — dispersdo de MWCNT 1,00 mg mL™" em agua e etanol.

e Modificacdo 2 — dispersdo de 6xido de grafeno 1,00 mg mL™ em agua e

etanol.

e Modificacdo 3 — dispersao de carbono vitreo em pé 1,00 mg mL™ em

agua e etanol.

A Tabela 7 apresenta os valores médios de |,5 e Epa para cada uma das

modificagdes superficiais avaliadas tanto em eletrodo base de GCE quanto em

CPE, sendo realizadas 3 repeticdes de cada medida voltamétrica.

Tabela 7. Valores médios de intensidade de corrente de pico (Ipa) e potencial de pico
(Epa) obtidos nas modificagées superficiais dos eletrodos de pasta de carbono (CPE) e
carbono vitreo (GCE), utilizando-se dispersao em agua deionizada e etanol.

Eletrodo base: CPE

Dispersdo Agua Etanol

Ipa (HA) Epa (V) Ipa (uA) Epa (V)
Sem modificagao 175,6 + 1,14 175,6 +1,14
Modificagao 1 148,7 +1,14 156,7 +1,14
Modificagao 2 168,2 +1,15 169,1 +1,15
Modificagao 3 101,2 +1,14 134,0 +1,14
Eletrodo base: GCE
Dispersao Agua Etanol

Ipa (HA) Epa (V) Ipa (uA) Epa (V)
Sem modificagao 81,7 +1,16 81,7 +1,16
Modificaggo1 = = —— e e e
Modificagao 2 71,2 +1,17 75,3 +1,16
Modificagao 3 44,0 +1,18 53,2 +1,17

* Para imobilizacdo do modificador foram aplicados 10,00 pL e 20,00 pL de suspensdo em GCE

e CPE, respectivamente.
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3.10.3. Modificagoes de composic¢ao do eletrodo de pasta de carbono
(CPE) para analise de AOx

Uma das formas utilizadas para modificacdo de eletrodos a base de
carbono é a formagédo de compdsitos, que sdo formados pela combinagao de
duas ou mais fases distintas que ao se misturarem apresentam novas
propriedades fisico-quimicas [49]. Foram misturados diferentes compostos a
composi¢cao da pasta de carbono, dentre eles MWCNT, o6xido de grafeno,
CuCl; e o complexo ferrocianeto de ferro (1) também conhecido como azul da

prussia (AP) em diferentes propor¢oes.

Os nanotubos de carbono de paredes multiplas foram obtidos da Merck,
possuindo dimensdes 20-30 nm de didametro, 1-2 nm de espessura de parede e
0,5 — 2,0 ym de comprimento, com 95% de pureza. O 6xido de grafeno foi
obtido em laboratdrio através do procedimento descrito em literatura [50]. O AP
foi preparado pela mistura equimolar de solugées de FeCl; e K4[Fe(CN)g] em

meio acido e o precipitado formado foi separado por filtragdo simples [51].

Nas Figuras 26, 27, 28 e 29 pode-se observar que ndao houve ganho
significativo em valores de |,, para oxidagédo do AOx em relagdo ao eletrodo de
pasta de carbono ndao modificado, bem como ndo foi observado nenhum
processo de eletrocatalise que justifique a utilizagdo das modificacbes

avaliadas nestas condicoes.

Nos casos de modificagao utilizando 6xido de grafeno e azul da prussia
(AP) nao foram utilizadas maiores proporgdbes do modificador devido a
dificuldade de compactacdo da pasta. Na utilizacdo de CuCl,, a sua
solubilidade em meio aquoso impossibilitou maior quantidade do sal na

composicao do eletrodo.
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Figura 26. Voltamogramas de AOx 50,00 mg L™ em diferentes proporgdes de nanotubos

de carbono de paredes miultiplas (MWCNT) como modificador.
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Figura 27. Voltamogramas de AOx 50,00 mg L™ em diferentes proporgoes de 6xido de

grafeno como modificador. Eletrélito de suporte: KOH 0,100 mol L™.
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Figura 28. Voltamogramas de AOx 50,00 mg L™ em diferentes proporgées de CuCl2 como
modificador. Eletroélito de suporte: KOH 0,100 mol L".
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Figura 29. Voltamogramas de AOx 50,00 mg L™ em diferentes proporgoes de azul da
prussia (AP) como modificador. Eletrélito de suporte: KOH 0,100 mol L.
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4. CONCLUSOES

Um novo método eletroquimico rapido, barato e eficaz para analise do
antibiotico acido oxolinico foi desenvolvido com sucesso na determinacao do
composto em agua. A caracterizagao eletroquimica do AOx foi realizada por
voltametria ciclica em meio basico que favoreceu a solubilidade do composto e
a obtengdo de um processo anddico, difusional e irreversivel em + 1,15 V (vs
Ag|AgCl, KClsm), na superficie de um eletrodo de pasta de carbono. A
otimizagdo da proporgdo carbono/aglutinante na confeccdo da pasta para o
eletrodo foi capaz de amplificar a resposta voltamétrica, juntamente com a
escolha das variaveis instrumentais da técnica adequadas. A voltametria de
pulso diferencial aliada a um processo de pré-concentragcado adsortiva, mostrou-
se a técnica mais sensivel para deteccdo de AOx, com boa linearidade,
repetibilidade e precisdo. O método foi aplicado para quantificacdo de AOx em
uma amostra de agua de lagoa localizada no campus da UFV, demostrando
boa exatiddo pelo método de recuperagcdo aparente em amostra
intencionalmente contaminada com o analito, confirmando assim, sua
aplicabilidade para analises em amostras reais. Como perspectivas futuras a
esta etapa do trabalho, visualiza-se o desenvolvimento de um eletrodo
quimicamente modificado com o objetivo de diminuir os LD e LQ, bem como o
estudo e aplicacado deste sensor como alternativa viavel para quantificacao de

AOx em outras matrizes de interesse.
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CAPITULO Ill - ARTIGO: METODOLOGIA PARA ANALISE VOLTAMETRICA
DE SULFACLOROPIRIDAZINA UTILIZANDO ELETRODO MODIFICADO
COM NANOTUBOS DE CARBONO E LiQUIDO IONICO EM AGUA E LEITE

RESUMO

Uma metodologia eletroanalitica desenvolvida utilizando um eletrodo contendo
um material compédsito de pasta de carbono modificada com nanotubos de
carbono de paredes multiplas (MWCNT) e tetrafluorborato de 1-butil-3-
metilimidazolio (BMIMBF,) foi aplicada para analise rapida de residuos de
Sulfacloropiridazina (SCP) em leite por voltametria de pulso diferencial (DPV).
A investigagdo do comportamento eletroquimico e a caracterizagdo do
processo redox do composto foram realizadas por voltametria ciclica (CV) e
voltametria de onda quadrada (SWV). As condi¢gdes experimentais para o
processo catodico irreversivel observado em — 0,655 V vs. Ag|AgCl, KClzm
foram otimizadas, permitindo analises com limites de quantificagédo (LQ) de
0,0854 mg L' de SCP em agua e 4,65 mg L™ em leite desnatado. Além disso,
os valores de recuperacao para diferentes niveis de concentragcado da faixa de
trabalho foram obtidos entre 94,5 e 105,7 %. Todas as analises realizadas em
leite n&o necessitaram de qualquer processo de extracdo ou pré-concentragcao
do SCP, conferindo ao método desenvolvido rapidez, simplicidade e baixo

custo relativo.

Palavras chave: Antimicrobiano, sulfonamida; Voltametria de pulso diferencial;
tetrafluorborato de 1-butil-3-metilimidazolio (BMIMBF,).

73



1. INTRODUGAO

O uso de medicamentos veterinarios como os antimicrobianos pode
causar problemas a saude humana como riscos de envenenamento ou reagdes
alérgicas, além de permitir a contaminagdo do meio ambiente e inserir residuos
destes compostos na cadeia alimentar, que sdo as principais preocupacdes
dos consumidores e orgaos reguladores [1]. Além destes problemas, o uso
indiscriminado de medicamentos na produgéao animal pode causar aumento da
resisténcia bacteriana, e consequentemente a diminuigdo da eficiéncia destes
compostos no tratamento de doengas tanto em seres humanos como em
animais [2]. Fluoroquinolonas, sulfonamidas (SAs), B-lactamas e tetraciclinas
sao alguns do antimicrobianos cujo uso € permitido para prevenir e tratar

doencas animais em medicina veterinaria [3].

Na producdo do leite, um dos produtos de origem animal largamente
consumido, a presencga de antimicrobianos pode afetar também o processo de
fermentacdo, o que torna a regulamentagcdo de contaminantes sobre este

produto ainda mais rigorosa [4,5].

As sulfonamidas (SAs) sdo compostos quimioterapéuticos amplamente
utilizados em medicina veterinaria para o tratamento de infec¢gées bacterianas
na forma de aditivos para alimentacdo animal [6]. A contaminacdo por
alimentos contendo residuos de SAs podem causar a formagao tumores
foliculares tireoidianos [7], além de efeitos comuns a outros antimicrobianos
como, reagdes alérgicas [8] e resisténcia bacteriana [9]. As sulfonamidas
apresentam-se como derivados N-substituidos da sulfanilamida como mostrado
na Figura 30.A, assim como a sulfaclorpiridazina (SCP), alvo deste trabalho
(Figura 30.B). Estes compostos sao capazes de prejudicar a reproducao
bacteriana, atuando como inibidores competitivos do acido p-aminobenzdico e

dificultando o metabolismo bacteriano [10].
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Figura 30. (A) Estrutura geral das sulfonamidas; (B) Estrutura molecular do
antimicrobiano sulfaclorpiridazina.

Diversas técnicas vém sendo empregadas para analises de SAs em
diferentes matrizes, dos quais os meétodos mais empregados incluem
bioensaios, cromatografia liquida (LC) e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), cromatografia acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS) e
métodos espectrofotométricos [11]. Juntamente as diferentes técnicas de
analise sao descritos varios procedimentos de pré-tratamento de amostras e
extragdo como: extracdo em fase sélida (SPE) [12], micro extracdo em fase
sélida (SPME) [13], microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME) [14] e
dispersdo de matriz em fase solida (MSPD) [15]. A Tabela 8 lista algumas
outras metodologias descritas na literatura, bem como as matrizes avaliadas e
os limites de deteccao (LD) obtidos por cada método. Até o momento nao se
encontra descrito em literatura nenhum método voltamétrico para analise direta
de SCP. Dentre os métodos eletroquimicos, sdo encontrados alguns métodos

eletroforéticos determinagdo de SCP, assim como outras sulfonamidas [16-20].
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Tabela 8. Técnicas analiticas comuns para determinagao de SCP.

Técnica analitica* Matriz LD Referéncia
HPLC Figado suino 3,0 uyg kg™’ [10]
ELISA Carne suina <1.000 pg mL™" [11]

CE-MS/MS Carne suina 3,12 ug kg™ [21]

LC Solos Nao definido [22]

HPLC Agua 0,003 pg mL™ [23]

Espectrofotometria Agua 0,11 g L [24]

uv
LC Leite 0,004 ug g™ [25]
0,00021 pg mL™
HPLC Agua e leite (4gua) /2.0 ng [26]
mL™" (leite)

Esprectroscopia de Leite 53-37,5ugL" [27]
fluorescéncia

HPLC-UV-Vis Solos 50 — 60 pg L™ [28]

Assim como as demais sulfonamidas, a sulfacloropiridazina (SCP) € uma
das quais ainda nao foi reportado nenhum método voltamétrico de analise.
Assim, o objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de uma metodologia
voltamétrica para determinacdo de SCP em leite, desde o estudo do seu

comportamento voltamétrico até a aplicagdo em amostra.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Reagentes

Os reagentes utilizados neste trabalho foram todos de grau analitico e
nao passaram por nenhuma etapa prévia de purificagcdo. O padrao analitico de

SCP (4-amino-N-(6-clorpiridazin-3-il)benzenosulfonamida) foi obtido da Sigma-
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Aldrich (FLUKA, padrdo analitico, Bélgica). Agua ultrapura obtida em um

sistema Mllipore Milli-Q (USA) foi usada em todos os ensaios eletroquimicos.

Devido a sua baixa solubilidade em meio puramente aquoso, a solugao
estoque de SCP foi preparada em metanol (grau HPLC) a uma concentragéo
de 1,000 mg L' e armazenada sob refrigeracdo (abaixo de 10° C) e as
solugdes diluidas foram preparadas sempre no mesmo dia de cada analise.
Todos os outros reagentes utilizados, bem como sua procedéncia estdo

listados na Tabela 9.

Tabela 9. Descrigdo de reagentes utilizados.

Reagente Pureza Procedéncia Pais
Metanol HPLC grade Fisher EUA
BMIMBF, 100% Sigma-Aldrich EUA
: : . /- AE 0/ QF 0.-
Tampao BR
(CH3COOH; H3BOs;  99,7%; 99,5%; > 85% Vetec Brasil
H3POy,)
Grafite em p6 99,9% Merck Alemanha
Oleo mineral 100 % Acros Organics Belgica

2.2. Equipamentos

A instrumentagdo eletroquimica utilizada neste trabalho foi um
potenciostato/galvanostato PGSTAT 128 N Autolab potentiostat (Eco-Chemie,
Utrecht, The Netherlands). O equipamento foi interfaciado a um computador
pelo software GPES (versdo 4.9) e para todas as medidas foi utilizada uma
célula eletroquimica convencional de 50 mL equipada com arranjo de trés
eletrodos, cujas funcionalidades foram descritas com maiores detalhes
anteriormente [29]. Todos os eletrodos foram adquiridos da Metrohm®

(Switzerland).
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2.3. Eletrodo de pasta de carbono (CPE) e eletrodos modificados

Todos os diferentes eletrodos de pasta de carbono avaliados foram
preparados de modo similar: a pasta de carbono foi preparada pela mistura de
grafite em pé (Merck, Alemanha), juntamente dos possiveis modificadores e do
oleo mineral (Acros Organic, Bélgica) em propor¢des adequadas. A mistura
resultante de cada propor¢ao foi dispersa em n-hexano (Sigma-Aldrich) e
agitada por aproximadamente 2 horas por um agitador magnético (CORNING,
PC-420D) até a evaporagao completa do solvente. Posteriormente, a pasta de
carbono foi seca em temperatura ambiente (25 + 1° C) por 24 horas antes da
utilizacdo. Para realizagdo das medidas voltamétricas a pasta de carbono foi
inserida no eletrodo, evitando-se a formagao de espacos vazios no seu interior
e de forma a obter-se uma superficie homogénea. Apdés cada medida
voltamétrica foi realizada a renovacao da superficie eletrodica pela remocéao e
substituicdo de uma camada superficial de pasta no eletrodo de trabalho. Nos
ensaios para escolha do eletrodo de trabalho a ser aplicado nas analises de
SCP, foi utilizada a voltametria de pulso diferencial (DPV), levando-se em

consideragao a precisao e sensibilidade da técnica.

2.4, Avaliagao do comportamento voltamétrico

Para o estudo mais detalhado do comportamento voltamétrico da SCP
foram obtidas informacdes de diferentes técnicas voltamétricas, como a
voltametria ciclica (CV) que permitiu avaliar a reversibilidade do processo
eletroquimico em diferentes eletrélitos de suporte avaliados. Por outro lado, o
estudo da influéncia da frequéncia de aplicacdo de pulsos da voltametria de
onda quadrada (SWV) que permite elucidar as caracteristicas do processo de
transferéncia de massa existente na superficie do eletrodo de trabalho. E
associado a isso, as informacdes necessarias para determinagao do numero de
elétrons transferido no processo foram obtidas a partir de voltamogramas em

pulso diferencial (DPV).
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2.5. Amostras de leite

Foi avaliada a aplicagcdo do método desenvolvido para analise de SCP
em leite UHT comercializado em embalagens cartonadas TetraPak®. Uma
marca de leite escolhida aleatoriamente foi adquirida no comércio da cidade de
Vigosa, levada ao laboratério e armazenada sob refrigeragcéo (5 £ 1°C) até o
dia de analise. Em todos os processos nao foi realizada nenhuma etapa de
extracdo, pré-concentracdo ou preparo das amostras. Especificamente para
analises em amostra de leite, a solugao foi deixada em repouso por 5 minutos
antes das medidas para decantacao do precipitado formado da reagao entre o

eletrolito de suporte e a matriz.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizacao do processo redox para SCP

No primeiro passo do trabalho, procurou-se estabelecer as condi¢cdes do
eletrdlito de suporte mais favoraveis a observacdo dos processos redox da
SCP. Levando-se em consideragdo que a solugdo estoque do analito foi
preparada em metanol, foi padronizada a utilizagédo de 10 % (V/V) de metanol
em todas as solugdes de analise. Esta quantidade foi suficiente para garantir a

solubilidade do SCP em todas as concentragdes utilizadas nesta pesquisa.

Inicialmente, foram realizadas varreduras do analito em voltametria
ciclica (CV) a uma velocidade de varredura (v) de 100 mV s™' na faixa de
potencial entre + 1,4V e — 1,5V vs. Ag|AgCl, KCl3y, utilizando-se solug¢des de
HCI, KCI, KOH e tampao Britton-Robinson (BR), em concentragéo 0,100 mol L
' Todos os testes foram realizados mantendo-se uma concentragdo de
metanol em solugédo de 10 % (% v/v) para evitar qualquer precipitagcao do SCP

devido a sua baixa solubilidade em meio puramente aquoso.

Observa-se na Figura 31 a presenca de um pico bem definido de um
processo de redugdao em - 0,702 V mais evidente em HCI. Avaliando-se o
intervalo de potencial positivo observa-se a presenca de um pico anédico nao

definido na regido de potencial entre + 1,0 e 1,3 V. Em nenhum dos diferentes
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eletrdlitos utilizados foi possivel obter-se uma boa reprodutibilidade do pico de
oxidacdo do composto. Desta forma, o pico proveniente do processo catddico
teve seu comportamento avaliado para quantificacdo do composto de

interesse.

200
- ---Branco
SCP em KCI 0,100 mol L
1004 —— SCP em HCI 0,100 mol L f
—— SCP em KOH 0,100 mol L”
—— SCP em tampao BR 0,100 mol L™ /
/ Y
0] e = Z -
<
-100 1
-200 1

45 -0 05 00 05 10 15
E/V vs AglAgCl, KCl,,

Figura 31. Voltametria ciclica de SCP 50,00 mg L" em diferentes eletrélitos de suporte.

3.2. Eletrodo modificado

A utilizacdo de um eletrodo modificado a base de grafite em pé com a
inclusdo de nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNTs) e
tetrafluoroborato de 1-butil3-metilimidazolio (BMIMBF,) foi avaliada pela
resposta voltamétrica de uma solugdo de SCP 50,00 mg L' em eletrodos
contendo diferentes quantidades de modificadores MWCNTs e BMIMBF, em
comparagao com um eletrodo de pasta de carbono ndo modificado (CPE). A
resposta voltamétrica obtida deste eletrodo foi comparada aos seguintes
eletrodos modificados: um eletrodo de pasta de carbono contendo os dois
modificadores (MCPE1); outro eletrodo contendo apenas grafite em p6 e
nanotubos de carbono (MCPE2) e um terceiro eletrodo contendo apenas grafite
em po e o liquido iénico (BMIMBF,) adicionado a composi¢do da pasta de
carbono (MCPE3). Em todos os eletrodos avaliados a propor¢ao de cada
modificador adicionado foi mantida em 5 % (% m/m), assim o eletrodo MCPE 1
contém 5 % de MWCNT e 5 % (% m/m) de liquido idénico em sua composicao.
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Os voltamogramas em DPV obtidos em cada um dos eletrodos avaliados s&o
mostrados na Figura 32, juntamente com o desvio da I, obtido entre as
medidas (N = 5). Como pode se visto, o MCPE 1 foi aquele que obteve
melhores resultados de |, acompanhados do menor desvio entre as medidas
realizadas. O eletrodo modificado foi aplicado em testes subsequentes com a
propor¢dao de componentes [grafite : MWCNT : BMIMBF, : 6leo mineral]
distribuida em [60 : 5 : 5: 30] % (% m/m). Por¢cbes maiores de qualquer um dos
modificadores nao favorecem o processo de compactagdo e homogeneizagao
da pasta no interior do eletrodo, causando aumento dos ruidos da linha de
base dos voltamogramas e reduzindo a repetibilidade das medidas. A
diminuicdo da proporcdo dos modificadores abaixo de 5 % n&o causa

alteracdes efetivas em relagao ao eletrodo ndao modificado.

0 - - .
-50_
CPE
;5‘ -100- MCPE 3
-150 MCPE 2
MCPE 1
-200

-1,2 -1,0 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2
E/V vs Ag|AgCIKCIL,,

Figura 32. Voltamogramas de SCP 50,00 mg L™ obtidos por DPV em CPE e trés eletrodos
modificados (MCPE 1, MCPE 2 e MCPE 3).

3.3. Ajuste do eletrélito de suporte para MCPE 1

Pelos voltamogramas ciclicos fica evidente o favorecimento do processo
catodico em meio acido, sendo assim foi avaliada a influéncia da alteragao da
espécie utilizada como eletrdlito de suporte, em que foram testados os acidos
HCI, HNO3, H,SO4, H3PO4, HCIO4 e tampéao BR (pH 1). Observa-se na Figura
33.A que o H,SO. apresentou voltamogramas com maior intensidade de
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corrente catodico (l,c) € menor potencial de pico (E,.) das medidas por
voltametria de pulso diferencial (DPV). Adicionalmente, o efeito da
concentracdo do H,SO, sobre a analise do SCP foi estudada até uma
concentracdo de 0,300 mol L' A partir do aumento de concentragédo do
eletrélito de suporte pode-se observar o favorecimento do processo de
transferéncia de massa, evidenciado pelo aumento da corrente de pico e pela
diminui¢cdo do potencial de pico catddico (Epc) dos voltamogramas mostrados
na Figura 33.B. A utilizagdo de concentragbes acima de 0,300 mol L™ nao se
mostraram viaveis devido ao aumento acentuado da largura de pico a meia
altura (W14.2), que poderia dificultar a analise do SCP em amostras de origem

animal.
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2504 (B) . ]
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< 1507 L0,65 _m
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0{ +— T
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Figura 33. (A) Voltamogramas DPV para uma solugédo de SCP 50,00 mg L" em diferentes
eletrélitos de suporte. (B) Influéncia de concentragdo de H2SO4 sobre Ipc e Epc para
solugao de SCP.
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3.4. Influéncia da velocidade de varredura de potencial (v) em voltametria
ciclica (CV)

Como uma das ferramentas de diagnostico do comportamento de um
processo redox, a influéncia da velocidade de varredura em CV foi avaliada e
os voltamogramas obtidos em cada velocidade sao mostrados na Figura 34.A,
na qual se observa a variagao dos voltamogramas de 10 a 200 mV s, Esta
variagdo apresenta uma relagéo linear entre a raiz quadrada da velocidade de
varredura (v) e a intensidade de corrente do pico catédico até a velocidade de
200 mV s, como pode ser visto na Figura 34.B. Assim como os resultados
obtidos em SWV, esta relagcdo caracteriza um processo eletroquimico
controlado predominantemente por difusdo [30]. Além desta observacio, o
processo de transferéncia de massa também pode ser determinado pela
avaliagdo da relacdo entre log (l,c) e log (v). Neste caso especifico, o
comportamento de difusdo caracteriza-se pelo valor do coeficiente angular
(inclinagdo) da reta proximo a 0,5, como pode ser observado na Figura 34.C.
[30]
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Figura 34. A) Voltamogramas ciclicos em diferentes valores de (v) 10; 20; 30; 40; 50; 100;
150; 200 mV s-1; B) Variagdo da intensidade da corrente de pico catédico (Ipc) em funcio
da raiz quadrada da velocidade de varredura (v1'2) do potencial elétrico; (C) variagédo do
logaritmo da corrente de pico anédico em fung¢dao do logaritmo da velocidade de
varredura em VC. Solugdo SCP 50,00 mg L' em H,SO0, 0,300 mol L' sobre MCPE 1.

As caracteristicas de reversibilidade do sistema para a SCP na
superficie do eletrodo modificado MCPE1 podem ser determinadas
principalmente pelo monitoramento do potencial de pico E,. nas diferentes
velocidades de varredura aplicadas. Como se pode verificar na Figura 35.A, a
partir da variacdo de (v) ocorre uma alteragdo de E,. para valores mais
negativos, fendbmeno tipico de processos irreversiveis. Assim como a relagao
linear encontrada entre Ey: e log (v), observada na Figura 35.B e que também

caracteriza um processo de transferéncia eletronica irreversivel [31].
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Figura 35. (A) Variagdao do potencial de pico catédico em fungdo da velocidade de
varredura em CV para SCP 50,00 mg L-1. (B) Variagdo do potencial de pico catédico em
funcao do logaritmo da velocidade de varredura em CV para SCP 50,00 mg L. Eletrolito
de suporte: H,S0, 0,300 mol L™.

A funcéao corrente também foi determinada para o processo de redugao
de SCP e também confirma a irreversibilidade do processo. Dada pela relagéo

'2) e a velocidade de varredura de potencial (v), a

entre o parametro (Ipalv
funcdo corrente € mostrada na Figura 36. Apesar dos trés primeiros pontos
determinados apresentarem fora de uma faixa demarcada no grafico de £ 5 %
em relacdo a meédia dos outros pontos, podendo ser considerada
aproximadamente constante por ndo se observar nenhuma tendéncia de
aumento ou diminuicdo da funcdo corrente em relacdo a velocidade de
varredura (v), uma caracteristica de confirmagdo do processo catddico

irreversivel [32].
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Figura 36. Variacdo da fungéao corrente (lpc / v"z) em relagao a variagado da velocidade de
varredura de potencial em solugdao de SCP 50,00 mg L" em H,SO, 0,300 mol L. * A faixa
em destaque indica um desvio de % 5,0 % em relagdo ao valor médio da fungao corrente
encontrada para todos os pontos.

Utilizando-se varreduras sucessivas em CV sem a renovagdo manual da
superficie do eletrodo de trabalho foi observada uma diminuicdo gradativa da
intensidade da corrente de pico catddico (lpc) apds cada ciclo como pode ser
observado na Figura 37. Este resultado ocorre devido a influéncia de um
processo de adsorgcdo do produto de reducdo da SCP sobre a superficie do
eletrodo de trabalho diminuindo a intensidade de corrente a cada ciclo aplicado.
A adsorcao deste produto inviabiliza a limpeza eletroquimica da superficie do
eletrodo de trabalho. Dessa forma a renovacao da superficie do eletrodica foi
realizada manualmente por substituicdo da camada superior do eletrodo

modificado antes de cada medida voltamétrica.

-50 1

-100

I/ uA

-150 4 a

-200

-250

-1,0 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0,0
E/V vs Ag|AgCl, KCI,

Figura 37. Voltamogramas em ciclos sucessivos: a) 1° ciclo; b) 2° ciclo; c) 3° ciclo; d) 5°
ciclo; ) 10° ciclo. (v =100 mV s™) em solugéo de H,SO, 0,300 mol L™
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3.5. Comportamento voltamétrico do SCP em MCPE1 por voltametria de
onda quadrada (SWV)

O comportamento voltamétrico de SCP no eletrodo modificado foi
avaliado utilizando-se H,SO, 0,300 mol L. Como ja observado nos primeiros
testes em CV a presenga de um pico catddico sem a presenga de um pico
anddico em um potencial proximo sugere um processo de redugao irreversivel
na superficie do eletrodo de trabalho. Assim, foi verificada a influencia da
frequéncia de aplicacdo dos pulsos (f) sobre os voltamogramas obtidos em
SWV. Os voltamogramas obtidos em cada frequéncia sdo mostrados na Figura
38.A e de acordo com a Figura 38.B, pode-se verificar uma relagao linear entre

a l,c e a raiz quadrada da frequéncia de pulsos (f '

). Esta relacgao linear indica
um processo controlado pela difusdo do analito do seio da solugdo para a

superficie do eletrodo de trabalho [33,34].
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Figura 38. (A) Voltamogramas (SWV) em diferentes frequéncias para SCP 50.00 mg L.
(B) Relagao entre Ipc e raiz quadrada da frequéncia aplicada em SWV.
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Em casos em que ndo ha boa definicdo do pico de redugdo ou oxidagao
de um composto na analise por voltametria ciclica, uma alternativa é a
utilizacdo da voltametria de onda quadrada (SWV) como ferramenta de
diagndstico de comportamento voltamétrico. Neste trabalho a SWYV foi utilizada
de forma analoga a CV para avaliagdo das caracteristicas do processo de
reducdo da SWV.

Além do carater difusional do processo ja identificado no Capitulo Il
deste trabalho pela relacdo linear entre I, e a raiz quadrada da frequéncia,
observa-se nestes sistemas que os potenciais de pico variam de forma linear
com o logaritmo da frequéncia de pulso aplicado em SWV, cuja inclinagao da

reta obtida pode ser descrita por Lovric pela Equacéo 4 [33]:

E, =—- 2.3RY log f (4)

anF

onde R é a constante dos gases ideais, T € a temperatura do sistema, a é o
coeficiente de transferéncia eletrénica, n € o numero de elétrons transferidos no
processo redox e F € a constante de Faraday. Desta forma, considerando a
inclinagdo da reta (Epc vs. log f) mostrada na Figura 39 e o valor de a igual a
0,5, valor normalmente utilizado em processos caracterizados com transporte
de massa por difusao [35], foi obtido o valor de n aproximadamente igual a 2
elétrons para a reducao da SCP. Resultado que se encontra em concordancia

com o valor obtido nos testes por CV.
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Figura 39. Variagdao do potencial de pico catédico em fun¢ao do logaritmo da frequéncia
de pulso em SWV para SCP 50,00 mg L em H,SO, 0,300 mol L".

3.6. Proposta de mecanismo para reducao de SCP em MCPE1

Adicionalmente, de acordo com a metodologia descrita por (Brett & Brett,
1993), o numero de elétrons transferidos no processo eletrédico também pode
ser estimado por intermédio da largura de pico a meia altura da analise do
composto por DPV. A Equacdo 1 permite que o numero de elétrons

transferidos seja calculado [31]:

3.52RT
1/2 — —nF €y
em que Wy, é a largura do pico redox a meia altura, R € a constante dos gases
ideais (8.314 J K' mol”), T é a temperatura do sistema (298 K), F é a
constante de Faraday (96485 C mol™) e n é o nimero de elétrons transferidos
por molécula de SCP reduzida. Pelo calculo da Equagao 1, obtemos o valore
de n igual a 2 elétrons transferidos em cada unidade de SCP. Este calculo

ratifica o resultado obtido para o niumero de elétrons transferidos em SWV.

De acordo com o comportamento voltamétrico do SCP nas condicdes
avaliadas e considerando o processo catédico irreversivel com transferéncia de
2 elétrons por molécula, juntamente com a dependéncia da resposta

voltamétrica com a concentracdo de [H'] no sistema, é possivel elucidar uma

89



proposta de mecanismo para o processo de reducido na superficie do eletrodo
desenvolvido. A Figura 40 mostra as etapas do mecanismo de redugédo que
envolvendo etapas eletroquimicas com a adicdo de 2 elétrons e a etapa
quimica em que ha a protonag¢ao do anion formado seguido pela clivagem da
sulfonamida. O mecanismo é semelhante a proposta ja apresentada em outros
trabalhos que descrevem o processo para compostos semelhantes em
diferentes eletrodos [36,37].

0 e 9 H ?H e (?H
Ar—g—NHR - Ar—ﬁ‘—NHR = Ar—ﬁ'-NHR E— Ar—?—NHR =—= ArSO, + RNH,
6 E 0 Q 0 E o Q

Figura 40. Proposta de mecanismo para reducao eletroquimica de SCP em MCPE 1

3.7. Otimizacao de parametros instrumentais para DPV e SWV

As variaveis instrumentais das técnicas voltamétricas podem afetar
consideravelmente a resposta obtida para um mesmo analito em uma
determinada concentracdo. Desta forma a escolha dos parametros
instrumentais adequados pode garantir a deteccdo de concentragbes mais
baixas do composto de interesse. Os parametros das técnicas de pulso DPV e
SWYV foram avaliados de modo univariado, no intuito de aumentar os valores

obtidos de I, € minimizar os desvios de corrente de pico.

Trés parametros instrumentais da DPV (velocidade de varredura,
amplitude de pulso e tempo de pulso), assim como da SWV (Frequéncia de
pulso, amplitude de pulso e incremento de varredura) foram avaliados de forma
univariada para analise de SCP no eletrodo modificado MCPE1. Assim como
os testes realizados no Capitulo Il, as maiores valores de I,; juntamente com os
menores valores de largura de pico a meia altura e desvio entre medidas foram
os parametros para definigdo das condigbes técnicas de analise. Nas Figuras
41.A, 41.B e 41.C estdo mostrados resultados obtidos em DPV para a variacao
de I,c e W12 em fungdo da amplitude de pulso, da velocidade de varredura e do

tempo de pulso, respectivamente.
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Com o objetivo de demonstrar o processo de escolha em cada

parametro instrumental, observa-se na Figura 41.A que existiu uma variagao

positiva de |,. até a velocidade de 25 mV s e partir deste valor ndo houve

aumento de corrente de pico. Considerando-se também somente a faixa em

que ha um grande aumento de lpc (v > 15 mV s™), fica evidente que em 25 mV

s a menor largura de pico juntamente com a maior intensidade de lpc. Esta

velocidade de varredura foi entdo fixada para o restante das analises de SCP.

Seguindo assim estes mesmo critérios, foram determinados os valores mais

adequados para cada variavel instrumental e estes foram listados na Tabela

10.
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Figura 41. Variagdo de Ipc e largura de pico a meia altura (W) em fung¢dao de (A)
velocidade de varredura, (B) amplitude de pulso e (C) tempo de pulso por DPV para
solugio de SCP 50,00 mg L™. Eletrélito de suporte: H,SO, 0,300 mol L™.
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Figura 41. Variagdo de Ipc e largura de pico a meia altura (W,;) em funcido de (A)
velocidade de varredura, (B) amplitude de pulso e (C) tempo de pulso por DPV para
solugdo de SCP 50,00 mg L. Eletrélito de suporte: H,SO, 0,300 mol L™.

O mesmo procedimento e os mesmo critérios foram adotados para
determinacao das melhores condi¢des de analise da SCP em SWV. As Figuras
42 A, 42.B e 42.C mostra os resultados obtidos para cada variavel instrumental
da técnica, frequéncia de varredura, amplitude de pulso e incremento de

varredura, respectivamente.

T T T T T T T T T 014
E/ 10,3
60 - E/
_ E/

2 45 — r0.2 3
= - 3
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Figura 42. Variacdo de Ipc e largura de pico a meia altura (W,;) em fungao de (A)
frequéncia de varredura, (B) amplitude de pulso e (C) incremento de varredura (AE) por
SWV para solugio de SCP 50,00 mg L™. Eletrélito de suporte: H,SO, 0,300 mol L™.
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Figura 42. Variacdo de Ipc e largura de pico a meia altura (W,,;) em fungdo de (A)
frequéncia de varredura, (B) amplitude de pulso e (C) incremento de varredura (AE) por
SWV para solucédo de SCP 50,00 mg L™". Eletrélito de suporte: H,SO, 0,300 mol L.

A Tabela 10 apresenta os parametros avaliados, as faixas de variagao
analisadas e os valores em que se obtiveram os resultados mais satisfatorios.
Além disso, sdo mostrados na Tabela 10 os valores de Iy € E,c obtidos para
SCP 50,00 mg L' sob as condicdes ideais em DPV e SWV, em que fica
notavel o resultado mais satisfatério em DPV tanto pelo aumento de I,; quanto
pela diminuigdo da energia gasta no processo de redugcdao da SCP,
caracterizada pelo E,. localizado em um potencial menos negativo em relagéo
a SWV.
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Tabela 10. Variaveis instrumentais das técnicas DPV e SWV para analise de SCP.

DPV
Variavel Intervalo de analise Valor definido
Velocidade de varredura 2-50mVs’ 25mVs”
Amplitude de pulso 5-100 mV 100 mV
Tempo de pulso 2-20ms 2ms
SCP 50.00 mg L™ nas oo Epc
condigoes ideais (DPV) 261.0 pA -0.535V
SWV
Variavel Intervalo de analise Valor definido
Amplitude de pulso 10-100 mV 50 mV
Frequéncia de pulso 10 -100 Hz 100 Hz
Incremento de potencial 1-10 mV TmV
SCP 50.00 mg L™ nas oo Epc
condigoes ideais (SWV) 82.4 uA -0.612V

3.8. Validagcao do método eletroanalitico para detec¢cao de SCP

3.8.1. Curvas Analiticas, limites de detecc¢ao (LD) e quantificagao (LQ)

Aplicando-se o método em MCPE1

proposto neste

trabalho,

desenvolveu-se a andlise de SCP em diferentes solugdes de concentragdes no

intervalo de 0,17000 — 40,00 mg L', preparadas a partir da solucdo estoque do

analito. A curva analitica foi construida a partir do ajuste linear da relagao entre

os valores de I, em fungédo da concentracdo de SCP. A Figura 43 mostra a

curva analitica obtida cuja equagéo de ajuste € dada por lpa (MA) =-2,04 + 2,70

C (mg L") e um coeficiente de determinacdo (R?) 0,998, ja a insercdo na

mesma figura, apresenta os voltamogramas obtidos para cada concentragao de

SCP.
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Figura 43. Voltamogramas em DPV para as seguintes concentracoes de SCP: (a) 0.500;
(b) 5.00; (c) 10.00; (d) 15.00; (e) 20.00; (f) 25.00; (g) 30.00; (h) 35.00; (i) 40.00 mg L™", em
agua (insergao: variagao de Ipc em fungao da concentragdo de SCP).

A aplicacdo do método para analises em leite passou por testes iniciais
nos quais foi verificada a influéncia do tipo de leite utilizado sobre a resposta
voltamétrica da SCP. Para cada solugcdo de analise 8,00 mL de leite foram
adicionados a uma quantidade adequada de solugdo estoque de SCP,
juntamente ao eletrdlito de suporte (H>SO,4 0,300 mol L) e metanol em uma
proporcao 10 % (% V/V) na solugao final, Apés a precipitacdo de proteinas
devido ao meio de analise extremamente acido, a solugao foi desaerada por
adi¢éo de Ny por 10 minutos e deixada em repouso por mais 5 minutos para
decantagdo do precipitado. A Figura 44.A mostra a comparagado entre
voltamogramas obtidos para SCP 50,00 mg L™ em leite integral, desnatado e
desnatado sem lactose. Pode-se observar melhores resultados para o leite

desnatado sem lactose pela maior intensidade de I, e definigdo de pico.

O procedimento para analise em matriz foi entdo aplicado na construgao
de uma curva analitica para determinagcdo de SCP em leite desnatado sem
lactose no intervalo de concentragdo de 5,00 — 45,00 mg L. A Figura 44.B
apresenta os voltamogramas e a variagdo da intensidade de corrente para
cada uma das concentragdes de SCP em leite desnatado sem lactose.
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Figura 44. (A) Voltamogramas em DPV para SCP 50,00 mg L™ em solugées de (a) leite
integral; (b) leite desnatado e (c) leite desnatado sem lactose. (B) Voltamogramas em
DPV para SCP em leite desnatado sem lactose nas concentragdes: (a) 5,00; sb) 10,00; (c)
15,00; (d) 20,00; (e) 25,00; (f) 30,00; (g) 35,00; (h) 40,00; (i) 45,00 mg L. (insergao:
variacao de |, em funcéo da concentracdo de SCP.

Na Tabela 11 encontram-se as equagdes de reta para as duas curvas
analiticas, assim como os limites de detecgcédo (LD) e limites de quantificacéo
(LQ) calculados na auséncia e na presenga da matriz. Uma comparagéo entre
as curvas analiticas obtidas para analise de SCP na auséncia de matriz e em
leite desnatado mostra um efeito de matriz, evidenciado pela diminuigdo da
sensibilidade (inclinacao) da curva analitica em leite quando comparada aos
testes em agua deionizada. A menor sensibilidade ocasionou a diminuigdo da
faixa de trabalho, uma vez que as medidas de I, para valores de concentragéo
abaixo de 5,00 mg L apresentaram um aumento acentuado de Wy,
prejudicando a precisdo das medidas. Os valores de LD e LQ para SCP foram
calculados pelas Equagdes 2 e 3 [38], em que Sy, é o desvio padrao absoluto da
corrente elétrica medida exatamente no E,. do analito em 12 varreduras

realizadas no “branco” e b é a inclinagao da curva analitica do SCP [39].
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Tabela 11. Regressao linear, LD e LQ para analises de SCP.

LD LQ

Matriz Equac3o de reta R?
auae mg L™ pmol LY mgLl?  umollL™

Agua loe / (WA) =2,70 [C/ (mg L™)] - 2,04 0,998 0,0253  8,88.10° 10,0845  2,97.10"

loc / (WA) =0,720 [C/ (mg L™)] -

0,998 1,40 4,92 4,65 16,3
0,223

Leite

3.8.2. Precisao e exatidao do método para analise de SCP em leite

hidrolisado

A validagao do método proposto foi dada pela avaliagdo da exatidao pelo
método de adicdo de padrdo e a precisdo foi determinada por analises de

repetibilidade e precisao intermediaria.

Analises por DPV realizadas em solugbes das amostras de leite e
eletrélito adicionado (H,SO, 0,300 mol L) ndo apresentaram nenhum pico
catédico caracteristico da redugdo do SCP, indicando a auséncia do
antimicrobiano nas amostras de leite. Desta forma, foram aplicados ensaios de
adicdo de padrao, método muito utilizado em amostras livres do analito para
avaliar a exatiddo do método desenvolvido. Estes ensaios simulam uma
contaminagao intencional da amostra e a partir de adicbes consecutivas do
analito, verificar a exatidao percentual da concentracdo de SCP determinada

pelo método em relagdo a concentracao inicial do analito adicionada a célula.

Aliguotas da amostra de leite desnatado sem lactose foram
intencionalmente contaminadas com diferentes concentracbes de SCP
coincidentes com trés pontos (5,000; 25,00 e 45,00 mg L), todos dentro da
faixa de trabalho da curva analitica construida na presengca da matriz. Em
sequencia, foram adicionadas quatro aliquotas (50,00 uL) de SCP 5,000 mg L™
a cada solugéo e realizadas medidas de |y apos cada adigéo de SCP. A partir
dos valores de I obtidos para cada uma das quatro adigbes de antibidtico, foi
estimada a concentracdo da contaminacdo inicial por extrapolacdo da curva
obtida da relagdo |,c versus concentragdo de SCP. A taxa de exatiddo foi
determinada para cada contaminagcdo pela relacdo percentual entre a

concentracdo estimada e a concentragao real de SCP adicionada a amostra.
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As Figuras 45.A, 45.B e 45.C apresentam os graficos e a regressoes lineares

obtidas para cada uma das solugdes de SCP.

15 _ L C,=2500mgL" 2
C,=5,00 mg 24 |
12 4 20 4
I (- uA) = 15,17 + 0,642 C (mg L")
< 9 R® = 0,997 16 4
2 r
. . 12 <
; 8| -+
34 ., (-nA)=3319+0,628 C (mg L")
GV R*=0,996 44
T (B)
T A4 T T T T 0
-5 0 5 10 15 20 ;

-35 -30 -2/5 -20 156 -10 -5 0 5 10 15 20

-1
Concentragao SCP / mg L Concentraagao SCP (mg L’1)

— -1 -
C,=4500mg L 40

- 4y 304
|, (-uA)=30,64+0,662C(mgL") ~
R?=0,998

20+

- |pc (uA)

) 104
©) .~

o
-40 -30 -20 -10 0 10 20
Concentragao SCP (mg L™)

Figura 45. Relagbes voltamétricas entre Ipc e concentragdo em leite hidrolisado sem
lactose para fortificagbes de SCP em (A) 5,000 mg L™; (B) 25,00 mg L™ e (C) 45,00 mg L.

A Tabela 12 mostra os valores de exatiddo para cada um dos trés niveis
de concentracdo avaliados. A recuperacdo aparente variou entre 94,5 e
105,7%, que sao valores aceitaveis (entre 70 e 120%) para aplicagao do
método em amostras de agua ou alimentos [40]. Outros paréametros de
validacdo do método proposto, como repetibilidade (precisdo intra-dia) e
precisao intermediaria (precisao inter-dia) foram avaliados, sendo estes valores
determinados pelo calculo do desvio padrao relativo (DPR) entre as repeticoes
das medidas voltamétricas. A repetibilidade relaciona as medidas de uma

mesma amostra em diferentes solugdes (n=7) preparadas no mesmo dia e a
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precisdao intermediaria aplica-se para repeticdes entre solugbes (n=5)
preparadas em dias diferentes. O método desenvolvido apresentou (DPR)
maximo de 5,71 % e 6,60 % para repetibilidade e precisdo intermediaria,

respectivamente.

Tabela 12. Resultados de recuperagdo aparente e precisdo para analise de SCP em
diferentes concentracdes adicionadas em amostra de leite hidrolisado.

*

DPR . o

[SCP] . . DPR precisao
adicionada [SCP] olﬁlda Exatidao (%) precisao inter-dia
» (mgL™) intra-dia 5

(mg L™) %) (%)
5,000 5,285 105,7 4,20 5,98
25,00 23,63 94,5 5,71 4,22
45,00 46,28 102,8 4,77 6,60

DPR: Desvio Padrao Relativo

3.8.3. Analise de Interferentes

Foi avaliado o efeito da presenca de possiveis compostos interferentes
normalmente encontrados no leite. Neste ensaio foi verificado a influencia da
adicdo de lactose e calcio sobre a resposta voltamétrica de uma solugédo de
SCP. Desta forma foi determinada a variacdo de Ipc e Epc do analito em
contato com cada um dos interferentes individualmente em concentragbes 10,

50 e 100 vezes acima da concentragao de SCP.

Os resultados descritos na Tabela 13, mostram a influencia da adi¢ao de
lactose principalmente sobre Ipc, resultando em uma diminuicdo de cerca de 40
% em presencga de lactose na concentragdo 100 vezes maior em relagdo a
SCP 50,00 mg L™, indicando uma interferéncia consideravel deste composto na
analise. Por outro lado, a adigdo de Ca®* ocasiona uma maior variacdo em Epc,
como visto na Tabela 13. Este resultado esta relacionado a interagdo do Ca**
com os ions OH em solucdo, alterando equilibrios quimicos existentes no
sistema e consequentemente, diminuindo a acidez do sistema. Este
deslocamento do Epc para valores mais negativos apés adicdo de Ca®" se

encontra dentro das expectativas tedricas, uma vez que a posigao do pico de
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SCP é diretamente influenciada pela acidez da solucdo. Este ensaio permite
elucidar melhor como se da a influéncia de cada um destes compostos
especificamente, a partir de variacbes relativamente discretas em suas

concentracoes.

Pode-se afirmar que a lactose oferece uma maior influéncia sobre a
analise, uma vez que as concentracdes avaliadas sdao muito mais baixas que a
meédia encontrada deste composto em amostras de leite bovino. Considerando
as caracteristicas naturais de uma amostra de leite, a influéncia do calcio sobre
a resposta voltamétrica € menor visto que os valores médios de Ca’" em leite
sdo aproximadamente 25 vezes maior que a concentracdo de SCP utilizada
neste ensaio. Sendo assim, o efeito do Ca®* em andlises de leite pode ser
considerado menos acentuado para fins de sensibilidade do método em

amostras de leite bovino.

Tabela 13. Efeito de adigdo de lactose e calcio sobre a resposta voltamétrica de SCP
50,00 mg L' em MCPE 1.

Concentragio SCP 50,00 mg L Lactose Calcio
do

interferente Ipc (UA) Epc (V) Ipc(uA) Epc (V) Ipc(pA) Epc (V)
(gL’

0 - 245,1 - 0,551 - 2451 - 0,551 - 2451 - 0,551
0,5000 --- - -214,4 - 0,551 -214,9 - 0,616
2,500 - - -177,3 - 0,550 -193,3 - 0,635
5,000 - - -144,9 - 0,559 - 188,8 - 0,662
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4. CONCLUSOES

A utilizacdo de um material compdsito englobando as propriedades do
grafite, MWCNTs e BMIMBF,4 na confecg¢ao do eletrodo de trabalho mostrou-se
vantajosa em relagdo a um eletrodo de pasta de carbono n&do modificado tanto
para deteccdo de SCP. A pasta desenvolvida, além do facil preparo, permitiu a
melhoria na transferéncia de massa do processo catddico envolvido, aliando
ganho de intensidade de corrente de pico e diminuigcdo da energia gasta em
relagdo ao eletrodo ndo modificado. A elucidacdo do comportamento
eletroquimico do SCP na superficie do eletrodo foi realizada utilizando-se as
técnicas de CV e SWV. Durante a otimizacdo das condigcdes de analise foi
observada a importante influéncia do tipo de substancia utilizada como
eletrélito de suporte, assim como a concentragdo deste eletrélito pode gerar um

ganho na resposta voltamétrica para o composto estudado.

A metodologia eletroanalitica proposta foi validada por diferentes
critérios de precisao e exatiddao nas medidas, mostrando-se aplicavel em uma
ampla faixa de concentracao para a SCP. A analise dos possiveis interferentes
isoladamente, mostrou que a lactose presente no leite produz uma interferéncia
significativa na intensidade de corrente de pico da SCP, capaz de reduzir a
sensibilidade do método, enquanto a o calcio produz um deslocamento de E
para valores mais negativos de potencial e produz pouco efeito sobre I,.. O
método demonstrou-se viavel para detecgédo e quantificagdo do SCP em agua
e leite desnatado sem lactose, devido a sua sensibilidade, aliada a rapidez da
analise, que dispensa etapas de extracdo do analito e ao baixo custo de

implementagao da técnica voltamétrica.
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CONCLUSAO GERAL E PERSPECTIVAS FUTURAS

A combinacéao de diferentes tipos de liquido ibnico, juntamente a outros
compostos como nanomateriais ou oxidos metalicos pode ser aprimorada na
forma de novos compdsitos para eletrodos modificados a fim de aumentar a
sensibilidade e a seletividade do método voltamétrico. Liquidos iGnicos com
menor solubilidade em meio aquoso (hidrofébicos) podem ser uma grande
alternativa na composicao de eletrodos de pasta, além da proposicdo de
tratamentos quimicos para alteragdo de grupos superficiais em nanotubos de
carbono s&o algumas das ferramentas que podem ser utilizadas pelo grupo em
analises de novos compostos ou no aprimoramento de metodologias ja

existentes.

Além do acido oxolinico e sulfacloropiridazina avaliados neste trabalho,
seria de interesse ainda avaliar a aplicacdo de métodos voltamétricos para
outros antimicrobianos como a flumequina (FMQ), a qual ja foi avaliada em
ensaios no Grupo de Eletroanalitica Aplicada (GEAP), entretanto ainda sem

resultados satisfatorios para sua deteccgao.
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