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RESUMO

Neste estudo, € apresentado um método eletroanalitico alternativo para
determinacdo simultdnea de trés fluoroquinolonas em amostras de agua da torneira. O
procedimento consiste na combinacao da microextracdo liquido-liquido (MELL) assistida por
ultrassom utilizando solvente de baixa densidade e o procedimento matematico de segunda
derivada. O procedimento de preparo da amostra via MELL possibilitou extrair e isolar
seletivamente as fluoroquinolonas (FQs) levofloxacina (LEVO), norfloxacina (NOR) e
danofloxacina (DANO) como também pré-concentrar com alto fator de enriquecimento (80
vezes). ApOs a extracdo, os residuos contendo os analitos foram redissolvidos no eletrdlito
suporte e, porcdes contendo microgotas, foram detectadas diretamente (droplet-based)
sobre a superficie do eletrodo impresso de nanofibra de carbono. O processo matematico foi
realizado com correcédo da linha base antes e apds a aplicacdo da segunda derivada dos
sinais voltamétricos, possibilitando a separacdo dos picos parcialmente sobrepostos e a
detecgdo simultanea. Por fim, a combinagdo dos procedimentos, de microextracdo e
processamento matematico permitiu, ainda, que a metodologia fosse aplicada para analise
de 4gua da torneira e determinar simultaneamente as trés FQs em niveis de tragos e com

alto fator de recuperacéao (valores préximos de 100%).

Palavras chave: Contaminagcdo da &agua, Contaminantes emergentes, Aplicacéo

ambiental, Abordagens eletroanaliticas, Processo matematico alternativo.



ABSTRACT

In this study, is presented an alternative electroanalytical method for the simultaneous
determination of three fluorogquinolones in tap water samples. The procedure consists in the
combination of low-density solvent liquid-liquid microextraction (MELL) assisted by
ultrasound and the mathematical procedure based on second derivative. The procedure for
the sample preparation via MELL allowed to extract and isolate selectively the
fluoroquinolones (FQs), levofloxacin (LEVO), norfloxacin (NOR) and danofloxacin (DANO) as
well as preconcentrate with a high enrichment factor (about 80 times). After extraction, the
residues containing the analytes were redissolved in the electrolyte support and, portions
containing microdrops, were detected directly (droplet-based) on the surface of the carbon
nanofiber-modified screen-printed electrodes. The mathematical process was performed with
correction of the baseline before and after the application of the second derivative of the
voltammetric signals, allowing the separation of partially overlapping peaks and simultaneous
detection. Finally, the combination of microextraction procedure and mathematical
processing allowed application of target methodology for analysis of tap water samples to
simultaneously determine the three FQs at trace levels and with a high recovery factor

(values close to 100%).

Keywords: Water contamination, Emerging contaminants, Environment application,

Electroanalytical approaches, Alternative mathematical processing.
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Introducéo

1.0 INTRODUCAO

A ciéncia tem avangado freneticamente, trazendo inUmeros beneficios a sociedade.
Além do desenvolvimento tecnolégico em torno dos celulares, computadores, maquinas
agricolas, construcao civil, entre outros seguimentos, destacam-se os medicamentos de uso
humano e veterinarios. Em meio a este ritmo frenético de desenvolvimento, preocupacoes
acerca dos fatores responsaveis por causar sérios danos ao ambiente e a salde humana,
envolvem a prevencao e controle da excregdo de poluentes na natureza bem como métodos
de deteccédo destes poluentes ™2,

Com os avancgos industriais, a poluicdo € um problema vigente, principalmente,
quando relacionado com a qualidade de agua potavel. Outro ponto muito discutido nos
ultimos anos esta relacionado com o crescente esgotamento da adgua em diversas regides
do mundo B 4, Assim, além do caos provocado pela falta da &agua, destaca-se a
contaminagdo com excessiva quantidade de poluentes como: antibidticos, horménios e
agrotoxicos entre outros contaminantes. Esta preocupagdo se estende, quando estes
contaminantes apresentam elevada estabilidade ap6s sua entrada no ambiente. Em muitos
casos, tém sido relatado o desenvolvimento de superbactérias resistentes em ambientes
aquaticos, as quais, quando ingeridas pelos individuos podem causar sérios problemas a

saude. Portanto, é de extrema importancia o monitoramento da qualidade da agua potavel.

1.1  Antibiéticos

Nos ultimos anos houve um grande avango na area médica, tendo como os mais
significativos: o desenvolvimento de medicamentos e o diagnostico precoce. Estes avancos
tem melhorado a expectativa de vida da populacdo, entretanto, estudos cientificos tem
constatado que a maioria desses medicamentos possui alta estabilidade e, o descarte gera
acumulo no ambiente aquatico e nos alimentos em sua forma inalterada ™ ¢ 7. Assim, a
ingestao destes medicamentos e suas possiveis reacdes alérgicas, podem ocorrer por duas
vias, diretas e indiretas. Por via direta, prescricdo médica, dar-se-a pelo tratamento com

medicamentos altamente potentes, cuja ingestdo causa reacdes adversas em varios
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pacientes. Por vias indiretas, ndo intencionais, contudo, o consumo de alimentos e agua
potavel, ambos contaminados, também podem provocar reacfes adversas, muitas vezes
com efeitos potencializados devido a combinacdo com outras espécies presentes na
natureza. Um exemplo desses medicamentos com efeitos adversos a saude humana, sao
as quinolonas, as quais possuem amplas aplicacdes no combate de microrganismos
responsaveis por infeccdes tanto em animais quanto em humanos ®©. Portanto, neste
trabalho sera destacada a classe de medicamento, cujas pesquisas e seu desenvolvimento
séo relativamente novos no cenario de antimicrobianos.

A evolucdo das quinolonas surgiu na década de 60, a partir da descoberta do acido
nalidixico (Figura 1). Desde entdo, diversos estudos reportaram a modificacdo na estrutura
do acido nalidixico com objetivo de alterar as propriedades farmacocinéticas e as atividades
microbianas das quinolonas . Os resultados mais promissores foram obtidos com a
introducdo do grupo piperazinico na posi¢do 7 (R7) e a substituicdo do hidrogénio por um
atomo de flior na posicdo 6 (Rs) do anel quinolénico (Figura 1) © 10 1 A partir da
modificagdo do anel quinolénico na posi¢do 6, todas as novas quinolonas passaram a ser

chamadas de fluoroquinolonas (FQs). Estas modificacdes representaram, o grande avancgo

no combate as bactérias gram-negativas [0 1% 12,13, 14]

Figura 1. Férmula estrutural do 4cido nalidixico. Ri... substituintes do anel quinolénico.

1.2 Fluoroquinolonas
Atualmente, as FQs estdo entre a classe dos agentes antimicrobianos mais
importantes e mais empregadas no combate a diversas infeccGes graves [ 9. S0 usadas

na medicina humana, no tratamento de mais de 800 milhdes de pacientes, variando desde o
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tratamento de infec¢des do trato urinario, aparelho respiratorio, trato gastrointestinal, pele,
tecidos moles, infecgGes articulares, 6sseas até doencas sexualmente transmissiveis © 191,
Na medicina veterinaria € usada no tratamento de equinos, bovinos, suinos, caninos, felinos,
cuniculares e pisceos, no combate da mastite, metrite, pododermatite, enterites secundarias,
infeccbes urinarias, colibacilose, salmonelose, pasteurelose, pleuropneumonia, rinite
atréfica, pneumonia, enzodtica e broncopneumonia % %8, Vale destacar que as FQs ndo sdo
utilizadas apenas no tratamento de doencas infecciosas, também é usada em doses
terapéuticas, para promover o crescimento de animais 17 18: 19 201,

Como supracitado as FQs constituem uma das classes de potentes antibidticos muito
receitados em diversos tratamentos. Nas Ultimas décadas, diversos trabalhos — em paises
como a India 4, Brasil 22 281, China 23 2425268 Syjca 27, Japao 8, Estonia 2%, Canada, 4 e
Estados Unidos (% 361 entre outros — tém apontado a contaminacdo de ambientes aquéticos
e até mesmo de alimentos, por residuos, tanto na forma inalterada quanto na forma de

metabdlitos ativos destes antibioticos.

1.2 Efeitos colaterais

Diversos antibioticos da classe das FQs com amplo espectro de agéo foram retirados
de comercializacdo, pois apresentaram efeitos toxicol6gicos e/ou reacbes alérgicas aos
pacientes tratados com estes medicamentos. Além disso, tem-se constatado que 0 uso
inadequado destes medicamentos pode afetar diretamente 0s sistemas musculo-
esquelético, cardiovascular, nervoso central e periférico, circulatério, enddcrino,
gastrointestinal, urinario, figado, cérebro, pele, sistemas sensoriais e visdo [16 31 32. 33 .34]
entre outros. Geralmente, 0s pacientes mais afetados ou os primeiros a sofrerem com estes
efeitos sdo as criancas, os idosos e as gestantes. Neste caso, uma Unica dose
(recomendada diariamente) é o suficiente para provocar reacfes adversas, nas quais 0s
efeitos podem persistir por anos e os danos causados podem ser irreversiveis. Neste
contexo, € de extrema importdncia o estudo desta classe de medicamentos para o

desenvolvimento de métodos de controle do principio ativo ndo metabolizado, em amostras
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de interesse socioambientais como agua potavel, alimentos de origem animal, ambientes

aguaticos em geral, entre outras.

1.4 Farmacopeias

Para controle e monitoramento da qualidade de medicamentos, no atual cenario
mundial, tém sido destacados métodos alternativos de baixo custo e acessiveis as
condicbes adversas. Portanto, a partir destas condicbes e a Tabela 1, a técnica que mais
atende estes requisitos é a potenciometria, recomendado pelas farmacopeias brasileira e
britAnica, como método oficial para determinacdo de algumas FQs. Assim sendo, a
potenciometria € uma técnica eletroquimica de uso comum nos laboratérios de quimica

analitica e atende satisfatoriamente aos requisitos supracitados.

Tabela 1. Técnicas analiticas recomentadas pelas principais Farmacopeias, utilizadas como

referéncia para determinagéo de FQs.

Farmacopeias Técnica Referéncias
Americana CLAE B8]
Brasileira CLAE, espectrofotométria e potenciometria 6]
Britanica Espectroscopia (regido do UV) ou potenciometria (37

CLAE = Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia; UV = Ultravioleta Visivel.

1.5  Métodos Alternativos

As técnicas de CLAE sado consideradas como referéncia em analise de
multicomponentes B8 39, Entretanto, apresenta custo relativamente elevado fato que diminui
sua aplicacdo devido a falta de disponibilidade deste equipamento na maioria dos
laboratérios. Assim, para a maioria das analises quimicas, fisicas e bioldgicas tem-se
buscado o desenvolvimento de métodos alternativos: simples, rapidos, confiaveis e

acessiveis. Ademais, em analise quimica, buscam-se as aplicagfes diretas no controle de
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qualidade dos produtos farmacéuticos e monitoramento da concentragdo da droga em

alimentos e amostras de interesse socioambiental.

1.6 Métodos Voltamétricos

Os métodos voltamétricos apresentam certas similaridades aos métodos
potenciométricos e sdo alternativas atraentes devido as seguintes vantagens: custo
relativamente baixo, possibilidade de pré-concentracéo eletroquimica in situ (exclusivo dos
métodos voltamétricos), sensiveis, rapidos, simples e capazes de eliminar interferentes
constituintes da matriz “® 44, Além de fornecer informacdes do mecanismo de reacédo e a
cinética dos processos eletrodicos envolvidos Y. Estas técnicas poderdo ser Uteis ao
estabelecimento de novas legislagbes. Neste sentido, contribuir para um controle mais

rigoroso da concentragdo destes medicamentos em niveis de tragos.

1.7 Recursos aliados as técnicas Voltamétricas

Nos ultimos anos, houve uma grande evolucdo das técnicas eletroquimicas em
relagdo a instrumentacéo, portabilidade e miniaturizagdo. Destaca-se, ainda, a possibilidade
da modificacdo do eletrodo de trabalho com objetivos de aumentar a sensibilidade e
seletividade das técnicas durante a eletroandlise 2 3. Recentemente, novas tendéncias
tém sido destacadas como sistemas portateis de analise em tempo real, usando eletrodos
impressos, meio micelar (uso de surfactante) e aplicacdo de métodos matematicos na

interpretacdo de sinais voltamétricos, o qual serd comentado na sequéncia 14 45 461,

1.71 Eletrodos Impressos

Os eletrodos impressos tém sido frequentemente usados, nas técnicas
eletroguimicas, em razdo de apresentar um sistema completo contendo os eletrodos de
trabalho, auxiliar e referéncia impressos no mesmo suporte. Os eletrodos impressos
apresentam caracteristicas vantajosas como praticidade e simplicidade de operagéo,
producdo em larga escala e possibilidade de restauracdo da superficie “> 43, Entretanto,

apresenta algumas desvantagens, dependendo da superficie eletrodica e da espécie de
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interesse, pode ser usado para apenas uma Unica medida. Neste sentido, tém sido na
literatura problemas de reprodutibilidade e repetibilidade. Mesmo sendo descartaveis,
relatérios tém indicado procedimento de limpeza a fim de aumentar a vida util e com as
vantagens, mencionadas, tem sido um grande avanco para o desenvolvimento de

dispositivos miniaturizados 47 481,

1.72 Surfactantes

Os surfactantes sdo compostos de uma parte hidrofobica (cauda) e outra hidrofilica
(cabeca). Devido a estas caracteristicas, os surfactantes tém capacidade de adsorverem
espontaneamente sobre a superficie de diversos eletrodos de trabalho, sendo comum o seu
uso em eletroanalise com o objetivo de formacgéo de um filme organizado sobre a superficie
em estudo [ 50.51.52.53,54] /g filmes organizados sobre a superficie de eletrodos de trabalho
podem minimizar a adsor¢cao de espécies quimicas interferentes, influenciando diretamente
na velocidade de transferéncia eletrbnica bem como, no perfil e na intensidade do sinal
voltamétrico 19 51. 50. 55, 56, 57. 58] ' Em andlise simultanea, pode propiciar o deslocamento de
potenciais e ajudar na separacdo de picos sobrepostos % 9 Portanto, com todas estas
caracteristicas vantajosas, 0 uso de surfactantes em eletroandlises pode auxiliar no
aumento da vida util dos eletrodos bem como na discriminacdo de sinais em analise

simultanea.

1.73 Processamento matematico das curvas voltamétricas
Em termos de andlise simulténea, tem sido discutido o uso de métodos matematicos para
separacao de sinais voltameétricos, tais como: deconvolugdo, primeira e segunda derivadas.
A diferenga entre estes métodos estd basicamente relacionada a precisdo e a exatiddo na
interpretacdo dos sinais. Assim, a deconvolugdo apresenta como caracteristica a separacéo
dos sinais sobrepostos, a possibilitando aplicacdo em condigbes em que os potenciais estado
extremamente proximos. Outro fator a ser definido, € a largura do pico, um requisito

importante na interpretacdo da area do pico. J& os métodos derivados apresentam como

caracteristicas peculiares a possibilidade de separacao com amplificacdo do sinal e, como
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consequéncia, os pontos de inflexdes na formacdo do sinal podem ser definidos com
extrema precisdo. Entretanto, nos métodos derivativos, exige-se que 0s potenciais de picos
sejam apenas parcialmente sobrepostos, 0 que inviabiliza a aplicacdo em casos de extrema
sobreposicdo de potenciais. Desta forma, ambos os métodos apresentam vantagens na
separacao de picos sobrepostos em andlises simultaneas e tém sido difundidos em diversas
areas como: cromatogréficas, eletroandlise, termogravimétricas e espectroscopicas 6% 62 631,
Devido as suas caracteristicas peculiares, ambos os métodos matematicos podem ser

usados como alternativas relevantes na separacao de sinais voltamétricos sobrepostos.

1.8 Planejamento e andlise de experimento

Os métodos quimiométricos sdo alternativas atraentes em andlises envolvendo um
grande numero de ensaios. Oferece como vantagens a reducdo do numeros de
experimentos, qualidade na interpretacdo dos ensaios, andlise de mais de uma variavel ao
mesmo tempo, reducéo de gastos e pode ser aplicado em diversas areas de conhecimento
[64. 65 Sendo assim, sdo muito usado nas técnicas de preparo de amostras que requerem
varias etapas de processamento, onde 0 planejamento experimental € uma alternativa
extremamente importante para a reducdo de experimentos bem como na interpretagdo das

respostas.

1.81 Planejamento fatorial completo

O planejamento fatorial permite investigar todas as varidveis experimentais
combinadas e analisar as respostas em termos de seus efeitos e suas interacfes envolvidas
em um numero reduzido de experimentos. Para a combinacdo das variaveis, normalmente
utiliza-se dois niveis para cada variavel, um nivel maximo (+1, valor codificado) e um nivel
minimo (-1, valor codificado). Assim, esta relacdo é estabelecida por 2", onde n € o nUmero
de variaveis. O valor codificado para os niveis +1 e —1 é dependente apenas da variavel a
ser analisada, ou seja, um critério a ser definido pelo especialista 4. Os dados obtidos a
partir das respostas médias sé@o aplicados a uma matriz de contraste, na qual os efeitos da

coluna séo dados pelas equacdes 1 e 2. Nas equacdes, n € o numero de ensaios, yi sao as
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observacdes individuais, yi (+) e yi (=) sdo as respostas médias das observac¢des no nivel
+1e-1.

Xlyi
Efeito médio = L jl 1 Equacao 1

no. no.
Yzyi(+) — Xzyi(-)
Lo =1 i=1 x
Efeito = /2 Equacao 2

A equacao 1 é aplicada para o efeito da média de todas as observacdes, enquanto
que a equacdo 2 é aplicada para o efeito das variaveis e interacdes usando a diferenca
entre os niveis +1 e —1. Para a aplicacéo e interpretagdes dos resultados, existem diversos
softwares disponiveis gratuitamente na internet que realizam estas tarefas. Entre estes,
citam-se Octave [ R [ planilhas eletronicas 71, além de videos didaticos e livros

demostrando os processos quimiométricos envolvidos [8: 691,

1.82 Superficies de resposta

Apés a realizacdo do planejamento experimental e obtencdo das respostas, é
possivel discernir os fatores mais significantes. Estes fatores séo selecionados e aplicados
em uma metodologia de resposta, com o intuito de obter a sensibilidade da variavel resposta
em alguns pontos de maxima influéncia 4. Esta metodologia € um modelo matematico
empirico que tem sido aplicado para descrever o modelo de fun¢gbes polinomiais lineares ou
guadraticas. Na literatura existem diversos modelos matematicos reportando metodologias
de superficie de resposta, entretanto, neste trabalho destacaremos a matriz Doehlert, a qual
€ apresentada na Figura 2, em um esquema ilustrativo. Para um numero reduzido de
experimentos sendo = K2 + K + pc, k € o nimero de fatores e pc é nimero de experimentos

no ponto central 7,
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Figura 2. llustragdo da matriz Doehlert com duas variaveis.

1.9 Preparo de amostra

Os métodos voltamétricos tém sido aplicados como alternativas valiosas para
atender aos requisitos basicos que envolvam determinacao de farmacos, principalmente, em
formulacdes farmacéuticas e algumas matrizes biolégicas. Mesmo com inidmeros avangos
em eletroandlises pouco tem sido relatado sobre o preparo de amostra. Todavia, em
amostras mais complexas como aquelas provenientes de ambientes aquaticos, tecidos
animais e amostras de solos, o nivel de interferéncia é maior e o preparo de amostra é
fundamental na obtencéo dos resultados. No desenvolvimento de métodos eletroanaliticos,
a matriz pode apresentar niveis significantes de interferéncia sendo imprescindivel a etapa
de preparo de amostra, pois a presenca de interferentes pode inativar a superficie do
eletrodo ou até mesmo proporcionar a sobreposicdo de sinais [ 71,

O desenvolvimento de métodos com o objetivo de quantificar o percentual dos
medicamentos ndo metabolizados em amostras complexas € viavel e o preparo de amostra
é imprescindivel. Dentre as técnicas de preparo de amostra, destaca-se a microextragdo

liquido-liquido (MELL) que tem recebido consideravel atencdo apdés sua descoberta por
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Rezaee e colaboradores 2, O enfoque desta nova técnica foi a introducéo de um solvente
dispersor na combinacdo extrator e amostra (em geral agua), na qual pode-se diminuir a
guantidade de solvente extrator sem prejudicar a recuperacéo dos analitos de interesse "%,
Desde entdo, inovagdes nos procedimentos tem sido proposto com objetivo de aumentar a
eficiéncia e diminuir o tempo de andlise. As adaptacbes na MELL incluem: (i) uso de
ultrassom para facilitar a formagdo de microgotas e como, consequéncia, aumentar o
contato entre as fases liquidas ["* 7, (ii) adicdo de sais para aumentar a separacao entre as
fases aquosas e organicas, (iii) uso de liquidos ibnicos como solventes extratores para
aumento da capacidade de extracdo e, principalmente, substituicdo de solventes organicos
toxicos [76 77. 781,

Diante das informacgfes supracitadas, neste trabalho propomos um método de
preparo de amostras para a determinacdo simultdnea das FQs levofloxacina (LEVO),
norfloxacina (NOR) e danofloxacina (DANO) usando procedimentos matematicos aplicados
na separagdo dos sinais sobrepostos associado a técnica de microextracdo liquido-liquido

assistida por ultrassom e solvente de baixa densidade (MELL-AU-SBD).
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2.0 OBJETIVOS

Considerando a contaminacdo por antibidticos, em sistema de abastecimento de
agua potéavel, pretende-se desenvolver um método para determinagéo simultanea de LEVO,
NOR e DANO em amostras de 4guas de torneiras contaminadas com estas FQs. Tendo
como base técnicas de baixo custo e acessivel, pretende-se utilizar as técnicas
voltamétricas para identificar, quantificar e pré-concentrar tais espécies em amostras de
interesse socioambiental.

Aplicar processamentos matematicos dos sinais voltamétricos que apresentarem
sobreposi¢éo de sinais.

Comparar os métodos de pré-concentracdo eletroquimica com o sistema de

microextragao liquido-liquido adaptado.
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3.0 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e solugdes

Solucdes padrdo estoque das FQs LEVO, NOR, e DANO foram preparadas na
concentracdo de 1,0 mmol L™ por dissolucdo de quantidade apropriada em 1,0% de metanol
(Vetec®, Rio de Janeiro, Brasil) e 0,5 % de acido acético (Vetec®, Rio de Janeiro, Brasil) e,
posterior diluicdo em &gua ultrapura. As solucdes de trabalho foram preparadas diariamente
por diluicdo da solucéo estoque padrdo no intervalo de concentracédo de 0,008 a 10,0 pmol
L. Estes e outros reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico.

Como eletrélito suporte utilizou-se a solu¢do tampao Britton-Robinson preparada
pela mistura de &cido acético, &cido bdrico e acido fosforico, todos na concentracdo de 0,04
mol L™t. O ajuste do pH foi realizado com solucdo de &cido cloridrico e hidréxido de sédio
ambos na concentragdo de 0,1 mol L.

Os surfactantes utilizados foram: lauril sulfato de sédio (LSS), cloreto de tetraetil
amonio (CTEA), dioctil sulfoccinato de sédio (DSS), brometo de tetrabutil amoénio (BTBA) e
triton X-100 (TX-100). Todas as solucdes foram preparadas na concentracéo de 1,0 mmol L~
! por dissolucédo de quantidade apropriada em Agua ultrapura e, as respectivas diluicdes no
intervalo de concentracdo de 0 a 350 umol L™, foram realizadas diretamente no eletrélito

suporte.

3.2 Equipamentos e andlise eletroquimica

Todas as medidas e/ou ajuste de pH foram realizadas com eletrodo de vidro
combinado (Hanna®, modelo HI 1131B, Texas, Estados Unidos) conectado a um pH-metro
(Hanna®, modelo HI 3221, Texas, Estados Unidos). Agua utilizada para o preparo de todas
as solucdes foi obtida a partir de um sistema de osmose reserva (condutividade 0,055 uS
cm™) e/ou ultrapurificada (resistividade = 18.2 MQ cm).

Para o procedimento de extragdo MELL-SBD-AU foram utilizados tubos conicos de
15 e/ou 50 mL (Falcon®, Curitiba, PR, Brasil), vortex (Fisatom®, model 774, S&o Paulo,

Brazil) e centrifuga (Hettich®, EBA 200, Tuttiligen, Alemanha). Para a dissolucdo e
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homogeneizacdo das solucdes utilizou-se um ultrassom (Bransonic®, model 1800, New
York, United States).

Os experimentos voltamétricos foram realizados em um potenciostato/galvanostato
PGSTAT 204 (Metrohm Autolab®, Utrecht, Holanda), controlado pelo software Nova 1.11.
Como sistema eletroquimico foi utilizado um conector especifico obtido da DropSens® (DRP-
DSC), o qual permite interfacear o eletrodo impresso (El) com o equipamento e possibilita
adaptacBes para trabalhos com microvolumes de solucBes. As medidas eletroquimicas
foram realizadas em triplicata e os resultados sdo equivalentes a média aritmética.

Os Els foram adquiridos da Drop-Sens® (Oviedo, Spain), composto por uma placa de
ceramica de dimensdes: 3,4 cm x 1,0 cm x 0,05, (largura x comprimento x altura), contendo
os trés eletrodos e seus respectivos contatos elétricos. Sendo estes eletrodos um contra
eletrodo de carbono, um eletrodo de pseudo-referéncia de prata e um eletrodo de trabalho
no qual foram testados diferentes materiais carbonaceos: carbono, grafeno, fibra de carbono

e nanotubos de carbonos.

3.3 Limpeza do eletrodo

Foi realizada a limpeza da superficie, a cada medida eletroquimica, usando alcool
isopropilico (Vetec®, Rio de Janeiro, Brasil) seguido de Agua ultrapura. Apdés o eletrodo
secar por tempo de aproximadamente 5 minutos, em temperatura ambiente, registrou-se um
voltamograma de pulso diferencial (VPD) na presenca apenas do eletrolito de suporte
(tampéo BR, pH 5,0), na janela de potencial de 0,2 a -0,4 V vs Ag. Este procedimento foi
utilizado com objetivo de aumentar a vida til dos eletrodos e assim reduzir a passivacao por

envenenamento da superficie durante as medidas.

3.4  Aplicagdo da segunda derivada via correcédo da linha base

Ap0s a obtencao do voltamograma original, foi realizado o procedimento matematico
de segunda derivada para melhorar a separacdo dos picos bem como precisdo nas medidas
da intensidade de corrente de pico. Tal procedimento matematico pode ser aplicado tanto

pelo software Origin® (versdo 8,5) quanto pelo software Nova 1.11 (Metrohm Autolab®). No
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software NOVA 1.1, o procedimento foi realizado inserindo automaticamente a fungao
derivativa (2 vezes, derivada de segunda ordem) nos valores de corrente e potencial da
técnica de VPD. No software Origin®, o procedimento foi realizado inicialmente com a funcgéo
“smoothed” (suavizador, fator 2), de acordo com o algoritmo de Savitsky-Golay, para
descriminacdo dos ruidos de rede e melhor definicdo do sinal. Em seguida, aplicou-se a
funcdo derivativa de segunda ordem, obtendo a segunda derivada do potencial em funcdo
da variacdo da corrente. Este procedimento foi importante ndo s6 para a separacdo dos
picos voltamétricos como também na amplificacdo dos sinais, especialmente para a DANO
que, além de apresentar menor intensidade também houve maior sobreposi¢cdo de pico.
Finalmente, foi realizado o procedimento de correcdo da linha base antes e apds a aplicagédo

da segunda derivada utilizando o software Origin®.

3.5 Preparo das amostras

As amostras de agua da torneira foram coletadas na rede de abastecimento do
Laboratério de Quimica Analitica da Universidade Federal da Grande Dourados (Dourados,
MS, Brasil). Tais amostras foram armazenadas em frascos escuros, estocadas em
temperatura de 4,0 °C, e analisadas sem nenhum tratamento prévio. Todos os frascos e
vidrarias usados foram imersos em solucdo de acido nitrico 10%, por 12 horas, para limpeza
e, a seguir, lavado trés vezes com agua ultrapura.

ApOs a contaminacdo das amostras com LEVO, NOR e DANO em concentracéo de:
3,0, 2,6, 2,9 e 30, 26, 29 ug L7, realizou-se a andlise eletroquimica, e ndo obteve sinais
provenientes de tais espécies quimicas. Assim, realizou-se o procedimento de extracdo via
MELL-SBD-AU, em tubos Falcon® de 15 e/ou 50 mL, adicionando 10 ou 35 mL da amostra
de 4gua contaminada na concentracao desejada das FQs. Em seguida, ajustou-se o pH das
amostras com &cido acético (Vetec®, Rio de Janeiro, Brasil) ou hidréxido de aménio (Vetec®,
Rio de Janeiro, Brasil) para atingir valores de 2,0, 6,7 e 10. Sobre a solucdo resultante, foi
adicionado NacCl, concentracdo entre 5,0 e 25 % (m/V), agitado vigorosamente os tubos em

vortex até a dissolucdo completa do sal.
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Na etapa seguinte, adicionou-se a acetona (Vetec®, Rio de Janeiro, Brasil) como
solvente extrator em frac6es que variou entre 12,5 e 25% (v/v). As amostras foram agitadas
novamente em vortex e, posteriormente, ultrassonificada sob temperatura constante de 60
°C. Por fim, para obten¢éo da fracdo enriquecida das FQs, as amostras foram centrifugadas
por 5,0 minutos a 3000 rpm. Os estudos destes parametros instrumentais, vortex, ultrassom
e centrifuga, foram realizados com uso de planejamento fatorial completo, 23, avaliando-se o
tempo de 15 minutos como ponto maximo (+) e o tempo minimo de 5 (-) como tempo
minimo. Mais detalhes sobre este estudo serdo fornecidos na secao 3.6.

A fase enriquecida, fase organica obtida com solvente de baixa densidade (acetona),
foi retirada com uma microseringa e adicionada em um eppendorf, o qual foi levado para
estufa em temperatura de 60 °C. Apds a evaporacdo do solvente organico, o residuo foi
redissolvido no proprio eletrélito suporte com adi¢cdo de aliquotas de 150 ou 200 pL do
tampéo BR (pH 5,0). Em seguida, adicionou-se o surfactante em concentragdo apropriada e,
antes das andlises, homogeneizou-se as solu¢des em ultrassom por 1,0 minuto.

O efeito matriz foi testado pela adicdo e recuperacdo dos analitos nas amostras,
usando o método de adicdo do padrdo. Para tal, subdividiram-se as solu¢des enriquecidas
em aliquotas de 30 puL e, em seguida, adicionou-se gotas destas solugfes diretamente na
superficie do El (método chamado de “droplet-based”).

Para calcular o fator de enriquecimento utilizou-se os dados obtidos com o método
de adicéo de padrdo. Com o uso da equacao 3, foi calculado o fator de enriquecimento (FE),
em que Cont € a concentracao do analito na fase organica e C, € a concentragao inicial do
analito na amostra de agua da torneira.

Cobt
Co

FE = Equacao 3

3.6 Planejamento fatorial

Para otimizar o tempo do procedimento de extra¢do via MELL- AU-SBD, utilizou-se o
planejamento fatorial 23, estudando, em duplicata, as seguintes variaveis: agitacdo via
vortex, ultrassonificacdo e centrifugacéo, avaliando o tempo de 15 minutos (+) e 5 minutos
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(=), para cada uma das varidveis. A andlise do planejamento fatorial interpretado pelo
diagrama de Pareto e os resultados mais significantes foram estudado na matriz Doehlert,
sendo os ensaios realizados de forma aleatéria com ponto central realizado em triplicata. A
resposta analitica foi obtida em termo de recuperacao para as FQs, LEVO NOR e DANO. O
tratamento estatistico foi realizado pelo software Statistica 10,0 (StatSoft Statistica®, Tulsa,
Estado Unidos), empregando 95 % de confianga. Os resultados foram obtidos com trés

medidas experimentais, sendo demonstrado pela média e o respectivo desvio padrao.
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4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Eletro-oxidacédo das FQs

De acordo com trabalhos anteriormente publicados [® 8% a oxidagdo eletroquimica
para algumas FQs ocorre no grupo piperazinil em um processo irreversivel. Na Figura 3, é
apresentado um esquema geral no qual estao envolvidos dois elétrons e dois protons para a

oxidacao do grupo piperazinil ligado na posicdo 7 do anel quinolénico.

R5 0 R5 (@)
F COOH F COOH
| 2e; -2H ’
—>
N N
N ']‘ H,0 |
R8 R1 R8 R1
| \
R4 R, 1/O

Figura 3. Estrutura basica das FQs e o esquema geral de eletro-oxidacdo do grupo piperazinil.

Para as FQs LEVO, NOR e DANO, devido as semelhancas estruturais, tém sido
observado o mesmo esquema geral de eletro-oxidacdo observado na Figura 4. O que difere
no processo de oxidacédo sdo basicamente os fatores cinéticos e termodinamicos Y. Sendo
assim, espera-se que na eletroanalise simultanea das trés FQs ocorra a sobreposicao dos

sinais voltameétricos.
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Figura 4. Esquema geral para a oxidacéo das FQs LEVO 82 (A), NOR (31 (B), e DANO 84 (C).

4.2 Estudos Voltamétricos

Para demostrar a resposta voltamétrica referente a oxidagdo simultanea, Figura 5,
observam-se o0s voltamogramas registrados com as técnicas de voltametria de pulso
diferencial (VPD), voltametria de varredura linear (VVL) e voltametria de onda quadrada
(VOQ), para estudar simultaneamente o comportamento voltamétrico das FQs LEVO, NOR
e DANO. Como pode ser observado, comparando os perfis voltamétricos obtidos com as
trés técnicas, a VOQ foi a que originou picos mais intensos e ligeiramente separados, tanto
para LEVO quanto para NOR. Entretanto, o terceiro pico referente a oxidacdo da DANO, foi
totalmente suprimido devido a proximidade com a sobrepotencial de oxidacdo do proprio

eletrélito suporte (solvente). Com relacdo a comparacao da eficiéncia entre as trés técnicas,
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embora a VPD ndo tenha originado picos mais intensos, verifica-se que ha ocorréncia de
sinais perceptiveis (mensuraveis) em potenciais de 0,75 V (LEVO), 0,82 V (NOR) e 0,91 V
(DANO). Além disso, verifica-se para a VPD que o0s processos faradaicos estdo
significativamente deslocados para valores menos positivos, quando comparados com
agueles obtidos com as técnicas de VOQ e VVL. Portanto, a VPD apresentou a maior
separacdo entre o0s picos, referentes as espécies analisadas, e assim melhorou a
discriminacdo de ambos sinais. Desta forma, a utilizacdo de VPD permite a analise
simultdnea de LEVO, NOR e DANO na mesma solu¢do concomitantemente, sendo esta

técnica escolhida para conduzir os demais experimentos.

60
- = WL :
—VPD :
----VOQ K

40 ‘

Corrente / A
8

00 02 04 06 08 10 12
Potencial / V vs Ag

Figura 5. Voltamogramas de: PD (—), VL (--—) e OQ (---), registrado sobre a superficie de EI-NFC,
para oxidacéo de LEVO, NOR e DANO (18 pmol L™). Condi¢8es experimentais: Tampéo BR 0,04 mol
L1 (pH 5,0). Parametros: VPD: Incremento de potencial (AEs) = 10 mV, v = 10 mV s, Amplitude
(Esw) = 25 mV, tempo de pulso = 10 ms. VVL: velocidade de varredura (v) = 100 mV s~1. VOQ:

frequéncia (f) = 25 Hz, Esw = 20 mV, AEs =5 mV.

Na Figura 6 estédo reunidos de forma ilustrativa os trés sinais voltamétricos para a

oxidagédo individual de cada uma das FQs LEVO, NOR e DANO, os quais ocorrem em uma
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faixa de potencial de 160 mV, ou seja, uma faixa de potencial muito estreita para ocorrer,

simultaneamente, a oxidacao das trés FQs. Neste caso, a LEVO oxida em um potencial de

de oxidacgéo (Ep), entre os picos, € menor que 100 mV para cada uma das FQs de interesse.
Sendo assim, dentre as técnicas voltamétricas estudadas, a VPD é a mais indicada para
este caso, pois possibilita discriminar melhor os sinais para as FQs quando detectadas

simultaneamente.

- - -LEVO
NOR
—DANO

. N
’, y
S i —— — — — —— —————— — — —
' \
R R R T
'

P
| 1 | 1 1 | 1 |
| ! | ! ! | ! |

-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0

Potencial / V vs Ag

Figura 6. Esquema ilustrativos para os potenciais de oxidacdo das FQs, LEVO (---), NOR () e
DANO (—). Condi¢des experimentais e instrumentais, realizado com a técnica de VPD, apresentadas

na Figura 5.

Apos a escolha da técnica de VPD, estudou-se o comportamento voltamétrico das
FQs, quando detectadas, tanto individualmente quanto simultaneamente (Figura 7). Quando
a deteccdo das FQs é realizada de forma individual, verifica-se que os perfis voltamétricos
sdo bem definidos e é possivel distinguir com precisdo cada pico. No entanto, quando a

deteccdo é realizada de forma simultanea, a identificacdo do sinal de cada FQ fica
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totalmente comprometida, necessitando de um estudo mais criterioso para separar

satisfatoriamente os picos referentes a cada FQ.

120
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1001 - DANO
—— Mistura

©
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0,0 032 034 036 038 130 132
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Figura 7. Voltamogramas de pulso diferencial registados para eletro-oxidacdo de 18 pmol L1,
individual de LEVO (), NOR (- -) e DANO (---) e simultdneo (—), sobre a superficie de EI-NFC.
Condig¢8es experimentais: tampao BR 0,04 mol L~ (pH 5,0). Parametros da DPV: AEs = 4,0 mV, Esw =

30mVev=10mV.

Diante dos resultados supracitados, observou-se que, mesmo usando a técnica de
VPD, ndo foi possivel separar satisfatoriamente os sinais provenientes da oxidagéo
simultanea das trés FQs (Figura 7). Neste contexto, tém sido usados diferentes materiais
eletrédicos, para melhorar a separacdo de sinais proveniente de deteccao simultanea.
Portanto, com o objetivo de superar as limitagdes encontradas na detecgdo simultaneas das
FQs, LEVO, NOR e DANO foram avaliados outros eletrodos de trabalho, contendo outros
materiais carbonaceos, como superficies eletrédicas. Assim, foram realizadas medidas de
VPD, contendo LEVO, NOR e DANO, empregando os eletrodos impressos de carbono (C),
nanotubos de carbono (NTC), grafeno (GF) e nanofibra de carbono (NFC) como eletrodo de

trabalho.
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Na Figura 8, estdo reunidos os voltamogramas registrados nas diferentes superficies
eletrodicas. Os resultados, apresentados, indicam que as superficies de C e NTC,
apresentaram pouca efetividade para mediar as rea¢des de oxidacdo das FQs, uma vez que
a magnitude dos picos foram pouco pronunciados ou até ndo mensuraveis. Para as medidas
empregando os eletrodos impressos modificados com GF e NFC observa-se que, além da
ocorréncia de picos mais pronunciados para as trés espécies avaliadas, houve uma ligeira
separacdo entre os potenciais de pico de oxidacdo. Assim, pode-se inferir que os Els
modificados com NFC (EI-NFC) apresentam vantagens quando comparados ao GF e aos
demais eletrodos avaliados. Portanto, os EI-NFC foram escolhidos para conduzir os demais

experimentos voltamétricos.

Figura 8. Voltamogramas de PD registrados para LEVO, NOR e DANO (18 pumol L-1) sobre a
superficie de (a —) EI-C (b —) EI-NT (c —) EI-GF e (d —) EI-NFC. Parametros: tampao BR 0,04 mol

L~ (pH 5,0), AEs =4,0 mV, Esw =30 mV e v =10 mV s,
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4.3 Estudos dos parametros inerentes a VPD

Para a avaliacdo das melhores condi¢des, dos parametros instrumentais inerentes a
técnica de VPD, foram realizadas medidas na presenca de LEVO, NOR e DANO com
concentracdo de 18 pmol L™, respectivamente. A escolha das melhores condigées foi um
compromisso entre a intensidade de sinal e resolucdo voltamétrica (medindo a largura do
pico a meia altura). Na Tabela 2 estdo reunidos os parametros estudados, incremento de
potencial, amplitude do pulso, velocidade de varredura e tempo de equilibrio, juntamente
com os valores otimizados.

Tabela 2. Condicdes experimentais e instrumentais utilizados e otimizados para técnica de VPD.

Condi¢des instrumentais da VPD

Parametros Intervalo testado Otimizados
Incremento de potencial (AEs) / mV 1,0-10 4,0
Amplitude do pulso (Esw) / mV 15-140 25
Velocidade de varredura (v) / mV s 2,0-20 10
Tempo de equilibrio / s 0-30 50

Para o estudo do incremento de potencial (AEs), foi observado um aumento na
intensidade de sinal de pico anddico com o aumento dos valores de AEs. Entretanto, com o
aumento dos valores de AEs houve menor identificagdo dos sinais, o0 que consequentemente
causa uma maior sobreposicéo dos sinais, provavelmente, pelo fato de que em altos valores
de AEs ha diminuicdo do nimero de pontos e, isso € um fator importante na separagéo dos
sinais provenientes da oxidacdo simultanea das trés FQs. Portanto, como melhor valor para
0 AEs foi escolhido 4,0 mV. Para avaliar a amplitude de aplicagéo dos pulsos de potenciais
(Esw), verificou-se que o0s sinais voltamétricos foram estreitos e bem definidos em valores de
Esw entre 15 e 25 mV. Sendo assim, neste estudo foi escolhido o valor de 25 mV como

melhor pardmetro para o estudo da Esw.
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Outro parametro estudado foi a velocidade de varredura (v), um dos parametros que
mais influéncia na separacao de picos em andlises simultaneas. Isto deve-se ao fato de que,
em baixas velocidades de varredura, ha uma melhor discriminacdo da relacdo (maior razao)
sinal/ruido e, isso possibilita uma melhor identificagdo dos sinais referentes a eletro-
oxidacdo das FQs. Neste estudo, foi observado que a partir de 20 mV s™' n&o era possivel
discernir os sinais provenientes de cada uma das FQs. Portando, optou-se por utilizar a
velocidade de 10 mV s para conduzir os experimentos subsequentes, pois além de
apresentar uma intensidade da corrente de pico satisfatdria, possibilitou a melhor separacao
dos sinais das trés FQs.

Também foi estudado o tempo de equilibrio, com objetivo de diminuir a contribuigdo
da corrente capacitiva, entretanto, ndo foram observados efeitos significativos no sinal para
os diferentes valores de tempo de equilibrio avaliados. Portanto, optou-se pelo valor de 5 s,
menor valor de tempo de equilibrio, como valor de referéncia para conduzir os demais
experimentos voltamétricos. Mesmo né&o influenciando significativamente o tempo de
equilibrio & necessario, principalmente, quando ha presenca de espécies ibnicas uma vez
que ocorre maior polarizacdo do eletrodo e como consequéncia ocorre uma maior

polarizacdo do eletrodo de trabalho aumentando a corrente de fundo.

4.4 Estudo da variacdo de pH

O estudo do eletrdlito suporte é outro fator de extrema importéncia para obtencédo de
voltamogramas com maior resolucdo e, picos mais definidos com intensidade de corrente
consideravel, o que melhora a discriminagdo dos sinais em uma analise simultanea. Assim,
estudou-se a mistura dos acidos fosférico, borico e acetato, ajustando o pH com hidroxido
de sodio, préximo aos valores de pKa dos respectivos &cidos, contemplando o efeito de
tamponamento em uma ampla faixa de pH de 3,0 a 7,0. Na Figura 9, observa-se que
variacdo da concentragcdo de ions H* afeta significativamente nos valores de corrente de
pico (lp, Figura 9l) e no potencial de pico (Ep, Figura 91l). Com base na Figura 9 | é possivel

observar aumento significativo da intensidade de corrente de pico, para as espécies NOR e

36



Resultado e Discussao

DANO, com o aumento do valor de pH, atingindo o méximo em pH 5,0. J& para LEVO a
variacdo do valor de pH néo interferiu nos valores de intensidade de corrente anddica. Uma
possivel explicacdo, € o fato de que mesmos em baixos valores de pH o grupamento amina
(terciario) ligado na posicdo Ri ndo é protonado diferentemente das demais estruturas.
Como consequéncia, a auséncia desta protonacdo facilita o processo redox em baixos
valores de pH. Com base na intensidade de corrente de pico, para diferentes valores de pH,
houve um deslocamento do potencial de oxidagéo versus pH, o qual foi correlacionado com
a interseccdo dos intervalos lineares. Tal intersecdo tem sido usado como indicativo de
mudanca na estrutura quimica das respectivas FQs, associado ao pKa, cujos valores podem
ser observados na Tabela 3. A presenca de dois pKa, para cada FQ, pode ser justificado
devido a presenca do grupo carboxilico na posicdo 3 e um grupo amina secundario

protonado na posi¢éo 7.

10,0 1,2
) )
8,0+
+1,0
< 604 >
16’0 E
~~ -+ 0,8 ~—
r—iQ' c
4,0+ G4
=+ 0,6
204 @ DANO
@ NOR
@ LEVO
0,0 1— t t } t } t } + 0,4
2,0 4,0 6,0 2,0 4,0 6,0 8,0
pH pH

Figura 9. Influéncia do pH em funcdo da corrente de pico (I) e do potencial de pico (Il).
Registrado para eletro-oxidacdo das FQs LEVO, NOR e DANO (18 umol L"), sobre a
superficie de EI-NFC em tamp&do BR 0,04 mol L™* (pH 5,0). Parametros da VPD: AEs = 4,0

mV, Esx =30 mVev =10 mV s
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Tabela 3. Valores de pKa das FQs: LEVO, NOR e DANO.

FQs LEVO NOR DANO
pKaa 5,45 5,77 5,65
pKaz 6,20 8,68 6,73

4.5 Estudos da influéncia de surfactantes naresposta voltamétrica

Em funcéo da necessidade da melhor separagéo dos picos de oxidacdo entre as trés
espécies analisadas, foi avaliada a influéncia da presenca de surfactantes na solucdo de
medida. Os surfactantes tém sido usados em detec¢do simultdnea nao s6 com o objetivo de
melhorar a separacdo de picos voltamétricos parcialmente sobrepostos como também
promover o ganho de sinal. Ademais, estudos também revelam que o uso de surfactantes
pode aumentar a vida util dos eletrodos impressos, pois suas caracteristicas anfifilicas
auxiliam na diminuicdo do efeito de envenenamento da superficie do eletrodo trabalho 1 5
50,58,59.60] Neste sentido, estudos foram realizados na auséncia e na presenca dos seguintes
surfactantes anibnicos: lauril sulfato de soédio (LSS, —) e dioctil sulfosuccinato de sédio
(DSS, —) Figura 10; catibnicos: brometo de tetrabutil aménio (BTBA, —), brometo de
cetiltrimetil ambnio (BCTA, —) Figura 11 e; por fim, o surfactante neutro triton X-100 (TX-
100, —) Figura 12.

De acordo com as diferentes espécies de surfactantes testadas (Figura 10-12),
verifica-se que todos promoveram uma mudanca consideravel no perfil voltamétrico das trés
FQs, principalmente com relacdo ao aumento da capacitdncia quando na presenca dos
surfactantes. Entretanto, ndo houve aumento de intensidade da corrente de pico
consideravel dos sinais provenientes de cada uma das espécies de FQ. Em uma andlise
simultanea, nem sempre a intensificacdo do sinal é o fator preponderante, uma vez que o
aumento do sinal pode favorecer a sobreposicdo dos sinais. Portanto, para este estudo o
principal fator avaliado na resposta voltamétrica foi a separagéo dos picos. Assim, na Figura

12 observa-se que o surfactante neutro Triton X-100, um leve deslocamento para potenciais
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negativos e também foi o que melhor apresentou discriminagao dos picos, e por fim este foi

usado, na concentracdo de 100 umol L™ para os estudos subsequentes.
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Figura 10. Voltamogramas de PD, registrados na presenca dos surfactantes, concentracdo de 100
umol L-1: LSS (—), DSS (—) e na auséncia de surfactante (—). Condic¢des: oxidagdo eletroquimica
de LEVO, NOR e DANO 1,85x10° mol L, em tamp&o BR 0,04 mol L (pH 5,0), AEs = 4,0 mV, Esw =

30 mV e v = 10 mV s Inserido: Estrutura quimica dos surfactantes aniénicos: LSS (—), DSS (—).
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Figura 11. Voltamogramas de PD, registrado na presenca dos surfactantes, concentracao de 100
umol L= CTEA (—), BTBA (—) e na auséncia de surfactante (—). CondicGes: oxidacao
eletroquimica de LEVO, NOR e DANO 1,85x10-° mol L-1, em tampao BR 0,04 mol L-! (pH 5,0), AEs =

4,0 mV, Esw = 30 mV e v = 10 mV s-L. Inserido: Estrutura quimica dos surfactantes catiénicos: CTEA

(—), BTBA (—).
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Figura 12. Voltamogramas de PD, registrados na presenca do surfactante TX-100 (—), concentragédo
de 100 umol L1, e na auséncia de surfactante (—). Condicdes: eletro-oxidacdo simultnea de 18
umol L-1 de LEVO, NOR e DANO no EI-NFC, em tampéo BR 0,04 mol L™ (pH 5,0), AEs = 4,0 mV, Esw

=30 mV e v =10 mV s, Inserido: Estrutura quimica do surfactante TX-100.

4.6 Efeito da concentragdo do surfactante

Estudos revelam que abaixo da concentragdo micelar critica (CMC) as interagfes
entre as espécies presentes na solugdo sdo puramente eletrostatica, enquanto que acima
da CMC pode haver formacdo de aglomerados micelares e, isto afeta o coeficiente de
difuséo das espécies de interesse e dificulta a transferéncia eletronica [* 52, Neste contexto,
testou-se a influéncia da concentracdo, do surfactante TX-100 no intervalo de concentracdo
entre 50 a 350 umol L™". Foi observado que em concentragédo acima de 100 umol L™ houve
a diminuicdo da corrente de pico, um indicativo de formacdo de agregados micelares,
afetando o coeficiente de difusdo e o processo de transferéncia eletrénica 2. Também foi
observado o decaimento da intensidade de corrente, a partir da concentragdo de 100 umol
L%, um indicativo da formacédo de agregados micelares o que dificulta o processo de
transferéncia eletrénica, provocado pelo aumento da concentragcdo préximo a CMC ©2,

Reunindo as informagdes obtidas, tanto para o estudo do tipo do surfactante (Figura 12)
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guanto para a melhor concentracdo, ainda ndo foi possivel obter uma condi¢cdo na qual
houvesse a separacdo satisfatéria dos picos. Assim, para demostrar o estudo da
concentracao do surfactante TX-100, foi utilizado o procedimento matematico de segunda
derivada aplicado na separacdo dos sinais, que ser4 comentado na sequéncia (secao 4.7).
De acordo com os voltamogramas derivados apresentados na Figura 13, a melhor resposta
em termo de intensidade de corrente de pico foi obtida na concentragdo 100 umol L.
Portanto, a condicdo de maior separacdo bem como, melhor resolugcdo, 100 umol L™ do
surfactante TX-100, foi escolhida para conduzir os demais estudos, demonstrado na Figura

13 (—).

Figura 13. Voltamogramas de PD, com a aplicacdo da segunda derivada com a linha base corrigida,
no estudo da concentragdo do surfactante TX-100 entre a concentracdo de 50 a 350 umol L-1. Para
eletro-oxidacéo de LEVO, NOR e DANO em 18 umol L2, sobre a superficie do EI-NF, em tampéo BR

0,04 mol L* (pH 5,0), AEs=4,0mV, Esw =30 mV ev =10 mV s
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4.7 Procedimentos matematicos

Os parametros apresentados anteriormente, tais como: pH, tipo e concentracdo do
surfactante, técnicas voltamétricas e seus respectivos parametros instrumentais nédo
possibilitaram a completa separacdo e discriminagcdo dos sinais. Nesta sec¢do, seréo
apresentados alguns métodos matematicos usados para melhorar a separacdo de sinais
voltamétricos, principalmente, em situagbes de completa sobreposi¢do de sinais, tais como:
deconvolucgdo, primeira e segunda derivada. Na Figura 14 é apresentado o VPD original
(auséncia de processo matematico), Figura 141, e apés a correcdo da linha base do

voltamograma original (Figura 141l).
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Figura 14. Voltamogramas de PD: original (I) e o original com a linha base corrigido (II) para a eletro-
oxidacdo de 18,5 umol Lt LEVO, NOR e DANO. Sobre a superficie do eletrodo de EI-NFC em
tampé&o BR 0,04 mol L%, com 100 umol L= de TX-100. Parametros da VPD otimizados: expressos na
Tabela 2.

Obtido o voltamograma de PD, demonstrado na Figura 14 (l), realizou-se a corregcéo
da linha base (Il), o qual foi aplicado o processo matematico de deconvolugdo, como
verificado na Figura 15. Neste caso, pode ser observada a melhor discriminacdo com melhor
precisdo nos valores de potencias referente a oxidagdo de cada uma das espécies LEVO,

NOR e DANO. A deconvolugcdo apresenta um perfil muito interessante com picos bem
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definidos, entretanto, a distancia entre os potenciais de oxidagédo, LEVO, NOR e DANO, é
de apenas 0,09 V, o que pode ocasionar problemas na obtencao dos valores de intensidade
de sinal. Na Figura 15 é demostrado, por meio da comparac¢éo do voltamograma original (—
) com deconvoluido, a queda na intensidade de sinal, sendo para NOR 5,98 % (—) e para
DANO 4,18 % (—). Como pode ser observado o processo matematico de deconvolucéo
influéncia, na precisédo do resultado (barra de erro —) e nestas condi¢des, tal método, néo é
uma alternativa viadvel. Sendo que, no desenvolvimento de um método para o

monitoramento destas espécies, o controle e a precisdo sao fatores de extrema importancia.
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——NOR
< 401 —— DANO
~ —— Mistura
0 erro
+ 30+
-
o
5 20
o
O
10+
0,0+
0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1.2

Potencial / V vs. Ag
Figura 15. Voltamogramas de PD, original com a linha base corrigida (—), submetido ao processo
matemético de deconvolugéo, sinal referente a eletro-oxida¢céo LEVO (—), NOR (—) e DANO (—),
de 18,5 umol L. Sobre a superficie do eletrodo de EI-NFC em tampao BR 0,04 mol L, com 100

umol L= de TX-100. Parametros da VPD otimizados: expressos na Tabela 2.

Para separacéo de sinais parcialmente sobrepostos, a primeira e a segunda derivada
sdo alternativas mais bem sucedidas e seu uso tem sido difundido em diversos métodos de
andlise, entre os quais: espectrofotométricos 8 8. 87 condutométricos ©8, potenciométricos
88] @ voltamétricos 9. Um destes exemplos sucedidos, é o método desenvolvido por Garcia
e coautores [ aplicado em amostras com altos niveis de espécies concomitantes com

potencial interferente, como agua e sedimentos, na determinacdo voltamétrica de platina.
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Neste mesmo contexto, na Figura 16, € mostrado os voltamogramas (VPD) ap6s a aplicacdo
da primeira derivada (Figura 161, voltamograma —) e a segunda derivada (Figura 16ll,
voltamograma —), ambos comparados com aqueles obtidos com apenas a correcdo da
linha base (Figura 16, voltamograma —, | e II). Nitidamente, o sinal do voltamograma com
apenas a correcao da linha base nao promoveu melhoria significativa, tanto na separacao
guanto na intensificacdo dos picos para as FQs. Por outro lado, com a aplicagéo da primeira
e segunda derivada, verifica-se que houve amplificacdo dos picos para todas as espécies.
Ademais, observa-se que houve um aumento para a primeira derivada da ordem de 32
(LEVO), 24 (NOR), 18 (DANO) vezes, e para a segunda derivada este aumento, foi ainda
maior, da ordem de 1538 (LEVO), 1271 (NOR) e 813 (DANO) vezes. As proporgdes, destes
valores, sao melhores visualizadas no grafico de barras inseridos na Figura 16 (para

primeira derivada | e para a segunda derivada II).
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Figura 16. Voltamogramas de PD, com a aplicagdo: (I) de apenas a correcdo da linha base, (—)
correcéo da linha base juntamente com primeira derivada (—), (ll) apenas a correcdo da linha base (-
—) e correcao da linha base juntamente segunda derivada (—). Condi¢Ges: 18,5 umol L= das FQs
LEVO, NOR e DANO, sobre a superficie do eletrodo de EI-NFC em tampéo BR 0,04 mol L%, com 100

umol L-1 de TX-100. Parametros da VPD otimizados: expressos na Tabela 2.
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A escolha do modo de medida da corrente de pico também é fundamental para
obtencdo precisa e exata da intensidade de corrente de pico. Segundo Almécija e
colaboradores 9, esta medida pode ser realizada de trés modos: (a) no inicio do pico, (b)
do inicio ao final do pico, e (c) no final do pico, como indicado na Figura 17I. Dentre estes
métodos de medida de corrente, optou-se pela medida na qual inicia-se ao fim do pico (c),
cujo processo tem sido comum nas medidas voltamétricas com correcao de linha base.
Entretanto, cabe ressaltar que, em todos os métodos de medida foi necesséria a correcao
da linha base antes e apds o processo. Portanto, na Figura 171l esta apresentado o VPD

com correcdo da linha base antes e ap0s a aplicacao da segunda derivada.
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Figure 17. Voltamogramas de PD ap6s a aplicagcdo da segunda derivada: (I) mostrado as corre¢cbes
de linha base (a) no inicio do pico, (b) do inicio ao final do pico, e (c) e no final do pico. (Il) Aplicacdo
do método de corre¢cdo de linha base do inicio ao final do pico e correcdo da linha. Para as FQs
LEVO, NOR e DANO em 18,5 umol L~ sobre a superficie do eletrodo de EI-NFC em tampéao BR 0,04

mol L, com 100 umol L-1 de TX-100. Parametros da VPD: expressos na Tabela 2.

O processo matematico de segunda derivada com a linha base corrigida, Figura 17,

permitiu distinguir claramente os trés picos voltamétricas, levando a uma medida mais
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precisa e exata da intensidade de corrente de pico bem como sua intensificagdo. Assim,
este processo pode ser utilizado como um método mais eficaz para as medidas de corrente
de pico, tanto para aumentar a resolucdo quanto a intensidade do sinal durante as andlises,
em que a concentracdo dos analitos encontram-se a niveis traco e o sinal & praticamente

imensuravel.

4.6 Limpeza do El

Os eletrodos impressos apresentam inimeras vantagens como mencionado na
secao 1.71. Entretanto, seu uso é limitado a poucas medidas devido a contaminacao por
incrustacdes de produtos eletrogerados sobre a superficie do eletrodo de trabalho. Uma
forma de contornar este problema é o uso de surfactantes, os quais permitem minimizar
essas interferéncias. Outra possibilidade de minimizar o processo de contaminagdo da
superficie e aumentar a vida Gtil dos Els tém sido o uso de limpeza eletroquimica “" 48,
Assim, neste trabalho, foi avaliado um procedimento de limpeza da superficie EI, como
descrito na sec¢do experimental 3.3, apdés as medidas na presenca das FQs. Obtendo-se
como parametro de avaliacdo, da eficiéncia do processo de limpeza, a precisdo entre
diferentes medidas para um mesmo eletrodo (repetibilidade) e diferentes eletrodos
(reprodutibilidade). Ap6és as medidas supracitadas, foram obtidos valores de desvios entre
as medidas (repetibilidade e reprodutibilidade) inferiores a 10 %. Sendo para a repetibilidade
de 5,7% (LEVO), 2,5% (NOR) e 0,3% (DANO) (5 eletrodos); e reprodutibilidade, de 8,9%
(LEVO), 9,09 (NOR) e 5,1% (DANO). Portanto, o procedimento de limpeza permitiu
reutilizar um EI, sem comprometer os resultados, e sendo muito mais viavel do que utilizar

uma nova superficie eletrddica a cada medida.

4.8 Otimizacao das condicfes de trabalho e obtencao da curva analitica
Na Tabela 3, estdo reunidos os parédmetros instrumentais e experimentais e a

aplicacdo de recursos matematicos avaliados e otimizados deste trabalho.

46



Resultado e Discussao

Tabela 3. Pardmetros experimentais e instrumentais estudados e otimizados

simultanea das FQs.

para deteccdo

Técnicas Tipo testado Otimizados
Voltamétricas VPD, VOQ e VVL VPD
Condic@es instrumentais da VPD
Parametros Intervalo testado Otimizados
AEs / mV 1,0-10 4,0
Esw/ mV 15-140 25
v/mvVst 2,0-20 10
Tempo de equilibrio /' s 0-30 5,0
Condi¢cdes experimentais
Parametros Intervalo ou tipo testado Otimizados
Eletrdlito de suporte Tampao fosfato e BR BR
conc. estudada / mol L™ 0,04 -0,12 0,04
pH do tampéo 3,0-7,0 5,0
Surfactantes LSS, DSS, BCTA, BTBA e TX-100 TX-100
Concentragdo de TX-100 / umol L™ 50 — 300 100
Método de separacédo de sinais
Métodos matematicos Testado Otimizado
Algoritmos deconvolugéo, 1° e 2° derivada 2° derivada

Apos obtencgdo das melhores condi¢gBes instrumentais e experimentais, bem como da

escolha do método matematico de segunda derivada foi construida uma curva de

calibracdo. Na Figura 18 () sdo apresentadas as curvas de calibracdo obtidas para as trés

FQs juntamente com os seus respectivos voltamogramas (lIl). O intervalo de linearidade para

as espécies de interesse foi de 4,8 a 31 umol L. Com os dados extraidos da curva (Tabela
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4), foi calculado limite de detecc¢éo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ), usando equacéo 4
e 5, respectivamente. Nas equacdes, SD representa o0 desvio padrédo do intercepto e b a
inclinacdo da curva de calibracdo. Os valores de LD e LQ bem como os dados referentes a

curva de calibragcéo estdo reunidos na Tabela 4.

SD
Limite de detecio = 3 X " Equacao 4

SD
Limite de quantificacdo = 10 X " Equacao 5

De acordo com os valores de LD calculados para cada espécie, LEVO (LDievo = 2,4
umol L™1), NOR (LDnor = 1,32 umol L) e DANO (LDpano = 2,53 umol L), verifica-se que
séo altos e ndo atendem aos requisitos para a quantificagdo em niveis trago. Portanto, para
detectar e quantificar estas FQs em menores concentracdes sera necessario o uso de uma

etapa de pré-concentracdo durante a preparacdo da amostra.
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Figura 18. (I) Voltamogramas de PD apds a aplicacdo da segunda derivada, com correcéo de linha
de base, indicando eletro-oxidac@o simultdnea de LEVO, NOR e DANO, na faixa de concentra¢cfes
de 4,8 a 31 umol L1, sobre a superficie do EI-CNF. Insercéo: (ll) Curva de calibracdo, dependéncia
da corrente de pico em fungdo da concentracdo das FQs. Utilizando as condi¢cdes experimentais e

instrumentais otimizadas da Tabela 3.

Tabela 4. Pardmetros inerentes a curva de calibragéo, das trés FQs.

Parametros LEVO NOR DANO
Intervalo linear / umol L™t 48 -31 48 -31 48 -31
Intercepto / A 0,0034 0,002 0,0009
Inclinagdo / uA L pmol L™ 130,6 112,0 55,6
Coeficiente de correlacéo 0,995 0,999 0,997
LD/ pymol L™ 2,40 1,32 2,53

4.9 Preparo da amostra via microextracao liquido-liquido

Em amostras complexas, é imprescindivel a etapa de preparo de amostra, devido ao
fato de que a interferéncia de outras espécies pode afetar diretamente no sinal do analito de
interesse e, consequentemente na determinacdo do mesmo. Outro ponto que dever ser
levado em consideracdo, quando trata-se de preparo de amostras, € a etapa de pré-
concentracdo, empregada em diversas técnicas analiticas. No que se trata das técnicas
eletroquimicas, € comum o uso da etapa de pré-concentracdo do analito sobre a superficie
do eletrodo de trabalho, antes da etapa de medida. Na maioria das vezes a pré-
concentracdo eletroquimica tem sido realizada mediante a aplicacdo de um potencial em
funcdo de um tempo preestabelecido e, neste caso, ndo ha qualquer preparo prévio da
amostra. Neste procedimento, diversas vantagens tém sido observadas, tais como rapidez,
simplicidade, baixo custo e, em alguns casos, a deteccdo seletiva de certas espécies
guimicas. Entretanto, o uso da pré-concentracao eletroquimica pode “acelerar” o processo

de envenenamento da superficie eletrédica pela adsorcao irreversivel de mais espécies na

49



Resultado e Discussao

superficie do eletrodo, podendo assim inativa-la % %2, Neste sentido, o tratamento da
amostra é fundamental para reduzir/eliminar alguns dos constituintes da matriz e diminuir o
seu efeito delas na deteccéo seletiva dos analitos de interesse. Outro ponto interessante no
preparo de amostras é o ajuste do volume final a ser analisado, o qual é fundamental para
assegurar um alto fator de pré-concentracédo (enriqguecimento) e, assim, atingir os requisitos
para analises em niveis de tragos.

Neste contexto, foi realizado um estudo comparativo entre medidas empregando a
pré-concentracdo eletroquimica e a MELL-SBD-AU. Na Figura 19, sdo mostrados o0s
voltamogramas originais registrados para as amostras de agua da torneira (apés ajuste do
pH a 7,0) na auséncia das FQs (voltamograma A). Em seguida enriqueceu-se a amostra de
adgua da torneira, com 8,3x10°® mol L™ de cada uma das FQs e realizou-se a medida
voltamétrica para deteccdo direta, sem qualquer etapa de pré-concentragdo (voltamograma
B). Na sequéncia, foi realizada a medida com pré-concentracéo eletroquimica aplicando-se
0,4 V durante 400 s (voltamograma C) e comparou-se com a pré-concentragdo usando o
método MELL-SBD-AU (voltamograma D), ambos na presenca das espécies de interesse.
Na mesma figura (inser¢cdo Figura 19), foram comparadas todas as medidas realizadas,
neste caso, com os voltamogramas apos a aplicacdo da segunda derivada com a linha base
corrigida. O voltamograma derivado, branco (auséncia etapa de pré-concentracao, Figura
19A) nao foi observado nenhum pico referente a algum processo faradaico. Isto indica que
na faixa de potencial avaliada, o eletrodo e os componentes da matriz da amostra ndo séo
eletroativos, o que viabiliza a quantificacdo das FQs neste meio empregando este eletrodo
de trabalho. Similarmente, na Figura 19B é observado que a amostra de agua enriquecida
com as FQs, na concentracdo de 8,3x10® mol L™, ndo apresenta picos decorrentes da
oxidagdo. Evidéncia de que o El utilizado ndo apresenta sensibilidade suficiente para mediar
as reacOes de oxidacdo das espécies nesta concentragdo. Confirmando assim, que ha
necessidade de uma etapa de pré-concentracdo anterior a etapa de medida para melhorar a

detectabilidade das analises.
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Por fim, com a aplicagcdo dos métodos de pré-concentracao eletroquimica (Figura
19C) e pré-concentracdo via MELL-SBD-AU (Figura 19D), €é possivel detectar
satisfatoriamente as trés FQs. No entanto, a medida empregando a pré-concentracao via
MELL-SBD-AU (Figura 19D) possibilitou a obtengdo de picos mais intensos, quando

comparada a medida realizada com a pré-concentracdo eletroquimica. Portanto, o método

MELL-SBD-AU foi escolhido para conduzir os estudos subsequentes.
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Figura 19. (I) Voltamogramas de DP, (Il) insercdo dos voltamogramas derivados com as linhas bases
corrigidas: (A) Branco em solucdo de tampéo BR preparadas em amostra de agua da torneira na
auséncia das FQs, (B) deteccado direta em amostra de agua da torneira sem qualquer etapa de pré-
concentracao, (C) deteccao utilizando a pré-concentracéo eletroquimica em 0,4 V a 400 s e (D) pré-
concentracdo via MELL-SBD-AU. B, C e D registrado para eletro-oxidacdo de LEVO, NOR e DANO
em concentracdo de 8,3x10® mol L-1. Utilizando as condigfes experimentais e instrumentais da

Tabela 3.
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4,11 Otimizacdo da MELL-SBD-AU

O procedimento de extracdo e pré-concentracdo via MELL-SBD-AU, aplicado
anteriormente, € uma estratégia adequada que permite a quantificacdo em baixos limites de
concentracdo, em amostras altamente diluidas. Geralmente, os parametros estudados no
desenvolvimento de métodos de microextracdo convencional (MELL) sdo: o tipo e volume
de solvente extrator, forca iGnica (pela adicdo de sal), pH da amostra, temperatura,
centrifugacéo, ultrassonificagdo e agitacdo mecanica 3 % 9. %l Metodologias adaptadas de
MELL convencional foram anteriormente publicadas para determinacdo de diferentes
analitos organicos e inorganicos [ % 97 %l Nas adaptacGes, foram consideradas a
diminuicdo de etapas experimentais, a reducdo do uso de solventes ou uso solventes de
baixa toxicidade, a rapidez e os custos, todos fatores que sdo decisivos para viabilizar o uso
desses métodos em analises eletroquimicas. Outro ponto importante, que deve ser levado
em consideracao na escolha dos parametros, é o uso de solvente extrator volatil e menos
téxico, comparado a aqueles usados em MELL convencional. Neste sentido, o sistema de
extracdo e pré-concentracdo via MELL-SBD-AU foi adaptado para atender a todos os
requisitos supracitados. ApGs a realizacdo das etapas de microextracdo, objetivou-se por
processos nos quais pequenos volumes pudessem ser depositados diretamente na
superficie do EI-NFC.

Os estudos dos parametros iniciais referente a etapa de microextragdo foram:
variagdo da fase organica (acetona) e da forgca ibnica (adicdo de NaCl), variando
simultaneamente ambas entre a faixa de 4,0 a 25,0%. Para a variacdo, tanto de NacCl
quanto de acetona, os valores abaixo de 15% nado forneceram resultados satisfatorios
(Figura 20), pois ndo houve formagéo da fase organica extratora. A partir de 15%, de ambas
as variaveis, ocorre a formacdo da fase organica (fase com menor densidade) que
possibilitou medir satisfatoriamente os valores de recuperacédo de cada analito. Entretanto,
os melhores valores de recuperacdo sdo observados em porcentagens de 25% de acetona
e NaCl, cujo efeito pode ser associado ao aumento do efeito “salting-out”, que auxilia na
obtencdo de um maior volume da fase organica extratora. Acima de 25% néo foi observado
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nenhum efeito satisfatorio, em relagcdo ao aumento da recuperacdo, que pode ser justificado
pela ocorréncia da migracdo de sal da fase aquosa para a fase orgénica e, que pode ter
acarretado na mudanca da forca idnica da solucéo. Assim, escolheu a porcentagem de 25%
como ideal para acetona e NaCl, condicdo na qual forneceu valores de recuperagdo entre

67 e 80%.

| NOR

—
o
(=]

7%

FO

Figura 20. Valores de recuperacdo das FQs, em amostras de agua da torneira, obtido variando a
forca idnica (variagéo de NaCl) e a fase extratora (acetona), para o procedimento de MELL-SBD-AU.
Condicdes: instrumentais e experimentais, volume da amostra = 12 mL, pH da amostra = 10, tempo
de agitacdo via vortex = 15 min, tempo de ultrassonificagdo = 5 min e tempo de centrifugacéo = 5 min,

condicdes apresentadas na Tabela 4.

Os parametros: agitacdo via vortex, ultrassonificacdo e centrifugacdo, podem
influenciar de forma decisiva no fator de enriqguecimento da amostra [76: 93 94. 95,96, 97. 98] 'Desta

forma, estes pardmetros foram estudados visando sempre o menor tempo requerido, com
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objetivo de reduzir o nimero de ensaios. Para tal, uma forma rapida e menos dispendiosa
foi andlise ap6s um planejamento fatorial 2% (descrito na secdo 3,6), avaliando a
recuperacao das espécies. Os resultados obtidos para o planejamento estdo apresentados
na Tabela 5 e foram interpretados pelo diagrama de Pareto, Figura 21.

A analise do diagrama de Pareto indica que o tempo de extracdo para a etapa de
centrifugacdo nédo foi significativa. Entretanto, para o tempo de agitacdo (via vortex) obteve-
se valores positivos (3,35, 3,77 e 4,12), como consequéncia, do ponto maximo aplicado para
o0 tempo de agitacdo via vortex (15 min.). Proporcionou maior interacdo entre as fases
(aquosa e orgéanica) facilitando na migracdo das FQs para a fase organica. A etapa de
ultrassonificacdo também influenciou significativamente nos valores de recuperacao,
entretanto, negativamente (-2,85, -1,25 e -2,21). Isto, pode ser justificado pelo fato de que o
tempo méaximo (15 min.) de exposicdo sob as ondas ultrassdnicas, mesmo em baixas
frequéncias, pode levar a degradacdo das FQs e afetar o rendimento da extracdo [®% 100,
Portanto, de acordo com o diagrama de Pareto, os parametros de maior influéncia, em
termos de extracdo, foram no ponto minimo (5 min.) para o ultrassom e valores no ponto

maximo (15 min.) para o vortex, os quais foram aplicados na matriz Doehlert.

54



Resultado e Discussao

Tabela 5. Otimizacdo quimiométrica do planejamento fatorial 23 aplicado para o MELL-SBD-AU.

Fatores

Vortex / min.
Ultrassom / min.

Centrifugacéo / min.

Niveis
Baixo ( - ) Alto (+)
5 15
5 15
5 15

Ensaio Parametros e variacéo Teste de recuperacéo / %

Vortex Ultrassom Centrifugacéo LEVO NOR DANO
1 -1 -1 -1 49 56 62
2 1 -1 -1 69 65 87
3 -1 1 -1 8 40 53
4 1 1 -1 63 61 69
5 -1 -1 1 57 57 63
6 1 -1 1 72 72 77
7 -1 1 1 51 71 71
8 1 1 1 40 61 64
9 -1 -1 -1 53 53 67
10 1 -1 -1 93 73 83
11 -1 1 -1 25 53 54
12 1 1 -1 54 72 78
13 -1 -1 1 57 57 75
14 1 -1 1 53 83 76
15 -1 1 1 49 49 57
16 1 1 1 69 69 82
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Figura 21. Diagrama de Pareto obtido para o planejamento fatorial 23, (A) LEVO, (B) NOR e (C)

DANO. Vor. = vortex; Cen. = centrifugac¢do; Ult. = Ultrassonificacdo.

Resumindo, a eficiéncia de extracdo € observada sobre as superficies de resposta,
Figura 22, para as condi¢des otimizadas do método MELL-SBD-AU, que estédo reunidas na
Tabela 6. As superficies de respostas foram obtidas pela matriz Doehlert, cujas respostas,
sobre os valores aplicados estdo apresentadas na Tabela 7. Por fim, o método foi validado
por analise de variancia (ANOVA), onde o teste de Fisher indicou que o modelo de
regressdo quadratica é significante, empregando a relacdo entre Fcaculado < Frabelado. OS
valores de Fcacuado €ncontrados foram: 7,17 (LEVO), 2,75 (NOR) e 1,78 (DANO), todos
inferiores ao valor tabelado que é de 18,51, apresentados na Tabela 8. Portanto, a taxa de

erro a um nivel de confianca de 95% demonstra que o método é significante.
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Tabela 6. Parametros estudados na etapa de otimizacdo do procedimento de LDS-UA-LLME,

juntamente com as condi¢6es otimizadas.

Parametros Tipo e / ou intervalo testado Otimizado
Solvente de baixa densidade Acetona, 1-octanol, acetonitrila Acetona
Sal NacCl, LiCl, MgCl, MgSOe., NaCl

Quantidade de sal / % 42-35 25
Volume do extrator / % 4,2 -25 25
Tempo do Vortex / min. 5e15 15
Tempo de ultrassonificagéo / min. 5e15 5
Tempo de centrifugacéo / min. 5e15 5

Tabela 7. Parametros e valores aplicados para a obten¢&o da matriz Doehlert.

Ensaios Parametros e variagado Teste de recuperacédo / %
Vortex[® Ultrassom[! LEVO NOR DANO
1 1@ 0 70 75 81
2 0,5 0,866 69 76 85
3 -1 0 64 82 75
4 -0,5 -0,866 49 58 71
5 0,5 -0,866 68 59 69
6 -0,5 0,866 72 71 72
7 0 0 83 93 90
8 0 0 81 86 93
9 0 0 80 90 92

Valores codificados para o tempo na etapa de agitacdo: @ via vortex, onde: 1 = 25; 0,5 = 20;
0 = 15; -0.5=10; -1 = 5 em minutos. ® via ultrassonificacdo onde: 0,866 = 10; 0 = 5; -0,866 =

0 em minutos.
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Figura 22. Superficie de resposta para LEVO (A), NOR (B) e DANO (C).

Tabela 8. Informagfes sobre o processamento de andlise de variancia (ANOVA) avaliada para

verificar a importancia do modelo de regressdo quadratica.

FQs LEVO NOR DANO
GL  Frabelado Fealculado Fealculado Fealculado
MQr/MQ: Fss 9,01 23,44 13,51 48,50
MQeaj/ MQre  Fio 18,51 7.17 2,75 1,79

MQ = Média Quadratica; R = Regressao; r = residuo; FAj = Falta de ajuste; EP = Erro puro.

4,12 Desempenho do método

Apos a otimizagéo das condiges de trabalho apresentada na Tabela 8, avaliou-se a
resposta voltamétrica em funcdo da porcentagem de recuperacdo de LEVO NOR e DANO
em amostras de agua da torneira enriquecidas com quantidade conhecida de FQs. Na
Figura 23 € mostrada a curva de adicdo de padrdo (Figura 23l) e 0s respectivos
voltamogramas derivados com as linhas bases corrigidas (Figura 23ll), obtidos com o
método de MELL-SBD-AU sobre adicdo da gota (volume de 35 uL de solucdo a cada

medida) diretamente sobre a superficie do EI-NFC. As curvas de adicdo de padrdo, bem
como 0s respectivos voltamogramas, mostram que ndo ha nenhum efeito matriz que

comprometa a determinagdo simultanea das trés FQs, mostrando a importancia da etapa de
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pré-tratamento. Nas demais adigbes do padrdo (b-d), observa-se o aumento da corrente,

com boa linearidade, e com coeficiente de correlagdo sempre proximo de 0,998.

O 10000 -
8000 -
6000 -

4000 A

d21/dE2/ 10

2000 3 '

© S o oV

o o — —
Potencial / vs. Ag

Figura 23. (I) voltamogramas de PD, com aplica¢do da segunda derivada com a linha base corrigida
para: (a (—)) 30 uL de amostra de agua contendo 30, 26 e 29 ug L™* de LEVO, NOR e DANO, (b-d (-
-)) adi¢bes sucessivas de 30 uL de FQs (0,10 umol L™1). (II) Curva de adicdo do padrdo. Condigéo:

experimental e instrumental, otimizadas apresentadas nas Tabelas 3 e 8.

Enfim, os resultados obtidos apds aplicacdo do método proposto associando o
procedimento MELL-SBD-AU a eletroandlise e o processamento matematico forneceram
resultados coerente ao esperado (Tabela 9). Na Tabela 9, estdo apresentados valores de
recuperacao em trés valores de pH 2,0, 6,7 e 10,0 e para dois niveis de concentracfes de

8,3 nmol L' e de 83 nmol L™.
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Tabela 9. Resultados obtidos para adicdo e recuperacéo das FQs, LEVO, NOR e DANO em amostras

de agua da torneira.

FQs pHdaAmostra Adicionado Encontrado[a]/ug L= RecuperadoCV /%

LEVO 2,0 30 pg Lt 10,4 347% 58
6,7 24,7 82,3% 6,9
10 29,6 98,8% 8,4
NOR 2,0 26 ug L 14,4 55,3% 4,2
6,7 23,0 88,0% 7.8
10 24,5 943% 5,0
DANO 2,0 29 g L 16,0 55,0% 6,4
6,7 20,0 69,0% 12,7
10 28,0 96,5% 13,9
LEVO 10 3,00 pg L 2,60 86,8 11,0
NOR 10 2,60 pg L™ 2,10 80,8 11,9
DANO 10 2,90 pg L™ 2,23 77,0 10,5

@ Média de quatro determinacdes, CV = coeficiente de variacédo. Os valores: 3,0,2,6 e29mg L' e

30, 26 e 29 mg L' representa, 8,3 nmol L™' e 83 nmol L~' de LEVO, NOR e DANO.

Verifica-se que o pH influencia no processo de extracdo de forma significativa e,
consequentemente, nos valores de recuperagdo. A maior influéncia ocorre em baixos
valores de pH, em que a fase aquosa diminuiu a migracdo das espécies para a fase
organica. Em pH 10 (condicdo em que as espécies se se encontram desprotonadas) foi a
condicdo que propiciou a maior interacdo das FQs com a fase organica e,
consequentemente, obteve-se valores de recuperacdo prOXimos aos esperados para

andlises a niveis de tracos. Os valores de precisdo e exatidao do método estdo de acordo
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com a equacdo de Horwtiz U, com desvios padrdo sempre menores que 14%, indicando

que o método € eficiente e é uma alternativa promissora para a deteccdo simultaneas

dessas FQs.
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50 CONCLUSOES

Neste trabalho foi mostrado que a deteccdo e a quantificacdo de espécies
eletroquimicas com potenciais de pico proximos, diferencas inferiores a 160 mV, ndo é
trivial. Entretanto, as estratégicas matematicas utilizadas possibilitaram a deteccdo
simultanea, com destaque especial para a aplicacdo da segunda derivada com a correcéo
da linha base, de espécies que apresentam potenciais de picos proximos. Este processo
permitiu, ndo s6 a separagdo dos sinais, como também possibilitou a magnificacdo dos
sinais das trés FQs analisadas. Outro ponto importante foi a andlise residual, o sistema de
microextragdo via MELL-SBD-AU foi capaz de pré-concentrar as FQs a niveis detectaveis
de forma mais efetiva que o método eletroquimico de pré-concentracdo. Destaca-se ainda
que, o uso do solvente extrator de baixa densidade (acetona), permitiu enriquecer as
amostras e possibilitou posteriormente a redissolucdo em aliquotas de 30 uL diretamente
sobre a superficie do eletrodo, pelo método de droplet-based, aumentando ainda mais a
capacidade de pré-concentracdo. Por fim, tais condigbes possibilitaram a deteccdo e
quantificagcdo com precisdo e exatidao aceitaveis, pelo emprego de analise quantitativa de
residuos das FQs LEVO, NOR e DANO em amostras de agua da torneira, com

recuperacdes proximas a 100%.
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