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RESUMO

Neste trabalho, realizou-se adaptacdo em uma célula eletroquimica para extracao in situ e
quantificacdo da ciprofloxacina (CIPRO), um antibidtico da classe das fluoroquinolonas. O
sistema eletroquimico desenvolvido foi capaz de extrair e quantificar, em um mesmo
recipiente, a CIPRO presente na amostra de agua potavel, eliminando muitas das etapas
usadas na microextracdo liquido-liquido (MELL) convencional. A vantagem apresentada pela
célula eletroquimica proposta € a sua praticidade, por permitir que 0s processos de extragdo e
deteccdo sejam realizados no mesmo recipiente em uma Unica etapa. Na MELL convencional
esses processos sdo feitos em varias etapas, 0 que pode acarretar em perdas de tempo e do
analito. Utilizou-se como extratores os solventes de altas densidades, tais como solventes
eutéticos (do inglés Deep Eutectic Solvents - DES), sendo o uso destes solventes na aplicacdo
supracitada também considerado inovador, além de serem de baixo custo e ambientalmente
correto — biodegradaveis e de baixa toxicidade. A adaptacdo da técnica é promissora por
possibilitar a eliminacdo das varias etapas em um sistema MELL convencional, reduzir o
tempo de andlise e a probabilidade de erros, tornando o método mais confidvel e com
possibilidade de futuros estudos para uso in loco (portabilidade). Para certificar a viabilidade
de aplicacdo da técnica desenvolvida, amostras de agua ultrapura e agua de torneira foram
analisadas e, a partir da eletroanalise com a técnica de voltametria de pulso diferencial,

obteve-se resultados satisfatorios em termos de pré-concentracéo e recuperacdo do analito.

Palavras-chave: Contaminantes emergentes, Solventes eutéticos, Microextragao.



ABSTRACT

In this work, an electrochemical cell was adapted for in situ extraction and quantification of
ciprofloxacin (CIPRO), an antibiotic of the fluoroquinolones class. The electrochemical
system allowed the extraction and quantification, in the same device, the CIPRO present in
the potable water sample, eliminating many of the steps used in conventional liquid-liquid
microextraction (LLME). The advantage presented by the cell electrochemistry proposal is its
convenience by enabling the processes of extraction and detection are carried out in the same
vessel, in only one step, while the conventional LLME these processes are done in several
steps which may result in loss of time and the analyte. It was used as extractants the high
densities solvents such as eutectic solvents (Deep Eutectic Solvents - DES) and the use of
these solvents in the aforesaid application also considered innovative, in addition to low cost
and environmentally friendly — biodegradable and low toxic. The adaptation of the technical
is promising because it allows the elimination of the various steps in a conventional MELL
system, reduce analysis time and the probability of errors, making a reliable method and the
possibility of future studies for on-site use (portability). For ensure the viability of
application, ultrapure water samples and tap water were examined and, from the
electroanalysis using differential pulse voltammetry, it was obtained satisfactory results in

terms of pre-concentration and recovery of the analyte.

Keywords: Emerging contaminants, Deep eutectic solvents, Microextraction.
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1 INTRODUCAO

1.1 Preparo de amostras complexas
No contexto de analises residuais em amostras complexas como tecidos animais,

solos, 4guas de mananciais entre outras, independentemente, da técnica analitica usada, a
performance do método desenvolvido depende, inevitavelmente, do preparo da amostra e da
eliminacdo de concomitantes da matriz. N&o sé para extrair e isolar o analito de interesse
como também para o enriquecimento seletivo. Idealmente, a técnica analitica deve ser capaz
de detectar o analito em niveis residuais, tdo baixo quanto ng/L, e de modo a determinar,
preferencialmente, multiclasses de medicamentos simultaneamente [1-4].

O procedimento adotado para o preparo de amostra €, sem davidas, a etapa mais
critica do processo analitico, pois a precisdo, exatiddo e detectabilidade do método analitico
dependem do quédo satisfatorio serd o pré-tratamento da amostra. Sendo assim, ao aplicar o
processo de pré-tratamento em amostras complexas, este deve ser mais eficiente do que os
métodos convencionais. Pois ao trabalhar com amostras complexas, durante o procedimento,
o0 analito pode ser extraido juntamente com componentes interferentes presentes na matriz por
simplesmente apresentar caracteristicas fisico-quimicas semelhantes, ndo ocorrendo, portanto,
a pré-concentracdo do analito, um dos objetivos da técnica. Perante esta necessidade, alguns
métodos de pré-concentracdo de analito que apresentam vantagens tais como: minimizacdo da
guantidade de solventes utilizados, simplicidade de operacdo, baixo custo e consumo de
tempo, tém sido propostos [5-9]. Entre estes, a microextra¢do Liquido-Liquido (MELL) tem

atendido mais, satisfatoriamente, estes requisitos.

1.2 Técnica de microextragdo liquido-liquido (MELL)

Amostras ambientais aquaticas representam grandes desafios no desenvolvimento de
métodos analiticos, entre estes, a baixa concentracdo dos analitos de interesse, o efeito da
matriz provocado pela interferéncia dos concomitantes e, possivelmente, a caracteristica mais
importante, o ajuste no volume de amostra para enriquecer e alcangar o limite de detecgéo
esperado [10-13]. Para superar estes desafios, novas técnicas de preparo de amostras sdo
necessarias e/ou as que existem devem ser melhoradas com o objetivo de atender a esses
requisitos e também para reduzir fatores como custo, tempo, consumo de solventes,
interferéncias e, por fim, todos esses requisitos adaptados a um sistema miniaturizado de
extracdo [12, 14-16]. Portanto, a questdo é: como atender a estes objetivos extraindo 0s

analitos de interesse, com alto fator de enriquecimento, a partir de amostras ambientais ou
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amostras bioldgicas altamente diluidas, sem o uso de solventes organicos tdxicos como
comumente usado nas técnicas convencionais?

Para atender a essa demanda, varios métodos de pré-concentracdo de analito que
visam diminuir a quantidade de solventes organicos, custo, consumo de tempo e geracdo de
residuos como também simplificar a operacao, tém sido propostos [13, 17-24]. Neste sentido,
a microextracdo liquido-liquido e as suas diversas adaptacbes, tem atendido,
satisfatoriamente, a estes requisitos. Tendo como uma das suas principais vantagens a
capacidade de pré-concentrar o analito de interesse, de amostras altamente diluidas, sem o uso
de grandes quantidades de solventes organicos toxicos, 0 que torna 0O Processo
ambientalmente correto [17-24].

A MELL foi proposta por Assadi e colaboradores [17], e baseia-se na dispersdo do
solvente extrator na amostra aquosa, frequentemente, assistida por um agente dispersor. O
contato entre as fases extratora e dispersora € melhorado por agitagdo em vortex ou por
ultrassonificacdo, torna o processo da MELL mais répido e eficaz do que a extracdo liquido-
liquido convencional [12]. Depois da extracdo, as fases sdo comumente separadas por
centrifugacdo e a fase enriquecida, em geral gotas com volumes entre 10 e 50 pL, contendo
o(s) analito(s) de interesse pode ser diretamente analisada [12-13, 17-24]. Embora, solventes
extratores de alta densidade e toxicos como clorobenzeno, cloroférmio ou tetracloreto de
carbono foram usados na técnica original, o uso de incontaveis solventes menos e/ou nao
toxicos tem proporcionado diversas modificacdes na MELL, aumentando o campo para novas
aplicacdes da técnica [17-25].

Mesmo que a técnica MELL tenha sido descoberta em 2006, no Brasil seu uso ainda é
recente e, além disso, tem sido restrito o pré-tratamento de amostras aquosas, para analises de
analitos organicos, por técnicas cromatograficas. Ademais, pouco tem sido feito sobre a
aplicacdo do preparo de amostras bioldgicas e/ou uso da MELL em andlises por técnicas
eletroquimicas. Todavia, um grupo espanhol, vem explorando as potencialidades da técnica
de MELL e um método foi adaptado e utilizado para extracdo e pre-concentracao de 2,4,6-
trinitrotolueno [26] e mercdrio [27] em amostras aquosas. Nos dois trabalhos, os autores
propuseram evitar o uso da instrumentacéo eletroanalitica classica, com volumes excessivos
de eletrdlitos, mediante o desenvolvimento de uma técnica de preparagdo da amostra
miniaturizada, visando eliminar o efeito da matriz, alem da pré-concentracdo dos analitos até
atingir o limite de quantificacdo desejado. Nos dois estudos supracitados, na preparacdo da
amostra foi usada a MELL dispersiva com o liquido iénico (gerado in-situ) como extrator e

obtencdo de goticulas diretamente injetadas na superficie dos sensores eletroquimicos
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(eletrodos impressos com e sem modificacbes com nanoparticulas de ouro), cuja combinagdo
permitiu a determinagdo dos analitos em amostras de agua potavel e ambiental em nivel de
tracos.

Em outro trabalho, Oliveira e Trindade [28] desenvolveram uma metodologia para a
quantificacdo simultanea de trés fluoroquinolonas (FQs): levofloxacina (LEVO), norfloxacina
(NOR) and danofloxacina (DANO), utilizando a combinacdo da técnica de MELL assistida
por vortex e agitacdo mecanica a partir de um sistema miniaturizado. Neste trabalho, para
detectar as trés FQs, simultaneamente, em concentra¢des da ordem de 10° e 10® mol L foi
necessario associar a MELL a um tratamento matematico dos voltamogramas via segunda
derivada.

Mesmo com toda a inovacgdo e aprimoramentos aplicados na técnica [9, 26-28] se faz
necessario uma metodologia que envolva menos etapas, equipamentos, reagentes e que seja
mais simples. Seguindo essa mesma tendéncia de inovagdo, miniaturizagcdo e automacao o
objetivo deste trabalho estd em desenvolver uma célula eletroquimica, a qual permite a
combinacdo de técnicas como preparacdo de amostras - extracdo - e quantificacdo em uma
Unica etapa, ou seja, extracdo e quantificacdo in situ. Neste momento, esta proposta surge
como uma alternativa que possibilita empregar a técnica com maior praticidade comparando
com os sistemas convencionais de MELL,

Portanto, neste trabalho pretende-se, inicialmente, adaptar uma célula eletroquimica a
qual permite a realizacdo do método de microextracdo liquido-liquido no mesmo recipiente
onde serd feita a deteccdo eletroanalitica. A seguir, desenvolver uma metodologia
eletroanalitica para a aplicagdo na determinagdo de um antibiotico em amostras de interesse
socioambiental. Neste caso, a técnica de MELL in situ é inovadora e serd considerada como a
principal novidade desta proposta, uma vez gque, ndo consta na literatura algum trabalho que

utilize essa técnica associada a eletroanalise feitas em um Unico recipiente.

1.3 Solventes Eutéticos
Recentemente, estudos voltados para o desenvolvimento de solventes “verdes” tem se

destacado significativamente pelo fato de oferecerem vantagens em detrimento aos solventes
convencionais, como por exemplo, ndo serem toxicos e minimizam a geracdo de residuos
[29].

Os solventes eutéticos, também chamado de DES (do inglés Deep Eutectic Solvents), e
os liquidos ibnicos, LIs, sdo 0s que mais se destacam neste conceito. Esses solventes, que

apresentam caracteristicas fisico-quimicas semelhantes, sdo utilizados tanto no processo de
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sintese quanto de extracdo. Contudo, de acordo com Zhang [30], os DES sdo mais viaveis
quando comparados com os Lls, por serem de facil producgdo, baixo custo, atdxicos ou
toxidade quase nula, biodegradaveis entre outros aspectos favoraveis.

Os DES foram introduzidos desde 2003 por Abbott et al.[31], e a partir dai eles
receberam atencdo especial por dois motivos bésicos: simplicidade na sintese agregada a
elevada pureza e baixo custo. Estes solventes sdo formados por mistura de duas ou trés
substancias, geralmente a interacdo € entre um sal de aménio, chamado de receptor de ligagédo
de hidrogénio (HBA), e um doador de ligacdo de hidrogénio (HBD), que pode ser uréia,
amina ou &cido [30-32].

De acordo com relatos encontrados na literatura, a aplicagdo do DES ocorre de
diversas formas, por exemplo, na sintese organica, sintese de nano particulas, digestdo de
compostos inorganicos, procedimento de extracdo e na eletroquimica [32-33]. No entanto,
este é o primeiro trabalho a relatar os resultados obtidos com a utilizacdo do DES em um
sistema eletroanalitico que permite o procedimento de extracdo do analito e
subsequentemenete a sua quantificagdo em um Unico sistema (in situ), 0 que representa ser

bastante promissor por reduzir etapas de um procedimento convencional de MELL.

1.4 Aplicacéo - Antibidticos

Os medicamentos sdo essenciais a manutencdo da saude a nivel mundial, tendo em
vista que eles tém a funcdo de manter a qualidade de vida dos seres vivos, seja evitando ou
minimizando as doengas e epidemias. Diante de sua importancia, existem listas de
medicamento essenciais, que elencam os farmacos com maior nivel de prioridade na saide
publica [34].

Perante o grande consumo de medicamentos, os antibioticos tém se consolidado como
uma das mais receitadas classes de medicamentos, sendo empregado no tratamento de
diferentes infeccOes bacterianas graves ocasionadas em humanos e em animais [35]. Os
antibidticos, que podem ser classificados como compostos naturais ou sintéticos, 0s quais tém
a funcdo de inibir o crescimento ou provocar a morte das bactérias. Também devem
apresentar algumas caracteristicas que efetiva sua acao antimicrobiana, tais como: apresentar
um amplo espectro de atividade, tornar minimo os efeitos colaterais graves, minimizar ao
maximo a possibilidade dos micro-organismos gerar resisténcia, apresentar boa absorcéo e
excrecéo, ser eficaz independentemente do tipo de vias de administracdo, entre outras [36].

Os antibidticos tém seu marco na historia mundial apds a descoberta da penicilina, a

qual motivou incessantes pesquisas nesta area. A partir de uma ampla gama de estudos, em
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busca de mais agentes terapéuticos, surgem por volta de 1940 a 1960 algumas classes de
antibioticos para o tratamento de bactérias Gram-positivas [37-38].

Ja por volta dos anos 80, visando sintetizar antibidticos com efeito sobre as bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas surgem as fluoroquinolonas, uma classe derivada do acido
nalidixico [39].

1.5 Fluoroquinolonas
O 4cido nalidixico, Figura 1, descoberto acidentalmente em 1962, foi classificado

como um antimicrobiano da classe quinolona. As quinolonas foram divididas em quatro
geragdes, e o acido nalidixico, com a funcdo de inibir infec¢des de trato urinario, foi

classificado como uma quinolona de primeira geracao.

Figura 1. Formula estrutural do &cido nalidixico.

Fonte: Autor, 2016.

Diante das informacOes supracitadas, houve a necessidade de sintetizar um
medicamento mais eficaz, com maior atividade antimicrobiana. Nestas tentativas, foram
sintetizados trés novos antibioticos: acido piromidico, acido pipemidico e cinoxacina. Isso foi
possivel a partir da alteragdo do ndcleo quinol6nico. Posteriormente, surgem as quinolonas de
segunda geracdo, as chamadas fluoroquinolonas (FQs). A diferenga entre as quinolonas de
primeira e segunda geragdo estd na estrutura quimica, nesta Gltima geracéo foi introduzido na
posicdo 6 do anel um atomo de fltior e na posi¢cdo 7 um grupo piperazinil. Esta modificacdo
conferiu algumas propriedades que as tornaram vantajosas em relagdo a sua antecessora,
como: maior espectro de atividade, maior capacidade de penetragdo na célula bacteriana e

consequentemente uma farmacocinética melhor [39-41].
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Em geral, as quinolonas de segunda geracdo sdo utilizadas de forma notdria no
tratamento de doencas infecciosas geradas pelas bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
tais como: Mycoplasma, Chlamydia, Brucella e Mycoplasma [41-42].

A ciprofloxacina (CIPRO), Figura 2, pertencente a esta classe, é utilizada no combate
a doencas relacionadas ao trato urinario, trato gastrointestinal, pneumonia, algumas doencas
sexualmente transmissiveis, pele, ossos, tecidos moles, articulagfes, entre outras. Apos
administracdo por via oral, a ciprofloxacina na dosagem de 500 mg, atinge concentracGes
maximas no periodo de 60 a 90 minutos. Sendo a via urinaria o principal meio de eliminacéo

seguido da excregao fecal [43].

Figura 2. Férmula estrutural da fluoroquinolona Ciprofloxacina.
@)
F |

() A

E por fim, surge a terceira e quarta geracdo das quinolonas, as quais apresentam maior

OH

Fonte: Autor, 2016.

eficacia no combate as doencas de vias aéreas, aparelho gastrointestinal, pele, nas infeccbes
do trato urinario, aparelho respiratorio, infeccdes articulares e 0sseas e doencas sexualmente
transmissiveis [42].

As substancias de cada geracao das quinolonas sdo descritas na Tabela 1.
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Tabela 1. Classificagdo da quinolonas.

Geragao Agente Indicagdes Clinicas
Primeira geracéao Acido nalidixico Infecgdes do trato urinario
Cinoxacina

Acido piromidico

Acido pipemidico

Segunda geracdo Norfloxacina Infeccbes do trato urinario, infecgdes

(Fluoroquinolonas) Ciprofloxacina gastrointestinal, infec¢bes das vias areas,
Ofloxacina infeccdes articulares, algumas doencas
Enoxacina sexualmente transmissiveis, infeccdes da
Lomefloxacina pele entre outras.

Terceira geracdo Gatifloxacina Pneumonia e bronquite cronica.

(Fluoroquinolonas) Grepafloxacina

Levofloxacina
Esparfloxacina

Clinafloxacina

Quarta geracdo Trovalfloxacina Todas as indicagdes anteriores.
(Fluoroquinolonas) Moxifloxacina

Gemifloxacina

1.6 Antibioticos - residuos e contaminantes
Diante do uso indiscriminado desses agentes antimicrobianos surgem preocupagdes

inerentes ndo somente a salde humana, mas a contaminacdo do meio ambiente, diga-se do
solo, da agua, dos produtos alimenticios de origem animal e vegetal. A presenca insistente
desses residuos em locais inadequados pode propiciar um ambiente ideal para alta
proliferacdo das bactérias e consequentemente aumentar sua resisténcia frente a esses
antimicrobianos, além de sofrerem mutacGes que originam novas linhagens de bactérias
consideradas mais resistentes [38].

Além do risco a saude causado pelo uso indiscriminado de antibiéticos, como as FQs,
existe a possibilidade de contaminacdo ambiental. Tem sido relatado que alguns ecossistemas,
como efluentes, sdo alvos de despejos desses residuos, 0s quais permanecem por longos
periodos no meio ambiente influenciando significativamente na atividade dos microrganismos

do local contaminado [44-45]. Esses residuos que podem afetar a atividade bioldgica dos
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seres vivos sdo chamados de contaminantes emergentes, os quais sao considerados como uma
grande preocupacdo a nivel mundial, pois estudos revelam que baixas concentragdes de
antibioticos, na maioria dos ambientes naturais, sdo suficientes para o enriquecimento da
resisténcia de bactérias. Um exemplo é o estudo de Gullberg et al. [46] que revelaram a
existéncia de residuos de CIPRO na concentracdo de pg/mL, concentracdo essa que pode ser
encontrada em ambientes aquéticos e, sdo passiveis de promover a resisténcia de bactérias.
Desta forma, considerando os riscos ao meio ambiente e sobre a saude humana, o0s
antibioticos sdo vastamente estudados com indimeras finalidades. Entre estas, destaca-se o
desenvolvimento de métodos analiticos alternativos simples que se adaptem as necessidades
de analise de amostras mais complexas, como solos, biol6gicas (provenientes de humanos e
animais), mananciais, fluviais, entre outras. Neste trabalho, tem-se como objetivo detectar e
quantificar os residuos desses medicamentos, uma vez que nenhum método oficial é

recomendado para estas amostras.

1.7 Técnicas Eletroanaliticas
Diversas publicac6es envolvendo a quantificagdo de medicamentos utilizados para o

tratamento de diferentes tipos de infeccBes, cujas analises sdo aplicadas em amostras mais
complexas como sangue, plasma, urina, tecido humano e animal sdo reportados [47,48].

Dentre as metodologias alternativas para deteccdo e quantificacdo de FQs em amostras
biologicas e formulagGes farmacéuticas, as que envolvem meétodos cromatogréficos,
principalmente, a cromatografia liquida de alta eficiéncia CLAE com detec¢do UV/Vis, tém
sido as mais empregadas. Entretanto, os pesquisadores buscam alternativas para aperfeicoar
os sistemas de deteccdo, bem como a minimizacdo de interferéncias oriundas da matriz, isso é
possivel a partir de sofisticados procedimentos de tratamento das amostras antes das analises
[48-49].

As técnicas voltamétricas se destacam na determinacdo de farmacos por serem
consideradas de baixo custo, apresentarem alta sensibilidade, exigirem pouco tempo para
realizacdo das andlises, ser compativel com amostras consideradas turvas ou coloridas, as
quais ndo necessitam de complexos pré-tratamentos das amostras antes das analises [50-51].
Em relacdo as FQs é possivel o uso destas técnicas, visto que as substancias derivadas da
quinolona sdo eletroativas por apresentar um grupo carboxilico, um grupo carbonilico e
duplas ligacGes entre C-C, ou seja, a partir de reacGes de oxi-reducdo € possivel fazer a

quantificacdo das substancias derivadas dessa classe de antibidticos.
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1.7.1 Técnicas Voltamétricas
As técnicas voltametricas sdo bastante utilizadas devido as suas vantagens associadas

ao baixo custo do equipamento, facilidade de operagdo, simplicidade nos testes, boa
sensibilidade e detectabilidade e possibilidade de utilizag&o de instrumentos alternativos. Um
grande exemplo, de todos esses fatores citados acima, € o sistema eletroquimico utilizado
nesta pesquisa. O qual nédo foi dispendioso, tdo pouco complexo em relacdo a0 manuseio e
apresentou excelentes resultados.

A técnica eletroquimica de pulso diferencial (VPD) recebe destaque por ser uma das
técnicas mais sensiveis e apresentar bom limite de deteccdo. Permite fazer determinacGes
simultaneas, para a quantificacdo de trés ou mais substancias diferentes. Além da técnica de
VPD destaca-se a voltametria de onda quadrada (VOQ), a qual surgiu nos anos 50 a partir dos
estudos de Baker, todavia, foi considerada uma técnica limitada devido & necessidade de
tecnologia mais avangada, 0 que era quase impossivel para a época. Porém, nos anos 80 a
VOQ ganhou forca e foi muito utilizada devido a sua rapidez nas medidas e sensibilidade
analoga ou até superior a VPD. Por exemplo, enquanto em uma andlise, a VPD requer
minutos para ser finalizada a VOQ gera resultados em apenas segundos [52].

A voltametria ciclica é indispensavel nos estudos iniciais relacionados ao
comportamento voltamétrico do analito de interesse. Permite, em uma Unica medida, indicar
se 0 analito sofre transferéncia eletroquimica reversivel ou irreversivel em uma reacéo redox,
além de fornecer informacdes sobre a existéncia de rea¢fes quimicas acopladas ao processo

eletroquimico.

Com relagdo as técnicas eletroquimicas, mesmo sendo reportado que sejam
apropriadas para analise direta de amostras complexas sem a necessidade de preparo prévio,
em alguns casos, o pré-tratamento é fundamental e indispensavel. Principalmente, quando se
trata de uma amostra que contenha baixissimas concentra¢es do analito de interesse, a qual
necessita de uma pré-concentracdo para obtencdo de uma quantificacdo satisfatoria e com o

minimo de interferéncia [18, 53-55].
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2 OBJETIVOS

Desenvolver, pela primeira vez, métodos de preparo de amostras empregando-se
técnicas de microextracdo liquido-liquido assistida por agitacdo mecénica, tendo como
solventes extratores: liquidos ibnicos e solventes eutéticos para uso em sistema eletroquimico
adaptavel ao conjunto de extracéo e deteccéo (in situ).

Associar  microextracdo as  tecnicas  eletroanaliticas para  proporcionar,
respectivamente, o ajuste do volume e pré-concentracdo do analito de interesse a partir de
amostras altamente diluidas.

Estudar o comportamento voltamétrico da CIPRO mediante o uso de técnicas
voltamétricas em meio aquoso e/ou organico/aquoso sobre a superficie do eletrodo
convencional de carbono vitreo acoplado a nova célula eletroquimica, a qual permite a

extracdo e quantificagdo do analito em uma Unica etapa.



23

3 PARTE EXPERIMENTAL
3.1 Reagentes, Solucdes e Amostra

3.1.1 Reagentes
O padrdo da fluoroquinolona, ciprofloxacina, utilizado no estudo foi obtido pela

Sigma-Aldrich, lote BCBJ9941V, com grau de pureza de 98%.

Os solventes eutéticos utilizados foram: cloreto de colina:acido malénico ([Ch]CI :
Mal (1:1)), cloreto de colina:acido p-toluenossulfonico ([Ch]CI : p- TsOH (1:1)) sintetizados
no laboratério da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD) do estado de Mato
Grosso do Sul - MS. Os liquidos ib6nicos foram: hexafluorofosfato de 1-hexil-3-
metilimidazoélio (Fluka) e hexafluorofosfato de 1-butil-3-metilimidazolio todos obtidos com a
Sigma-Aldrich.

Os reagentes: acido acético (Vetec), acido bdrico (Vetec), acido fosférico (Sigma-
Aldrich), &cido férmico (Dinamica), formiato de amonio (Sigma-Aldrich), acetato de aménio
(Vetec) e acido sulfarico (Vetec) foram utilizados no preparo das solucbes de eletrdlito
suporte. Para obtengéo dos diferentes valores de pH da solugdo tampdo, o mesmo foi ajustado
com hidroxido de amdnio (Vetec).

A 4gua utilizada nos experimentos foi ultrapurificada (condutividade superior a 0,055

uS cm™) com um sistema de purificacio osmose reversa (Gehaka, modelo OS 10LXE).

3.1.2 Solugdes
A solucédo estoque da CIPRO utilizada nas medidas eletroquimicas foi preparada na

concentragdo de 1,0x102 mol L, dissolvendo-se quantidade apropriada de CIPRO em agua
ultrapura obtida em um sistema de osmose reversa e algumas gotas de acido acético (Vetec).
As solucdes de trabalho nas concentragdes que variaram de 1,0x10® a 1,010 mol L™ foram
obtidas a partir da adicdo de aliquotas de solucGes nas concentragfes de 5,0x10* e 2,0x10™
mol L, preparadas a partir da solugdo estoque, diretamente na célula eletroquimica contendo
o eletrolito suporte.

A solucdo do tampdo Britton-Robinson (tampédo B-R), utilizada como eletrolito de
suporte, foi preparada a partir da mistura de acido acético, acido fosférico e acido borico,
todos na concentragio de 0,04 mol L1, Para o ajuste de pH que variou na faixa de 2,0 & 9,0 foi
utilizada uma solucdo de hidroxido de amonio a 10% (v/v). O tampédo acetato, na
concentragdo de 1,0x102 mol L foi preparado pela dissolucio da massa apropriada de

acetato de amdnio em &cido acético, enquanto que o tampédo formiato, na concentracdo de
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1,010 mol L%, correspondeu a dissolucdo do sal formiato de aménio e acido férmico em

agua ultrapura.

3.1.3 Amostra

A amostra utilizada no estudo, agua da torneira, foi coletada no Laboratorio de
Eletroanalitica e Pesquisa em Biocombustiveis (LAE&PEBI0) da Universidade Federal da
Grande Dourados — MS.

3.2 Equipamentos
Para realizacdo dos experimentos voltamétricos e aquisi¢do dos dados, utilizou-se um

potenciostato/galvanostato AUTOLAB PGSTAT 204 (Metrohm), conectado a um notebook e
controlado pelo software NOVA versdao 1.11. Foi utilizada uma célula eletroquimica de
compartimento Unico com capacidade de 30 mL, contendo uma tampa de teflon com orificios
para insercdo dos eletrodos (Figura 3). O sistema de eletrodos foi composto por um eletrodo
auxiliar de fio de platina (Pt) enrolado em espiral, um eletrodo de referéncia de Ag recoberto
com AgCI (KCI 3,0 mol L) imerso diretamente na solugdo e o eletrodo de carbono vitreo (2
mm de didmetro) atuando como eletrodo de trabalho. Todas as medidas para ajuste de pH
foram realizadas em um pH-metro digital (HANNA/Modelo HI 1110B).

Na Figura 3 € apresentada uma ilustracdo da célula de extracdo/eletroquimica
desenvolvida para atender aos objetivos desta proposta, a qual apresenta uma configuracédo
simples e adaptacdes para uso no sistema MELL. Esta célula possui potencialidade para ser
usada de modo simples e com maior praticidade, uma vez que o mesmo recipiente é usado
tanto para extragdo quanto para deteccdo, utilizando eletrodos convencionais.

Assim, o sistema proposto difere dos sistemas convencionais de MELL, nos quais
todos os processos sdo realizados separadamente e ap0s a obtencdo da fracdo enriquecida,
exigem-se adaptacdes no sistema eletroquimico convencional para ndo haver diluicdo da
fragdo (microgotas) antes da eletroanalise. Neste dispositivo, Figura 3, pretende-se evitar
diluicdo do analito e diminuicdo das etapas do processo e, desta forma, a detec¢cdo dos analitos
de interesse é realizada imediatamente ap6s o procedimento de extracdo (in situ). Para atender
aos objetivos propostos, utiliza-se como solventes extratores, liquidos mais viscosos como 0s
liquidos i6nicos e DES, os quais sdo de alta densidade e sdo relativamente bons eletrdlitos.

Nesta célula totalmente adaptada € utilizada uma haste metalica conectada a um motor
de impressora, ao alimentar este dispositivo com fonte de corrente continua 12 V e ajuste da
poténcia, a solucdo € agitada promovendo a interacdo entre o solvente extrator e o analito

presente na amostra. Esta etapa é fundamental para ocorrer a dispersdo do dispersor pela
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amostra e pré-concentrar o analito de interesse analitico. A velocidade da agitacdo é
controlada por uma fonte com ajuste de poténcia, cuja velocidade varia de 700 a 4000
rotacbes por minuto. Apds a agitacdo o sistema deve ficar em repouso para que a fracéo
enriquecida com o analito decante sobre a superficie do eletrodo, entdo um sistema de
arrefecimento de temperatura foi montado, como ilustra a Figura 3E, a fim de favorecer essa
etapa. A célula foi envolvida por um frasco de plastico com uma entrada e saida de gua as
quais foram conectadas a uma bomba de aquario, estando imersa em um recipiente com agua
gelada com temperatura media de 4,0°C, para resfriamento imediato do sistema. A Figura 3F

representa o sistema completo da célula eletroquimica utilizada neste estudo.
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Figura 3. Célula eletroquimica utilizada nos experimentos: (A) e (B) célula parcialmente montada,
(C) vista do interior da célula com os eletrodo de trabalho de carbono vitreo, contra eletrodo de fio de
platina em espiral e o eletrodo de referéncia de Ag/AgCl, (D) eletrodo de trabalho de carbono vitreo,
(E) ceélula eletroquimica com a amostra pronta para quantificacdo do analito e (F) sistema
eletroquimica montado contendo todos os dispositivos para extracdo e eletroanalise.

Fonte: autor, 2016.
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3.3. Procedimento experimental

3.3.1 Experimentos Voltamétricos
As medidas voltamétricas foram realizadas utilizando-se o eletrodo de carbono vitreo

(ECV) adaptado a célula eletroquimica contendo 20 mL de solucdo do eletrélito suporte.
Posteriormente, a solugdo foi submetida a agitacdo por uso de uma haste metélica adaptada
com um motor de impressora sobre a celula, apos a agitacdo ser cessada foi feita uma pausa
de 5 segundos e, em seguida, foram efetuadas as medidas, mediante varredura em um
intervalo de potencial pré-estabelecido. Apds o registro de voltamogramas para a solugdo do
eletrolito suporte, uma aliquota da solugdo estoque da CIPRO e/ ou do DES foi adicionada a
célula, e um novo voltamograma foi registrado, de acordo com o mesmo procedimento
descrito anteriormente. Os voltamogramas foram obtidos pelas seguintes técnicas: voltametria
ciclica, voltametria de pulso diferencial e voltametria de onda quadrada. Ressalta-se que, ao
se utilizar a técnica de voltametria ciclica a solugdo foi submetida a desaeragcdo por 10
minutos, com nitrogénio (White Martins).

Para reestabelecer a superficie do eletrodo de carbono vitreo, a solucdo foi submetida a
agitacdo por 2 minutos apds cada medida voltamétrica. Todas as medidas foram obtidas em

triplicata, sendo os resultados correspondentes & média aritmética dessas medidas.

3.3.2 Determinacdo de ciprofloxacina em amostra de dgua da torneira

A amostra de agua da torneira foi coletada no Laboratério de Eletroanalitica e
Pesquisa em Biocombustivel (LAE&PEBI0) da Universidade Federal da Grande Dourados
(UFGD) do estado de Mato Grosso do Sul — MS. Aliquotas desta dgua foram utilizadas para
preparar a solucdo do eletrélito de suporte, o tampdo B-R em pH 3,0, e foi submetida a
anlise. Posteriormente, essa solucio foi enriquecida com CIPRO na concentragio de 1,0x1078
mol L™, a qual ficou armazenada em um frasco de vidro e sob refrigeracio. Para a realizagdo
da anélise do pico de oxidagéo da analito de interesse, um volume de 20 mL foi transferido
para a célula eletroquimica, em seguida diferentes quantidades de DES, variando-se de 20 a
120 mg, foram adicionadas a célula. Antes de realizar a medida, a solugdo ficou sob agitacdo
por 5 minutos, depois por mais 5 minutos sob arrefecimento de temperatura (5,0 °C). Para
efeito de comparacéo, a pré-concentracao eletroquimica também foi realizada com a amostra
enriquecida com CIPRO, com a aplicacdo de 0,4 V por 200 segundos. Os voltamogramas
foram registrados de acordo com os melhores parametros instrumentais e experimentais

previamente otimizados.
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4 RESULTADO E DISCUSSAO

4.1 Comportamento voltamétrico da CIPRO
Inicialmente, os estudos foram direcionados para a avaliagio do comportamento

voltamétrico da CIPRO sobre a superficie do eletrodo de carbono vitreo em sistema
eletroquimico convencional. As técnicas voltamétricas utilizadas foram: voltametria ciclica
(VC), voltametria de onda quadrada (VOQ) e a voltametria de pulso diferencial (VPD). Na
Figura 4, observam-se 0s voltamogramas obtidos com a técnica de voltametria ciclica, 0s
quais foram registrados utilizando-se como eletrélitos suporte o tamp&o BR 0,04 mol L, com
valor de pH igual a 3,0, e o cido sulfarico na concentragdo de 1,0x107mol L.

De acordo com a Figura 4 (voltamograma a), ndao ha ocorréncia de picos para o
registro do voltamograma na presenca apenas do eletrdélito suporte, enquanto que na Figura 4
(voltamograma b), usando o &cido sulfarico (1,0x10° mol L) como eletrélito suporte,
observa-se a existéncia de um pico com potencial de 1,33 V vs. Ag/AgCl, resultante da
oxidacdo eletroquimica da CIPRO em concentracdo de 1,25x10° mol L*. Similarmente, na
Figura 4 (voltamograma c), registrado apenas em meio de tampdo TBR pH 3,0 como
eletrolito suporte, ndo h& ocorréncia de picos, entretanto, no voltamograma d verifica-se
apenas um pico anddico em potencial de 1,24 V vs. Ag/AgCI, também atribuido a oxidacédo da
CIPRO (1,25x10° mol L™). De acordo com os estudos prévios, observa-se apenas picos
anddicos para registro de voltamogramas em ambos os eletrélitos, os quais foram atribuidos a
oxidagdo do grupo piperazinil presente na posicdo C-7 do anel quinoldnico (Figura 2) [56,
57]. Além disso, ndo ha ocorréncia de pico catodico na varredura reversa, regido entre 0 e
1,50 V vs. Ag/AgCI, indicando que o processo eletrodico para a oxidacdo da CIPRO é
irreversivel.

Avaliando-se o intervalo de potencial de 0 a -1,00 V vs. Ag/AgCl, ap6s varredura de
potencial no sentido inverso, os voltamogramas ciclicos registrados sdo caracterizados pela
ocorréncia de picos catdédicos com potenciais de -0,52 V (voltamograma b) e -0,62 V
(voltamograma d). Entretanto, estes picos sdo significativamente reduzidos e alargados
quando comparados aos picos nos voltamogramas registrados na regido anddica (Figura 4,
voltamogramas b e d). Além disso, como o objetivo deste trabalho € propor uma técnica de
extracdo in situ, na qual haverd monitoramento do tempo de extracdo sob agitacdo constante,
sera dificil evitar a entrada de oxigénio na célula e esta falta de controle podera prejudicar as

analises caso a reducéo seja o foco neste estudo. Assim sendo, somente o pico verificado na



29

regido anddica foi escolhido para medidas posteriores e 0s parametros inerentes ao sistema

foram avaliados.

Figura 4. Voltamogramas ciclicos, registrados para a oxidagéo de 1,25x10° mol L de CIPRO em
meio de: H,SO4 1,0x10° mol L na (a) auséncia e (b) presenca de CIPRO; Tampao BR pH 3,0 na (c)
auséncia e (d) presenca de CIPRO. Parametros da técnica: velocidade de varredura (v) = 150 mV st e
incremento de potencial (AEs) =4 mV.
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Fonte: autor, 2016.

Posteriormente, para efeito de comparacgdo, foram realizados estudos com as técnicas
de voltametria de pulso diferencial (VPD) e onda quadrada (VOQ) para a oxidagdo
eletroquimica da CIPRO. Esse estudo tem como objetivo testar outros modos de aplicacdo de
pulsos de potenciais e, mediante a comparagdo da intensidade dos sinais, escolher a técnica
com maior detectabilidade para desenvolver um método eletroanalitico mais sensivel. Os
voltamogramas apresentados na Figura 5A e B indicam que a VPD (voltamogramas b),
quando comparada com a VOQ (voltamogramas d), € a melhor técnica por fornecer uma
maior intensidade de corrente de pico, tanto em meio de acido sulflrico H2SO4 1,00x10 mol
L (Figura 5A) quanto em meio de tampéo B-R pH 3,0 (Figura 5B). Diante destes resultados,
a VPD foi escolhida para as medidas posteriores e 0os parametros inerentes a esta técnica

foram avaliados.
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Analisando a Figura 5, verifica-se ainda que o potencial de oxida¢do da CIPRO é
deslocado para regido de maior potencial (~1,20 V vs. Ag/AgCl) quando é utilizado 0 H2SO4
1,0x10° mol L como eletrdlito suporte (Figura 5A), enquanto que na presenca do tampao B-
R (Figura 5B) o potencial de pico esta deslocado 0,10 V (~1,10 V vs. Ag/AgCl) para regido
de menor potencial. Embora seja uma pequena diferenca, este deslocamento de potencial para
regido de menor valor de potencial, ajuda na definicdo da linha de base (na presenca de
matrizes) bem como evita qualquer comprometimento causado pela proximidade com a
oxidacdo do préprio eletrélito suporte.

Diante dessas consideracOes, observa-se que a otimizagao das condi¢des experimentais
e instrumentais devera ser realizada com o objetivo de melhorar o perfil voltamétrico e obter
uma maior intensidade da corrente de pico, visando propdsitos analiticos quantitativos de

determinacdo da CIPRO em amostras de interesse socioambientais.

Figura 5. Voltamogramas registrados (com corre¢do da linha base) para oxidagéo de 1,25x10° mol L
! de CIPRO, sendo A H,SO, 1,0x10° mol L como eletrdlito suporte (meio 4cido) e B tampéao B-R
0,04 mol L pH 3,0 (meio tamponado), tendo a VPD para a e b na auséncia e presenca de CIPRO,
respectivamente e VOQ para ¢ e d na auséncia e presenca de CIPRO, respectivamente. Condic¢Ges
para VPD: amplitude (Esw) = 100 mV; incremento de potencial (AEs) = 6 mV; largura do pulso (t,) =
0,025 s; tempo de pulso (t) = 0,3 s e para VOQ: Esw= 25 mV; AEs =4 mV e frequéncia (f ) 10 Hz.
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Fonte: autor, 2016.

4.2. Influéncia do eletrdlito suporte e pH
Considerado como uma solucdo de substéncias idnicas, o eletrdlito suporte, que

geralmente tem sua concentracdo cerca de cem vezes maior que as demais espécies presente
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no sistema eletroquimico, apresenta propriedades vantajosas quando se trata de estudos
eletroanaliticos. Por exemplo, promove alta solubilidade e uma boa condutividade elétrica a
solucdo, porém, o mesmo deve ser quimicamente inerte, isto €, deve ter uma estabilidade que
0 impeca de reagir com substancias presentes no sistema eletroquimico, sejam essas
substancias eletroativas ou ndo eletroativas. Contudo, é valido ressaltar que deve haver
critérios na escolha de um eletrélito suporte, uma vez que o mesmo pode influenciar de
diferentes formas nas propriedades da solucdo e na interface eletrodo-solucdo [58]. Sendo
assim, é importante saber das particularidades da(s) substancia(s) estudada e do sistema
eletroanalitico a fim de obter os melhores resultados. A escolha do eletrélito suporte foi
baseada na obtencdo do melhor sinal voltamétrico resultante da oxidacéo da substancia em
estudo. Entende-se como bom sinal, correntes de pico com maior intensidade, estabilidade e
picos ligeiramente separados e bem definidos.

De acordo com os estudos realizados (Figura 6), verificou-se que o tampédo B-R na
concentracéo de 0,04 mol Lt e pH 3,0 promoveu maior influéncia na intensidade da corrente
de pico, com um perfil voltamétrico melhor definido, quando comparado com o tampéo
formiato (TF) e o &cido sulfarico, nas concentragbes de 1,0x102 e 1,0x10° mol L7,
respectivamente. Neste caso, observou-se a ocorréncia de uma corrente de pico com maior
intensidade para registro de voltamogramas tendo o tampao B-R como eletrélito suporte
(Figura 6, voltamograma a), seguido do TF Figura 6 (voltamograma b) e uma corrente de pico
com menor intensidade quando na presenca do acido sulfurico (Figura 6 voltamograma c)
como eletrdlito suporte. Os voltamogramas registrados na presenca do acido acético e tampéao
acetato ndo constam na Figura 6, pois os mesmos ndo foram eficientes como eletrélito suporte
além de ndo ser detectada a presenca de pico da CIPRO. Isso indica que estas solu¢fes ndo
apresentaram as propriedades essenciais de uma solucdo de eletrolitos suporte, tais como
reduzir a resisténcia do meio, aumentar a condutividade elétrica do sistema, favorecer a
condugdo da corrente, minimizar o efeito da dupla camada elétrica entre interface eletrodo-
solucgéo entre outros. Portanto, considerando que a intensidade de corrente € maxima com o
uso do tampdo B-R pH 3,0, esta condicdo foi adotada para atender aos propositos analiticos
guantitativos. Ademais, justifica-se a escolha deste tampé&o, pois comportamento similar foi
observado em trabalho anteriormente publicado com estudos voltametricos envolvendo

algumas fluoroquinolonas [5].
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Figura 6. VPD registrados (com correcdo da linha base) para oxidagdo de 6,24x107 mol L de
CIPRO em meio de: (a) tampao B-R pH 3,0; (b) TF 1,0x102 mol L; (c) H2SO4 1,0x10° mol Lt e (d),
(e) e (f) branco para os respectivos eletrolitos suporte . Pardmetros: AEs = 6 mV; Esw = 100 mV; t, =
0,025s;t=0,3s.
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Fonte: autor, 2016.

O efeito da variacdo do pH (entre 2,0 e 9,0) na resposta voltamétrica também foi
estudado e obtido a partir da voltametria de pulso diferencial para a oxidacdo da CIPRO sobre
a superficie do eletrodo de carbono vitreo em meio de tampdo B-R 0,04 mol L. De acordo
com a Figura 7A, a corrente de pico de oxidagdo para a CIPRO tem um maximo em valor de
pH igual 3,0 e a partir do pH 4,0 a corrente diminui consideravelmente. Na Figura 7A,
observa-se ainda que a maior intensidade de corrente para a FQ estudada é obtida em pH =

3,0, o qual foi mantido constante nos estudos posteriores. Essa ocorréncia, de acordo com
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Diab et al [6], € devido a CIPRO em pH baixo apresentar-se na forma catiénica o que facilita
a transferéncia eletrénica quando comparada a meios eletroliticos com pH neutro e/ou bésico.

Com relagdo ao potencial de pico (Ep) para oxidacdo eletroquimica da CIPRO, em
concentragdo 1,25x10°® mol L%, verifica-se que houve um deslocamento consideravel em
funcdo do aumento de pH. Como observado na Figura 7B, houve deslocamento do potencial
para valores menos positivos com a diminuigdo do pH. Este deslocamento com o aumento do
pH, indica que existem reacdes de protonacdo acopladas aos processos transferéncia
eletrbnica, 0 que esta concordante com o observado na literatura [7, 57]. Além disso, na
Figura 7B, observa-se intervalos lineares com pontos de intersec¢do em um valor de pH,
aproximadamente, igual a 7,0. Em um gréafico de potencial de pico versus pH, 0s pontos de
interseccdo entre duas regides esta relacionado com o pKa da substancia em estudo, portanto
estd associado as mudancas na protonacdo dos grupos funcionais da molécula [5]. Diante
disso, de acordo com o valor de intersec¢do no pH 7,0, pode considera-lo como sendo o pKa
para dissociacdo do grupo carboxilico da FQ.

Figura 7. Influéncia do pH na resposta da (A) corrente de pico (l,) e na resposta do (B) potencial de
pico (Ep) para oxidacéo eletroquimica de 1,25x107° mol L™t CIPRO sobre a superficie ECV em meio
de tamp&o BR 0,04 mol L (pH 2,0 — 9,0). Parametros da técnica: AEs = 6 mV; Eqw = 100 mV; t, =
0,025s;t=0,3s.
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4.3. Estudo da limpeza do eletrodo
Considerando a necessidade da limpeza da superficie do eletrodo de carbono vitreo,

entre cada medida, a fim de eliminar a adsorcdo e inativacdo por produtos resultante do
processo eletroquimico, estudos foram conduzidos com o objetivo de minimizar essa
interferéncia na resposta eletroquimica. Nesse sentido, foi constatado que a agitacdo da
solucdo renova satisfatoriamente a interface do eletrodo e minimiza o efeito da adsor¢do do
produto eletrogerado. A Figura 8A e B, mostra voltamogramas obtidos com duas solucdes de
eletrolito de suporte, sendo &cido sulfarico (Figura 8A) e de tampdo B-R (Figura 8B),
respectivamente. Foi feita a primeira medida, registrada pelo voltamograma a, em seguida
foram realizadas duas medidas sucessivas sem a limpeza do eletrodo, voltamogramas b e c,
evidenciando a diminuicdo da intensidade da corrente de pico apds as varreduras sucessivas
devido a adsor¢do do produto eletrogerado na superficie do ECV. Por fim, outra medida foi
realizada ap0s a agitacdo da solucdo do eletrolito por 2 minutos, voltamograma d, no qual
observa-se que a intensidade da corrente de pico gerada é praticamente semelhante a
observada no voltamograma a. Diante destes resultados, fica evidente que a agitacdo da
solucdo promove a limpeza da superficie do eletrodo, indicando que a cada medida se faz
necessario a agitacao da solucdo para obtencdo de resultados mais reprodutiveis.

O tempo de agitacdo da solucdo, necessaria para promover uma limpeza mais eficaz da
superficie do eletrodo, também teve influéncia na intensidade da corrente de pico. Os estudos
revelaram que ao agitar a solucdo por 2 minutos a reprodutibilidade é maior, como pode ser
verificado na Figura 9 para o &cido sulfarico (Figura 9A) e tampdo B-R (Figura 9B) como

eletrolitos de suporte, respectivamente.
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Figura 8. VPD para oxidacdo 1,25x10° mol L de CIPRO em meio (A) a H.SO4 1,0x10° mol L e
(B) de tampao BR 0,04 mol L, sendo (a) medida imediatamente ap6s o polimento do ECV e imerséo
na célula eletroquimica, (b) e (c) medidas sucessivas sem a limpeza do eletrodo e (d) medida apo6s
agitacdo da solugdo para limpeza do ECV. Parametros: AEs = 6 mV; Esw = 100 mV; t, = 0,015 s; 1 =
0,3s.
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Figura 9. VPD registrados para oxidacdo de 2,5x10° mol L de CIPRO em meio de (A) H,SO.
1,010 mol L* e (B) em meio tampédo B-R 00,4 mol L* pH 3,0 com diferentes tempo de agitacdo da
solugdo. Pardmetros: AEs =6 mV; Esw =100 mV; t,=0,015s; t=0,3 s.
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Associado ao estudo do tempo de agitacdo da solugcdo em busca da renovagdo da

superficie do ECV, também foi estudada a influéncia da velocidade de agitacdo da solugédo do
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eletrolito suporte mediante o estudo da rotacdo por minuto (rpm). Foi constatado que 700 rpm
foi o ideal para promover a limpeza da superficie do eletrodo, pois valores menores ndo foram
eficientes na renovacéo da superficie, enquanto que valores superiores a 1200 rpm ndo foram
viaveis por gerar muita turbuléncia na solucéo, implicando em perda de solucéo para fora da

célula.

4.4. Estudo da repetibilidade de medidas
Considerando a influéncia na repetibilidade de deteccdo da CIPRO apds varias

medidas, foi realizado um estudo para verificar a precisdo das medidas bem como a
ocorréncia de contaminacdo da superficie do ECV. Foram realizadas 30 medidas com
intervalos de agitacdo equivalente a 2 minutos entre cada medida (Figura 10A). O
voltamograma b (Figura 10A) representa a primeira medida, enquanto que o voltamograma c,
que apresenta uma corrente de pico menor, representa a décima medida. No voltamograma d,
é verificada a vigésima medida e, por fim, o voltamograma e a trigésima medida. Nota-se que
apos 10 medidas a intensidade da corrente sofre uma pequena diminuicdo, indicando que, ha
uma perda consideravel de corrente devido a contaminacdo da superficie do ECV. Entretanto,
apos 20 medidas (com intervalos de agitacdo entre cada medida) a intensidade da corrente de
pico aumenta gradativamente até atingir o valor inicial (voltamograma b), indicando que a
atividade da superficie do ECV ¢ reestabelecida. Na Figura 10B, que representa a influéncia
do numero de medidas na resposta da corrente de pico, também verifica-se que houve o
reestabelecimento da superficie eletrddica, comprovando que a agitagdo entre cada medida é
uma etapa fundamental para prosseguir com o0s estudos.

Neste estudo a média da corrente de pico proveniente da oxidacdo da CIPRO foi de
3,16 WA com DPR de 14,21 %. Diante desse estudo pode-se inferir que apds 30 medidas, a
atividade da superficie do ECV ndo fica comprometida, porém, em muitas medidas
consecutivas houve necessidade de limpeza da superficie do eletrodo para reestabelecer a sua

atividade.
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Figura 10. Influéncia na efetividade da superficie do ECV apds 30 medidas com intervalos de 2
minutos entre cada medida. VPD registrados para oxidacdo de 1,25x10 mol L de CIPRO em meio a
tampéo BR 0,04 mol L-1 pH 3,0. ParAmetros: AEs = 6 mV; Esw =100 mV; ;t, =0,025s;1=0,35s.
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4.5. Otimizacao dos parametros experimentais e instrumentais

Os parametros operacionais da técnica de VPD foram submetidos a otimizacdo em

busca da melhora na detectabilidade mediante melhora na intensidade da corrente de pico. O

estudo dos parametros instrumentais das técnicas voltamétricas tem sido de grande

importancia, pois influenciam consideravelmente no perfil do voltamograma bem como na

intensidade do pico [8]. Por exemplo, a variacdo da Esw para baixos valores fornece picos

estreitos e bem definidos. Assim, o comportamento voltamétrico da CIPRO foi avaliado com

a VPD, sobre a superficie do ECV, mediante a variacdo de alguns parametros, tais como

incremento de potencial (AEs), amplitude de aplicagéo dos pulsos de potencial (Esw), largura

do pulso (tp) e tempo de aplicacdo dos pulsos de potencial (t), em busca da melhor condigéo

de trabalho para a determinacdo deste analito.
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Na Tabela 2 estdo reunidos, além dos pardmetros instrumentais apos a otimizacdo de
todos os parametros supracitados, também os pardmetros experimentais, como: o tipo de
eletrolito suporte e o pH. Na escolha da melhor condicdo de trabalho considerou-se aqueles
parametros, cujos valores apresentassem melhora significativa na intensidade do sinal sem

comprometer a largura do pico a meia altura (W1/2), nomeada como resolu¢do voltamétrica.

Tabela 2. Pardmetros experimentais e instrumentais otimizados para a determinagdo da CIPRO por
V/PD.

Parametros estudados Tipo ou intervalo testado Otimizado
Técnica voltamétrica VC, VPD, VOQ VPD
Eletrélito de suporte TBR, H2SO4, TF, TAc, HAC TBR

pH (tampéo BR) 2,0-9,0 3,0
Incremento de potencial (AEs) 4,0:;6,0;8,0; 10 mV 6,0 mV
Amplitude de pulso (Esw) 50; 75; 100; 125 mV 100 mV
Largura do pulso (tp) 15; 25; 40; 50 ms 25 ms
Tempo de pulso (1) 75; 100; 200; 300; 600 ms 300 ms

4.6 Curva analitica

Usando as melhores condicdes de trabalho, estudos foram realizados em diferentes
concentracfes de CIPRO (Figura 11, insercdo) para obtencdo da curva analitica (Figura 11),
cujos parametros obtidos para esta curva estdo reunidos na Tabela 3. A partir dos parametros
de confiabilidade analitica obtidos da curva analitica, observa-se duas regides lineares, uma
entre 0,15 e 1,50 umol L (n = 7) e outra entre 2,49 e 8,60 umol L (n = 5), cujas equacgdes
de regressao linear podem ser obtidas com os dados reunidos na Tabela 3.

Para a obtencdo do Limite de Deteccdo (LOD) e o Limite de Quantificacdo (LOQ),
foram utilizadas as equacdes 1 e 2, respectivamente, em que (SDa) representa o desvio padréo
do intercepto, obtido a partir de trés medidas, e (b) representa o coeficiente angular na
equacao de regresséo linear [45].

LOD =3xSDa/b Q)

LOQ = 10xSDa/ b )

Os valores obtidos para o0 LOD e LOQ foram apenas para a regido de interesse
analitico (regido A), sendo 1,0x107 mol L para o LOD e 3,0x107 para o LOQ, indicando
que o sistema eletroquimico possibilita a utilizagdo da metodologia proposta para a
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quantificagio desse analito na amostra de interesse. E evidente que, na auséncia da etapa de
pré-concentragdo o intervalo linear € satisfatorio para deteccdo da CIPRO, com um
coeficiente de correlacdo (r) maior do que 0,998 (n = 7). No entanto, o LOD foi de apenas
1,0x10" mol L™ e o LOQ 3,0x10" mol L™ (primeira regio linear) e, nesta condi¢do, ndo

permite determinar diretamente a CIPRO em amostras contendo apenas residuos deste analito.

Figura 11. Dependéncia da corrente de pico anodica (lpa) em funcéo do aumento da concentragdo de
CIPRO. Medidas obtidas sobre a superficie do ECV em solugdo tampao BR 0,04 mol L em pH 3,0.
Parametros da técnica: AEs = 6 mV; Esw = 100 mV; t, = 0,025 s; T = 0,3 s. Inser¢do: VPD registrados
para as diferentes concentragdes de CIPRO apos utilizagdo das melhores condicdes de trabalho.
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Fonte: autor, 2016.
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Tabela 3. ParAmetros quantitativos do método eletroanalitico para determinagdo de CIPRO utilizando
ECV e VPD.

CIPRO

Parametros . .

Regido A Regiédo B
Faixa Linear (umol L) 0,15-1,50 2,49 — 8,60
Intercepto (LA) 0,364 1,401
DP do intercepto 0,003 0,077
Inclinagdo (WA L pmol™) 1,00x10° 3,67x10°
Coeficiente de correlagdo 0,994 0,996
LOD (umol LY) 0,10
LOQ (umol L) 0,30

DP = desvio padrdo

4.7 Determinacgdo da CIPRO em amostra de 4gua da torneira

O objetivo do uso de solventes de alta densidade como o DES é obter uma microgota
(enriquecida com o analito) formada no fundo do recipiente e depositada sobre a superficie do
eletrodo de trabalho. Neste caso, a CIPRO, ap0s extracdo e pré-concentracdo serd analisada
diretamente por técnicas voltamétricas em concentragdo satisfatoriamente detectavel. Deste
modo, para efeitos de comparacdo uma pré-concentracdo eletroquimica também foi feita, um
método convencionalmente utilizado para a quantificacdo de substancias eletroativas quando
a concentracao € baixa.

O método desenvolvido para determinacdo da CIPRO foi aplicado em amostra de agua
da torneira, a qual foi enriquecida com padrdo da FQ, como descrito no procedimento
experimental (secdo 3.3.2). A Figura 12 mostra as respostas voltamétricas obtidas a partir do
estudo da amostra de agua da torneira antes e ap0s as etapas de pré-concentragdo. Sendo a
Figura 12A sem corre¢édo da linha base e a Figura 12B uma combinagéo entre a correcdo da
linha base com a segunda derivada, esse processamento matematico foi feito a fim de
melhorar o perfil voltamétrico e detectar satisfatoriamente o analito de interesse. Na Figura 12
(voltamograma a) € apresentado o voltamograma para a eletroanalise somente da agua da
torneira (branco), o qual é caracterizado pela auséncia de picos, indicando que uma analise
eletroquimica convencional, para a deteccdo de tragos do analito FQ, sem nenhum tipo de
tratamento ndo é possivel. Similarmente, na Figura 12 (voltamograma b), voltamograma

obtido para a eletroanalise de uma amostra de dgua da torneira enriquecida com 1,0x10® mol
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Lt de CIPRO, verifica-se que ndo h& picos que caracterize um processo faradaico do analito
de interesse. Assim, fica comprovado que na auséncia de qualquer etapa de pré-concentracéo,
a quantificacdo por eletroanalise direta da CIPRO em amostras contendo apenas residuos
deste analito é comprometida e se faz necessario a aplicacdo de uma alternativa analitica para
reverter essa condig&o.

De acordo com as informagdes supracitadas e com a possibilidade de realizacdo da
pré-concentracdo eletroquimica antes da eletroanalise, estudos também foram realizados
utilizando-se esta alternativa. Na Figura 12(voltamograma c), é apresentado o voltamograma
registrado apds pré-concentracdo eletroquimica em potencial de 0,40 V vs. Ag/AgCl ap6s um
periodo de 200 s, tempo de pré-concentracdo, estes valores foram baseado no trabalho de
Oliveira e Trindade [28], em seu trabalho os analitos utilizados foram antibiéticos da mesma
classe da CIPRO, fluoroquinolonas, os quais apresentam propriedades fisico-quimicas
semelhantes. Verifica-se que, mesmo com a etapa de pré-concentracao eletroquimica nédo é
observado pico voltamétrico para a CIPRO na regido de potencial estudado, comprovando que
ndo ocorre a deteccdo do sinal de oxidacdo deste fArmaco nesta condicdo de analise. Além
disso, a pré-concentracdo eletroquimica tem uma desvantagem relacionada a passivacdo da
superficie do eletrodo, pois durante as analises produtos eletrogerados podem aderir a
superficie do eletrodo dificultando o processo de transferéncia eletrénica [59,60].

Por fim, a Figura 12 (voltamograma e) reune o registro de voltamograma ap6s o
procedimento de pré-concentracdo usando o dispositivo de microextracdo liquido-liquido in
situ (célula mostrada na Figura 3) e o solvente extrator de alta densidade, DES. De acordo
com o exposto na Figura 12 (voltamograma e), fica evidente que, nesta condi¢do de pré-
concentracdo, o sistema adaptado e o DES promovem a pré-concentracdo do analito uma vez
gue ha ocorréncia de dois picos bem definidos atribuidos a oxidacdo da CIPRO. Contudo,
diferentemente do observado anteriormente para a eletroanalise da CIPRO na auséncia da
matriz, observa-se dois picos, o primeiro com potencial de 1,13 V e o segundo com potencial
de 1,39 V vs. Ag/AgCl. Tal como sugerido por Martin e colaboradores [61] para estudo da
cinética e mecanismos de oxidagdo da CIPRO em superficies de hematitas, ambos o0s picos
(Figura 12, voltamograma e) foram atribuidos a oxidacdo das aminas, grupos existente no anel
piperazinil ligados na posicdo 7 do anel quinolonico da CIPRO, Figura 2 [61].

O voltamograma d da Figura 12 foi registrado para fins de comprovacéao da eficiéncia
do processo, no qual, esta representada a pré-concentracdo usando o dispositivo de
microextracdo liquido-liquido in situ com a amostra de agua da torneira isenta do analito de

interesse. Portanto, verifica-se que ndo ha ocorréncia de picos na eletroanalise da amostra do
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branco, provando que o solvente DES quando usado como extrator, extrai preferencialmente a
CIPRO.

Figura 12. VPD registrados sobre a superficie do ECV sem (A) correcdo da linha base e (B) com
corregdo da linha base associada a segunda derivada das curvas voltamétricas. (a) solugdo tampdo B-R
0,04 mol L (pH 3,0) preparado com agua da torneira - amostra, (b) amostra enriquecida com 1,0x10°8
mol L de CIPRO, (c) amostra enriquecida com CIPRO e pré-concentracdo eletroquimica (potencial
de pré-concentracdo de 0,4 V e tempo de pré-concentracdo de 200 s, (d) amostra + DES (e) amostra
enriquecida + DES. Pardmetros da técnica: AEs = 6 mV; Esw = 100 mV; t, = 0,025s; 1 =0,3s.
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Fonte: autor, 2016.

De acordo com os resultados obtidos fica evidenciado que a metodologia desenvolvida
é viavel e apresenta vantagens, visto que a extracdo e quantificacdo do analito utilizando o
DES ocorreram em apenas uma etapa (célula eletroquimica adaptada), ndo necessitando de
transferéncia de aliquotas entre as etapas. Todo o procedimento teve um tempo de duracdo de
10 minutos entre extracdo e quantificacdo. Ao comparar esse procedimento com outras
metodologias desenvolvidas utilizando a microextragdo liquido-liquido [26, 27], fica notdrio
que ha vérias vantagens, dentre elas: diminuicdo da quantidade de etapas do processo, uso de
um Unico solvente, sem transferéncia de aliquotas da amostra de uma etapa para a outra e
reducdo do tempo, demonstrando, portanto que esta metodologia € promissora com
desempenho analitico altamente satisfatdrio.

A Figura 13 mostra as respostas voltamétricas obtidas para a oxidagdo da CIPRO,
sendo a Figura 13A voltamogramas com a corre¢do da linha base e aplicacdo do

procedimento de segunda derivada, obtidas apds a andlise de amostras de agua da torneira
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contendo 0,01, 0,02 e 0,03 pmol L* de CIPRO. No registro do voltamograma a (Figura 13A)
ndo hé ocorréncias de picos que possam interferir na analise eletroanalitica, no voltamograma
b, tem-se picos anddicos referentes a primeira adi¢dao, da mesma forma, o voltamograma c e d,
apresentam picos voltamétricos bem definidos para as respectivas adi¢fes do padrdo. De
acordo com os voltamogramas da Figura 13 pode-se inferir que o comportamento
voltamétrico da CIPRO ndo foi afetado por possiveis espécies interferentes presentes na agua
da torneira.

A curva de adicdo de padréo na Figura 13B foi obtida a partir das respectivas correntes
de pico, sendo cada ponto representativo da média aritmética de trés determinacdes analiticas,
a qual apresenta linearidade satisfatoria. A aplicabilidade do método se baseia na recuperagéo
obtida a partir da curva de adi¢cdo de padrdo (Figura 13B). Nesta aplicacdo, a recuperacdo do
analito de interesse foi de 92 %, considerado um valor satisfatorio. Portanto, os estudos
iniciais referentes a aplicacdo da microextracdo adaptada, indica que o método desenvolvido é
promissor e pode ser empregado para quantificacdo da CIPRO em amostras reais, uma vez

que os valores estdo dentro de uma faixa aceitavel.
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Figura 13. Voltamogramas de pulso diferencial registrados sobre a superficie do ECV em solucéo
tampdo B-R 0,04 mol L (pH 3,0) preparado com agua da torneira para oxidacdo da CIPRO em
diferentes concentragdes contendo 120 mg de DES, sendo: (a) amostra contaminada com 1,0x10 mol
L de CIPRO sem adicdo do DES, (b) amostra contaminada com 1,0x10® mol L* de CIPRO + 120 mg
de DES, (c) e (d) adicéo sucessiva de 1,0x10® mol L de CIPRO (A) com correcéo da linha base e (B)
Curva de adicéo de padrdo. Parametros da técnica: AEs = 6 mV; Esw = 100 mV; t, =0,025s; t=0,3s.
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Adicionalmente, na Tabela 4 é apresentado os valores de recuperacdo relativa, bem
como os valores de porcentagem do desvio padrdo relativos (DPR) obtidos para a amostra de
agua da torneira com diferentes quantidades de DES. O valor da recuperacdo relativa foi
calculado como a relagdo entre os valores de corrente de pico da amostra real e da agua
ultrapura, com o analito nas concentracdes de 1,0x108 e 5,0x10° mol L. Como é possivel
observar na Tabela 4, recuperagOes relativas variaram de 22 a 112 % ao analisar amostra de
agua contendo 1,0x10® mol L de CIPRO com os valores de DPR entre 3,0 e 40 %
demonstrando, portanto, que a melhor condicéo de estudo foi verificada ao se utilizar 80 mg
do DES, pois gerou uma recuperacdo relativa de 99% e o desvio padréo relativo de 4,7%.
Enquanto que valores de recuperag0es relativas entre 22 e 65 % foram encontrados ao analisar
a amostra contendo 5,0x10° mol L* de CIPRO com DPR variando de 0,7 a 5,6 %,
evidenciando que a quantidade ideal de DES para extracdo do analito € de 40 mg. Nota-se que

a amostra contendo a menor concentracdo do analito (5,0x10° mol L) apresentou uma
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recuperacdo melhor ao utilizar uma menor quantidade de DES, enquanto que a outra amostra
apresentou bons resultados ao utilizar o dobro de DES. Portanto, diante dos resultados é
notavel que a quantidade do DES influéncia fortemente no comportamento voltamétrico da
CIPRO e na eficiéncia de extracdo. Testes utilizando amostra de 4gua da torneira contaminada
com 1,0x10° mol L CIPRO também foram realizados, porém os resultados obtidos n&o
foram satisfatorios em termos de precisdo e exatiddo, por isso 0s mesmos ndo constam na
Tabela 4.

Tabela 4. Resultados obtidos para a recuperacéo relativa da CIPRO, presente em amostras de agua da
torneira e dgua ultrapura.

1,0x10% / mol L™ 5,0x10°/ mol L1
Amost Quantidade de
mostra 3 =
DES / mg Recuperacdo/ DPR/ Recuperacdo/ DPR/
% % % %
120 116 3,0 22 5,6
Agua da 80 99 4,7 55 7,1
torneira 40 39 21 65 0,7

20 22 40 54 2,2
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos estudos realizados neste trabalho, e com a obtencéo dos resultados tendo o
tampdo B-R como eletrdlito suporte, fica evidente de que o sistema proposto — célula
eletroquimica adaptada tanto para eletroandlises quanto para microextracdo liquido-liquido in
situ —, pode ser utilizada para a determinacdo da CIPRO em amostras ambientais
empregando como técnica voltamétrica a VPD. Considerando que o sistema proposto é novo
e ainda requer avangos nos estudos, a recuperacdo obtida para o analito é aceitavel
demonstrando desempenho promissor para aplicacdo na determinacdo deste farmaco em
amostras de aguas altamente diluidas.

A utilizacdo desta técnica eletroanalitica é recomendada devido ao baixo custo, facil
manuseio do equipamento, por apresentar elevada sensibilidade com valores satisfatdrios de
precisdo e exatiddo, sendo esses parametros altamente vantajosos quando comparado com
outros métodos analiticos que na maioria sdo dispendiosos. Outra vantagem apresentada pela
célula eletroquimica proposta é a sua praticidade, permitindo que 0s processos de extracao e
deteccdo sejam realizados no mesmo recipiente e com apenas uma etapa, enquanto que na
MELL convencional esses processos sdo feitos em vérias etapas, 0 que pode acarretar em
perdas de tempo e do analito. Portanto, a utilizacdo desta célula € promissora por possibilitar a
eliminacdo das varias etapas em um sistema MELL, reduzir o tempo de analise e a
probabilidade de erros, tornando o método mais confiavel e com possibilidade de futuros

estudos para uso in loco (portabilidade).
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