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RESUMO

Um procedimento baseado na extragao liquido-liquido (ELL) e separacao de
fases usando microextragao liquido-liquido em alta temperatura induzida por sal com
agitacao magnética (MELL-AT-CS-AM), do inglés phase separation using magnetic-
stirring salt-induced high-temperature liquid-liquid microextraction (PS-MSSI-HT-
LLME) foi desenvolvido para extrair e pré-concentrar ciprofloxacina (CIPRO) e
enrofloxacina (ENRO) a partir de amostras de alimentos (carne de frango e leite).
Inicialmente, o procedimento usando a MELL foi usado para extrair as FQs de
amostras de alimentos de origem animal, em que a diluigao foi realizada para reduzir
o efeito de interferéncias abaixo de um limite toleravel. Em seguida, utilizou-se o
procedimento de MELL-AT-CS-AM adaptado que permitiu a re-extracao e posterior
pré-concentragdo dos analitos de interesse nas amostras acidificadas/ diluidas para a
sua quantificacdo simultdnea em baixo nivel de concentracdo. Para melhorar a
separagdo dos picos sobrepostos (na detecgdo simultdnea), um procedimento
matematico envolvendo a derivada de segunda ordem seguida da corregéo da linha
base foi usado considerando que a voltametria de pulso diferencial foi empregada
como técnica de deteccdo em todas as medidas. Essas alternativas permitiram
determinar as FQs de interesse em amostras de alimentos de origem animal em um
nivel de 0,80 a 2,00 ymol L~" (carne de frango), com valores de recuperagio
superiores a 80,5%, bem como na amostra de leite em nivel de 4,00 pmol L=" com

valores de recuperacao proximos de 70,0 %.



ABSTRACT

A procedure based on the liquid-liquid extraction (LLE) and followed by phase
separation using magnetic stirring salt-induced high-temperature liquid-liquid
microextraction (PS-MSSI-HT-LLME), was developed to extract and pre-concentrate
ciprofloxacin (CIPRO) and enrofloxacin (ENRO) from food samples (chicken meat and
milk). Initially, an LLE procedure was used to extract fluoroquinolones (FQs) from food
samples of animal origin. The procedure allowed the extraction and dilution of the
samples by bringing the interfering effect to a tolerable limit. Then, the procedure of
PS-MSSI-HT-LLME was used, which allowed the re-extraction and subsequent pre-
concentration of the FQs of interest, of the acidified and diluted samples, for their
subsequent simultaneously quantification in low levels of concentration. To improve
the separation of the overlapping peaks (in the simultaneous detection), a
mathematical approach involving the second order derivative followed by the baseline
correction considering that differential pulse voltammetry was employed as a detection
technique in all measurements These alternatives allowed the determine of FQs in
food samples of animal origin at a level of 0.800 to 2.00 umol L' (chicken meat), with
recovery values higher than 80.5%, as well as in the milk sample at 4.00 pmol L-" with

recovery values close to 70.0%.



SUMARIO

1.0 INTRODUGAO ..ot 19
2. OBUETIVOS ...ttt ettt e e a e e ee e 21
2.1. ODbJELVO GEIAl ... 21
2.2. Objetivos ESPECITICOS. . uuuuii i i 21
3.0 REVISAO DA LITERATURA . .....ooiiieeeeeeeee et 22
3.1 ANLIDIOICOS ... 22
3.2 Quinolonas e FIuoroquinoloNas ...............euueeueiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeieieeeeeeeeeeeeees 22
3.3 Métodos de deteccao relatados nas farmacopéias ..........cccceeeeeeeieeeinnnnen. 27
3.4 Métodos VOIAMELIICOS ... 29
3.4.1 Voltametria de pulso diferencial..............ccooomiiiiiiiiiiiiiicce e, 30
3.4.2 Voltametria de Onda Quadrada............c.uueeeiiiiiiiiiiiiceee e 31
3.5 Recursos aliados as técnicas Voltamétricas ...........ccccccceeeiiiiiciiiieeeeeen. 33
3.6 Utilizagao de Surfactantes ..........coouuueiiiiiiiiiiiccc e, 33
3.7 Processamento matematico das curvas voltamétricas.............ccccceeeenenn. 34
3.8 Planejamento e analise de experimento ...........cccooeeeeiiiiiiiiicii e, 35
3.9 Planejamento fatorial completo............ooooiii 37
3.10 Metodologia de superficie de resposta ...........cceeeiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee, 38
3.1 Preparo de amostra ... 40
4.0 PARTE EXPERIMENTAL ...ooiiiiiiiie ettt 43
4.1 Reagentes € SOIUGOES ........cooovviiiiiiiiiii 43
4.2 INSTrUMENTAGAO......cei e e 43
4.3 Experimentos VOItametricos ... 44
4.4 Aplicagdo da segunda derivada via corre¢do da linha base..................... 44
4.6 Coleta das amOStras.........uuuuuuuiiiiiiiiiiii 45
4.7 Preparo das amoStras ......coovvveeiiieeiices e 45

4.7.1. Preparacao da amostra realizada para extrair FQs (Extragao direta) .......... 45



4.7.2. Proposta de re-extragcao usando o método MELL-AT-CS-AM...........ccc........ 46

4.8 Tratamento de dados usando o tratamento maior € melhor (MM), do inglés
(Larger-the-best = LTB) .....cccoiiiiiiiee et e e e e e e e e e eeees 48
4.9 Planejamento fatorial .............cooooiiiiiii e, 49

4.10 Emprego de dispositivo para o preparo de amostra............cccceeeeeveiinnens 50

5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO .....cooiieeeeeeceeeeeeeeeeeee e, 52

5.1 Eletro-oxidagdo de CIPRO e ENRO na superficie de eletrodo de carbono

vitreo 52
5.2 Estudos VoltametriCoS ...........uuviiiiiiiiiiii e 54
5.2.1 Estudos dos parametros inerentes a VPD .........cccoooeeiiiiiiiiiiii e, 55
5.2.2 Estudos dos parametros inerentes @ VOQ.............uuueuiiimiiiiiiiiiiiieiiiininnnnns 57
5.3 Comparacao dos resultados obtidos por Voltametria de pulso diferencial e

Voltametria de Onda quadrada. .............uueiiiiiiiiiiic e 60
54 Estudo da variagao de pH do eletrélito suporte...........ccccvveeeiiiieiiieiinnnnn. 61
55 Estudos da influéncia de surfactantes na resposta voltamétrica .............. 64
5.6 Procedimentos matematiCos. ...........oooiuiiiiiiiiiiiiie 65
5.7 Equipamento para extragao.............coovveiiiiiiiii 72
5.8 Condicdes de trabalho e obtencao da curva analitica.............ccccve... 73
59 Preparo da amostra via microextracao liquido-liquido ..............ccccceeee. 78
5.10 Desempenho eletroanalitico com e sem MELL-AT-CS-AM...................... 85
5.11 Desempenho analitiCo ... 86

5.12 Comparacgao entre metodologia proposta no presente trabalho com outras

metodologias propostas para a determinagao de CIPRO € ENRO ............coovviiciiiiiienieenn, 89
8.0 CONCLUSODES ...t ettt 93
7.0 REFERENCIAS ...t 94

8.0 ANEXOS ... 101



19

1.0 INTRODUGAO

A terceira revolugao industrial, ocorrida a partir da década de 70, foi
responsavel por promover uma maior interagéo da triade ciéncia/tecnologia/industria,
0 que resultou em incontaveis beneficios a sociedade por meio do desenvolvimento
nas mais diversas areas como a medicina e a industria de farmacos. O uso de novas
tecnologias proporcionou a descoberta de novas formas de diagndsticos e avangos
na producado de medicamentos, os quais tém sido responsaveis nao so6 pela melhoria
na qualidade de vida da populagdo como também no aumento da expectativa de
vida (Aminov, 2010).

No entanto, este cenario de desenvolvimento frenético na industria
farmacéutica, teve como consequéncia a produ¢ao de uma variedade de compostos
de diversas classes sem levar em conta os possiveis impactos ambientais causados
pelo uso indiscriminado. Diversos estudos relatam que, apesar dos incontaveis
beneficios do uso de farmacos tanto em humanos como em animais, estes compostos
acabam se tornando um problema ambiental devido ao acumulo de suas formas
inalteradas em ambientes naturais. (Hirsch et al., 1999, Crane et al., 2009 ,Kimmerer,
2009).

Dentre os contaminantes, que de alguma forma sao descartados em ambientes
naturais, destacam-se os antibiéticos, hormdnios e agrotéxicos. O que torna estes
compostos vildes da contaminacdo ambiental € a elevada estabilidade quando estao
no meio ambiente, sendo os ambientes aquaticos, que sao importantes devido a
crescente falta de agua potavel no mundo, os mais afetados por essas classes de
contaminantes.

Atualmente o controle de farmacos € feito por agéncias de vigilancia que

utilizam as farmacopeias como fonte de pesquisa de métodos de analise. As principais
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farmacopéias mundiais ndo oferecem nenhum método oficial para a determinagao
quantitativa de residuos de Cifloxacina e Enrofloxacina em amostras biologicas
complexas. Dentro desta perspectiva, € de extrema importancia o desenvolvimento
de métodos eletroanaliticos simples, rapidos e confiaveis, para controle de qualidade
dos produtos farmacéuticos e monitoramento da concentracdo de drogas em

alimentos e amostras de interesse socioambiental.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Estabelecer um procedimento de extragdo com separacédo de fases baseada
em microextragao liquido-liquido assistida por ultrassom induzida por sal (MELL-AT-
CS-AM), do inglés phase separation based on ultrasound assisted, salt-induced,
liquid—liquid microextraction (PS-USLM), para a determinagdo de ciprofloxacina
(CIPRO) e enrofloxacina (ENRO) em amostras de alimentos (frango e leite), por meio

das técnicas de voltametria de pulso diferencial (VPD) e de onda quadrada (VOQ).

2.2. Objetivos especificos
1. Avaliar os parametros voltamétricos, de determinagao para obter uma melhor
resposta voltamétrica, tanto em intensidade de corrente de pico quanto em perfil

voltamétrico, com vistas a se obter uma maior sensibilidade da técnica;

2. Aplicar método matematico que permita a separacao de picos e possibilite a

deteccao simultdnea de CIPRO e ENRO;

3. Planejamento estatistico dos experimentos utilizados na otimizagdo dos
parametros da extragdo (MELL-AT-CS-AM), com vista a diminuir o numero de

experimentos assim como o0s custos;
4. Otimizagao dos parametros experimentais da extracdo MELL-AT-CS-AM;

5. Aplicar o procedimento otimizado em amostras de produtos agropecuarios
(leite e carne de frango).
6. Comparar a metodologia proposta para a determinagéo de CIPRO e ENRO

em amostras complexas.



22

3.0 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Antibiéticos

Antibiéticos ou antimicrobianos sao substancias naturais, sintéticas ou semi-
sintéticas que possuem capacidade de inibir o crescimento ou causar a morte de
bactérias (Aminov, 2010). Essas substancias estdo presentes em nosso dia a dia
desde que o pesquisador Alexander Fleming no final na década de 20 descobriu o
primeiro antibiético, a penicilina (“Nossa capa”, 2009). Estas substancias podem ser
bactericidas, quando tem efeito mortifero sobre a bactéria, ou bacteriostatico quando
se interrompe a reprodugao ou inibe o metabolismo.

Os primeiros bactericidas descobertos eram produzidos por fungos, como é o
exemplo da penicilina. Porém devido ao amplo desenvolvimento da area existem
também antibidticos sintetizados ou alterados em laboratérios farmacéuticos para
evitar resisténcias e diminuir efeitos colaterais (Appelbaum e Hunter, 2000).

O tratamento com antibidticos requer prescricdo médica e sua ingestdo
indiscriminadamente pode causar reagdes adversas. No entanto, estes medicamentos
podem ser ingeridos de maneira indireta, ou seja, nao intencional, por meio do
consumo de agua e alimentos contaminados, o que também pode provocar reagdes
adversas, muitas vezes com efeitos potencializados pela combinagdo com outras

espécies contaminantes presentes na natureza (“Nossa capa”, 2009).

3.2 Quinolonas e Fluoroquinolonas

As quinolonas sao derivados do acido nalidixico que pertencem a classe dos
antibidticos usados no tratamento das infeccbes bacterianas. A evolugdo das
quinolonas se deu na década de 60 a partir da descoberta do acido nalidixico,

conforme Figura 1. Desde entdo, diversos estudos reportaram a modificagdo na
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estrutura deste composto com objetivo de alterar as propriedades farmacocinéticas e
as atividades microbianas das quinolonas (Oliveira, de e Trindade, 2016a). Os
resultados mais promissores foram obtidos com a introdugdo do grupo piperazinico
na posicao 7 (R7) e a substituicdo do hidrogénio por um atomo de fluor na posicéo 6
(Re) do anel quinolénico Figura 1 (Golet, Alder e Giger, 2002a). Estas modificacbes
representaram um grande avango no combate as bactérias gram-negativas
(Appelbaum e Hunter, 2000a, Bryskier e Chantot, 1995a, Naber, 2001, Zhanel et al.,

1999, Takemura e Hayakawa, 2001).

Figura 1. Féormula estrutural do acido nalidixico.

R O O

Alguns critérios sao utilizados para a classificagdo das quinolonas (Haraguchi,
2000, Tillotson, 1996, Bryskier e Chantot, 1995b) que, em geral, sdo agrupados em
quatro geragdes (Tabela 1). As referéncias que tratam a respeito do tema diferem em
relagdo aos integrantes de cada uma das familias, de forma que as informagdes aqui

apresentadas relatam a classificagdo atual e menos divergente.



Tabela 1 - Classificagéo da quinolonas por geragéo.
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12 GERACAO

22 GERACAO

32 GERAGCAO

42 GERACAO

Acido Nalidixico
Acido pipemidico
Cinoxacino

Flumequina

Norfloxacina
Lomefloxacino
Pefloxacino
Ofloxacino

Ciprofloxacino

Levofloxacino
Sparfloxacino
Moxifloxacino

Gatifloxacino

Gemifloxacino
Trovafloxacino
Clinafloxacino

Sitafloxacino

Garenoxacina

lemofloxacina

flevofloxacina

As primeiras quinolonas sintetizadas, que em sua maioria ndo sao fluoradas,
acabaram por formar a primeira geragao de quinolonas, com excec¢ao da flumequina.
Esses farmacos possuem um espectro de acéo limitado além de uma rapida inducao
a resisténcia bacteriana.

A partir da sintese da norfloxacina com a modificagdo do anel quinolénico na
posicao 6, todas as novas quinolonas passaram a ser chamadas de fluoroquinolonas
(FQs) dando inicio assim a segunda geracao de quinolonas. Essas “quinolonas
fluoradas” tiveram um consideravel aumento do seu potencial no tratamento de um
grande numero de doencgas infecciosas devido ao largo espectro de acédo contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Confrontando as capacidades bactericidas e bacteriostaticas da FQs de
primeira e segunda geragdo, nota-se que as quinolonas de primeira geracgao
apresentam maior tendéncia a produzir espécies resistentes, assim como uma menor
lipossolubilidade, o que acaba por Ihe conferir estreito volume de distribuicdo e
consequentemente menor potencial farmacolégico (Tillotson, 1996, Lesher et al.,
1962, (Appelbaum e Hunter, 2000a), Bryskier e Chantot, 1995b).

A terceira geracdo das quinolonas apresenta, frequentemente, aceitaveis

propriedades farmacocinéticas que englobam alta biodisponibilidade, boa penetragéo
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celular e elevado tempo de meia vida. Com excecao da lemofloxacina e flevofloxacina
estas FQ’s sdo mais ativas contra bactérias Gram-positivas, podendo ser utilizadas
com maior eficacia no tratamento de infec¢des das vias aéreas. Apresentam também
boa eficacia terapéutica em adultos nas infec¢gdes do trato urinario, aparelho
respiratoério, trato gastrointestinal, peles, tecidos moles, infecgdes articulares e ésseas
assim com também doencas sexualmente transmissiveis (Haraguchi, 2000, Bush e
Macielag, 2000, Bush e Macielag, 2000, Tillotson, 1996).

A quarta geracao de FQs surge devido ao aumento da resisténcia bacteriana
aos farmacos anteriormente sintetizados. A inser¢ao de um grupo metoxi na posigcao
R8 originou os compostos gemifloxacina e travofloxacina. Essa alteragdo permitiu
reduzir o efluxo da célula bacteriana e aumentar a poténcia contra Staphylococcus
spp. e Streptococcus spp., resistentes a outras quinolonas (Fukuda et al., 2001).

As FQs também tém sido aplicadas no tratamento de doengas como mastite,
metrite, pododermatite, enterites secundarias, infecgdes urinarias, colibacilose,
salmonelose, pasteurelose, pleuropneumonia, rinite atréfica. Sendo esses
tratamentos realizados em equinos, bovinos, suinos, caninos, felinos, cuniculares e
pisceos (Ginsburg, Grosset e Bishai, 2003).

Diante da diversidade de aplicacdo desses medicamentos, e com a
consequente disponibilidade devido ao crescimento da industria farmacéutica, o uso
desses antibidticos em larga escala ocasionou a contaminagdo de inumeros
ambientes naturais, dando assim origem a um problema global (Frade et al., 2014a,
Rutgersson et al., 2014, Li et al., 2013, Zou et al., 2011, Adachi et al., 2013, Lillenberg
et al., 2010, Done e Halden, 2015, LaPara et al., 2015). E importante notar que, entre
70 e 90% do que ndo € metabolizado permanecendo nos tecidos, ou descartado no

meio ambiente.
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Em outro contexto importante também salientar que de acordo com alguns
trabalhos da literatura (Brown, 1996, Hernandez-Arteseros, Compané e Prat, 1998,
Murillo Pulgarin, Alaidn Molina e Mufioz Fernandez, 2008, Ebert et al., 2011, Huang

et al., 2006), pode-se concluir que a Ciprofloxacina (CIPRO) é o principal metabolito

da Enrofloxacina (ENRO), (Figura 2) o que torna importante um estudo que permita a
deteccgao simultdnea de CIPRO e ENRO.
A B

Figura 2 - Estruturas quimicas de ciprofloxacina (CIPRO, A) e enrofloxacina (ENRO, B).

I~

Estudos desenvolvidos em diversas partes do mundo (Frade et al., 2014b,
Rutgersson et al., 2014, Li et al., 2013, Zou et al., 2011, Adachi et al., 2013, Lillenberg
et al., 2010, Done e Halden, 2015, LaPara et al., 2015) mostram a presenca de
fluoroquinolonas (FQ), como também de seus metabdlitos, em niveis consideraveis
em amostras aquaticas e agricolas, além de alimentos de origem animal. Também
tem sido reportada a contaminacdo do meio ambiente por FQs decorrente das

atividades da industria farmacéutica.
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Em um trabalho desenvolvido por Rutgersson e colaboradores (2014) foram
realizadas analises por CLAE com detec¢cao MS/MS, de sedimentos e aguas naturais
de uma regi&o da india com atividade industrial farmacéutica bastante desenvolvida.
Segundo os autores as fluoroquinolonas foram detectadas em amostras coletadas em
até 3 Km de distancia dos pontos de contato dos efluentes da industria com o meio
ambiente, o que evidencia a contaminacdo dos ambientes naturais por esses

farmacos decorrente da atividade farmacéutica.

3.3 Métodos de deteccao relatados nas farmacopéias

As especificagdes de qualidade dos produtos farmacéuticos, desde as matérias
primas até a embalagem final, os pré-requisitos de qualidade do principio ativo, as
especialidades farmacéuticas produzidas ou usadas no Brasil e no exterior, assim
como as metodologias de analises, sao regulamentadas através das farmacopeias.
Os trabalhos em torno dessas especificagdes auxiliam a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) no controle de qualidade de medicamentos e insumos
para saude.

Algumas farmacopeias utilizam técnicas analiticas instrumentais simples para
quantificacdo de principios ativos de medicamentos a base de FQs. Os métodos
oficiais recomendados pelas farmacopeias para determinacdo de FQs estao

apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Técnicas analiticas recomentadas pelas principais Farmacopeias, utilizadas como referéncia

para determinacdo de FQs.

Farmacopéia Técnicas empregadas Referéncias
USA CLAE (The United States Pharmacope, 1985)
BR CLAE, espectrofotométria e (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria,
potenciometria 2010)
UK Espectroscopia (regido do UV) ou (Pharmacopoeia, 1998)
potenciometria

CLAE = Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia; UV = Ultravioleta Visivel, USA= Estados Unidos da América,
BR=Brasil, UK= Inglaterra.

Na farmacopeia Britdnica, uma das técnicas recomendadas para controle
desses farmacos é a potenciometria, técnica de baixo custo e que apresenta certas
similaridades aos métodos voltamétricos, muito utilizado no controle de qualidade de
farmacos e ndo na determinacdo em amostras complexas.

A Farmacopeia Britanica também recomenda que as formulacbes
farmacéuticas sejam analisadas por espectroscopia na regido do ultravioleta ou
titulacdo potenciométrica para determinagdao do acido nalidixico, sendo este ultimo
procedimento também empregado na determinagao de norfloxacina.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é a técnica indicada pela
Farmacopeia Norte-Americana para analises de formulacbes farmacéuticas com
objetivo de determinar a cinoxacina e a ciprofloxacina. De modo similar, a
Farmacopeia Brasileira, Parte |l da 5a edi¢do, disponibiliza trabalhos referentes a
analise de formulagcbes, as quais descrevem metodologias de quantificagdo
empregando a CLAE com detecgdo espectrofotométrica e também os métodos

potenciométricos.
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Observa-se que, com excegao da potenciometria, os métodos oficiais
empregados para analises de preparagbes farmacéuticas e monitoramento da
qualidade do medicamento envolvem apenas técnicas cromatograficas e
espectrofotométricas. Essas farmacopeias nao oferecem nenhum método oficial para
a determinagdo quantitativa de residuos desses medicamentos em amostras
biolégicas complexas, por ndo ser o interesse dos 6rgaos que desenvolvem esses
documentos, os quais poderiam trazer resultados relevantes para o acompanhamento
da toxidade desses medicamentos tanto no meio ambiente como em individuos
expostos a essas contaminagdes. Dessa forma se faz necessario o conhecimento das
técnicas analiticas empregadas na detecgao dessas substancias para se obter uma

proposta adequada para a deteccao desses farmacos em amostras complexas.

3.4 Métodos voltamétricos

Métodos voltamétricos sao técnicas eletroquimicas cujas informacdes
qualitativas e quantitativas de determinada espécie quimica sédo obtidas a partir do
registro de voltamogramas assim como curvas corrente-potencial, feitas durante a
eletrélise dessa espécie em uma cela eletroquimica (Trindade e Zanoni, 2009). Para
tanto aplica-se um potencial variavel com o tempo para uma célula eletroquimica e
medimos a corrente resultante em funcéo desse potencial. A célula eletroquimica, na
qual o experimento voltamétrico é realizado, consiste de um recipiente contendo um
eletrodo de trabalho, um eletrodo de referéncia e, geralmente, um contra eletrodo. A
técnica voltamétrica mais antiga é a polarografia, e a partir desta, varias outras
técnicas voltamétricas foram desenvolvidas, de modo que essas técnicas tém seus
principios fundamentais e aplicagbes derivados da polarografia (Silva, da, Trindade e

Ferreira, 2006).
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Nessa perspectiva, os métodos voltamétricos despontam como alternativas
atraentes devido a vantagens como: baixo custo relativo, possiblidade de pre-
concentracgao (exclusivo dos métodos voltamétricos), sensibilidade, rapidez de analise
e simplicidade na sua execugao. Além disso, sao capazes de fornecer informagdes do
mecanismo de reacgao e a cinética dos processos eletrodicos envolvidos. Dentro desse
contexto se fez necessario um estudo das técnicas de voltametria de pulso diferencial
(VPD) e Voltametria de onda quadrada (VOQ) por essas técnicas serem
potencialmente mais sensiveis e desta forma apresentarem um potencial de aplicagéao

maior nas analises a serem feitas.

3.4.1 Voltametria de pulso diferencial

A Voltametria de Pulso Diferencial (VPD) é utilizada tanto para andlises
quantitativas como para estudar os mecanismos, a cinética e a termodinamica das
reagoes eletroquimicas (Wang, 2006). A forma de pulso empregada na VPD é
proveniente da polarografia de pulso diferencial (PPD). Sendo que na polarografia o
potencial é aplicado na forma de pulso essa atende a requisitos do sistema
eletroquimico empregado (onde o eletrodo de trabalho € um eletrodo gotejante do
mercurio). Assim a adaptagao dessa forma de pulso a sistemas com eletrodos sélidos
deu origem a VPD.

A VPD empregada como ferramenta eletroanalitica oferece vantagens quando
comparada a técnicas eletroanaliticas (Wang, Gao, Xu, et al., 2015) como Voltametria
de varredura linear e Voltametria ciclica, pois a VPD apresenta elevada sensibilidade,
permitindo andlises diretas em niveis de ppb (ug L") e até de ppt (ng L!). A elevada
sensibilidade da VPD deve-se a maneira de perturbacio do eletrodo de trabalho, no
qual o tempo de pulso relativamente curto e sua natureza diferencial, permite

discriminar a corrente capacitiva da corrente faradaica.
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O pulso empregado na voltametria de pulso diferencial € baseado em uma série
de etapas de potenciais discretas ao invés de uma rampa de potencial linear. Desta
forma o potencial aplicado é sobreposto a uma rampa linear, conforme demonstrado
na Figura 3 (adaptada de Wang, 2006). O voltamograma de pulso diferencial é entao
obtido pela diferenca entre as correntes medidas antes do pulso de potencial no ponto
1, e antes do final do pulso de potencial no ponto 2. Como esta € uma corrente
diferencial, o voltamograma apresenta um aspecto Gaussiana, resultando em um sinal

em forma de pico.

Figura 3 - Sinal de excitacao para voltametria de pulso diferencial. Fonte: Wang, 2006.
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3.4.2 Voltametria de Onda Quadrada

A voltametria de onda quadrada (VOQ) é utilizada tanto para analise
quantitativa quanto para estudo de mecanismo, cinética e termodinamica das reagdes
quimicas que ocorrem na superficie do eletrodo (Cobelo-Garcia et al., 2014). Quando
se utiliza a VOQ como ferramenta analitica, observa-se que essa técnica também
apresenta vantagens em comparagao com outras técnicas eletroquimicas. A VOQ, da
mesma forma que a VPD, apresenta elevada sensibilidade, permitindo analises em

niveis de ygL™".
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Dentre os parametros instrumentais que influenciam na resposta voltamétrica
obtidos pela técnica de VOQ, destacam-se a frequéncia de aplicacao dos pulsos de
potencial (f), o incremento de varredura de potencial (AEs) e a amplitude de aplicagao
dos pulsos de potencial (Esw). Com a otimizacao destes parametros, observa-se que,
no decorrer de um unico ciclo de potencial, a reagao do eletrodo € conduzida tanto em
direcbes anddicas como catddicas, proporcionando uma possivel visdo dos

mecanismos das reagdes que ocorrem na superficie do eletrodo.

c

B)

Potenciall ¥ Vs. AgfAgCI
Corrente/ pA

Tempo (8) -
Tempo (s) Potencial / V Vs Ag/AgCI

Figura 4 - (A) Forma de pulso empregada na VOQ mostrando a amplitude de potencial (Esw),
incremento de potencial (AE), Tempo de modulacdo T, e tempos de medigéo de corrente 1 e 2. B)
voltamograma padrao obtido com pulso em forma de onda quadra onde;(A) corrente direta, (B) corrente
inversa, (C) corrente total. Fonte: Wang, 2006.

Dessa forma, € importante enfatizar que tanto a componente catédica como a
componente anddica sao plotadas em funcédo da corrente de forma que o potencial
dos dois pulsos compde um unico ciclo de potencial (Figura 4). Assim, para cada pulso
de potencial, sdo medidos dois valores de corrente sendo que a subtragcdo dessas
correntes da origem a corrente resultante dos voltamogramas de onda quadrada
(VOQ) (Figura 4-B). Utilizando-se desta forma de pulso para o estudo da grande

maioria dos mecanismos de eletrodicos, obtém-se voltamogramas de onda quadrada
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com caracteristicas de pico o que viabiliza a determinagao precisa de sua posigao e

altura e area.

3.5 Recursos aliados as técnicas Voltamétricas

Nos ultimos anos, houve uma grande evolugao das técnicas eletroquimicas em
relacdo a instrumentacdo, portabilidade e miniaturizacdo. Destaca-se ainda, a
possibilidade da modificagdo do eletrodo de trabalho com objetivos de aumentar a
sensibilidade e seletividade das técnicas durante a eletroanalise (Galli et al., 2006),
(Attwood e Florence, 1983). Recentemente, novas tendéncias tém sido exploradas
como sistemas portateis de analise em tempo real, usando eletrodos impressos, meio
micelar e aplicagdo de métodos matematicos na interpretagao de sinais voltamétricos

(Oliveira, de e Trindade, 2016).

3.6 Utilizacao de Surfactantes

Os surfactantes sdo compostos de uma parte hidrofébica (cauda) e outra
hidrofilica (cabega), ou seja, apresentam regides tanto polares como apolares nas
suas moléculas. Dependendo da estrutura quimica da porc¢ao hidrofilica ligada a
porcao hidrofébica, o surfactante pode ser classificado como catiénico ou, anidnico.
Devido a estas caracteristicas, os surfactantes apresentam capacidade de se
adsorver espontaneamente sobre a superficie de diversos eletrodos de trabalho como
também de se agregarem em estruturas supramoleculares, de modo que o seu uso
em eletroanadlise, com o objetivo de formagdo de um filme organizado sobre a
superficie de eletrodos, ja estd bem documentado (Zhang, Wei e Ding, 2014). Os
filmes organizados sobre a superficie de eletrodos de trabalho podem minimizar a
adsorcao de espécies quimicas interferentes, influenciando diretamente na velocidade
de transferéncia eletrdénica, bem como no perfil € na intensidade do sinal voltamétrico.

Em analise simultdnea, pode propiciar o deslocamento de potenciais e ajudar na
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separagao de picos sobrepostos (Ensafi et al., 2010). Portanto, com todas estas
caracteristicas vantajosas, o uso de surfactantes em eletroanalises pode auxiliar no
aumento da vida util dos eletrodos bem como na discriminacdo de sinais em analise

simultanea.

3.7 Processamento matematico das curvas voltamétricas

No que diz respeito a analise simultanea, tanto com deteccéo eletroanalitica
quanto por técnicas; como cromatograficas, termogravimétricas e espectroscépicas
(Elsabee e Prankerd, 1992, Marban, Vu e Valdés-Solis, 2011, Norli, Christiansen e
Holen, 2010a), a utilizacao de métodos matematicos para separacéao de sinais. Dentre
estes, destacam-se as técnicas de deconvolugao, primeira e segunda derivadas, as
quais basicamente ajudam a aumentar a precisdo e a exatidao na interpretagao dos
sinais.

A deconvolucado apresenta-se como alternativa para a separacao dos sinais
sobrepostos, possibilitando a aplicacdo em condi¢gdes em que os potenciais estdo
extremamente proximos. Assim, € importante para a conducao e utilizagao da técnica
como ferramenta util no tratamento de dados eletroanaliticos, a acuracia na
determinacgao da largura de pico, um fator importante na determinagdo da area do
pico. Ja os métodos derivativos apresentam-se como alternativa tanto para separacéao
dos sinais eletroanaliticos como para a amplificagdo do sinal, garantindo uma
deteccdo eletroanalitica extremamente precisa, mesmo com sinais de pequena
expressao. Deve-se observar, porém, que nos métodos derivativos, exige-se que os
potenciais de picos ja estejam, pelo menos, parcialmente separados, sugerindo aliar
as técnicas derivativas e de deconvolugao aliadas. Assim, devido ao potencial da
segunda derivada como da corregado de linha base, ambas as técnicas podem ser

alternativas relevantes na separacao e amplificacao de sinais voltamétricos.
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3.8 Planejamento e analise de experimento

E sabido que existe uma infinidade de possibilidades quando se trata de
métodos quimiomeétricos, ou seja, tratamentos matematicos que podem ser aplicados
a dados provenientes de experimentos quimicos (Lavine e Workman, 2013).

Dentre esses tratamentos podemos destacar quatro vertentes:

1. Analise exploratdéria de dados provenientes de analises quimicas com
utilizacdo da técnica de Analise de Componentes Principais (ACP), do
inglés Principal component analysis (PCA), assim como Analise
Hierarquica de Cluste (AHC), do Inglés Hierarchical Cluster Analysis

(HCA) (Wold, Esbensen e Geladi, 1987).

2. Calibragdo multivariada com utilizagao de técnicas como Regressao de
Componentes Principal (RPP), do inglés Principal component regression
(PCR) e minimos quadrados parciais do inglés Partial least squares
(PLS) (Wold, Esbensen e Geladi, 1987).

3. Modelos de classificagdo utilizando ferramentas como: modelagem
suave independente por analogia de classe (MSIAC), do inglés soft
independent modeling of class analogy (SIMCA), assim como outras
técnicas que seguem a mesma proposta (Vidueira Ferreira et al., 2015).

4. Em meio a essas formas de tratamento matematico os sistemas de
planejamento fatorial se destacam (Lundstedt et al., 1998).

A metodologia da superficie de resposta tende a fornecer uma ideia do efeito
geral das condi¢gdes experimentais. O planejamento fatorial que permite avaliar
simultaneamente o efeito de um grande numero de variaveis, a partir de um numero
reduzido de ensaios experimentais, quando comparados aos processos univariados,

oferecendo também vantagens como a redugdo do numero de experimentos,



36

qualidade na interpretacdo dos ensaios, redugcao de gastos, podendo ser aplicado a
varias areas do conhecimento.

Além disso, muitos pesquisadores ndo contam com uma metodologia de
planejamento experimental que seja ao mesmo tempo util e simples, e estes em geral,
apresentam dificuldades para escolher um modelo fisico-matematico que represente
de maneira adequada os fendmenos que se deseja estudar. Para a utilizagdo do
planejamento fatorial como ferramenta em um projeto experimental, deve-se dividir o
trabalho em torno dos experimentos em quatro fases: definicéo, triagem, otimizagao e
validacgao.

Na etapa de definicdo a investigacao precisa ser definida em termos dos
objetivos do estudo, ou seja, quais resposta(s) pode(m) ser medida(s) e usada(s) para
melhorar a resposta alcangada no experimento e identificar os fatores que afetam
essas respostas. E importante nesta fase conhecer as faixas de trabalho que podem
ser aplicadas a cada uma das variaveis, o que pode ser alcancado tanto através de
experimentos preliminares como através de pesquisa bibliografica em literatura
especifica. O numero de experimentos que podem ser realizados de forma viavel
(dando limites de tempo, custo, disponibilidade de reagentes etc.).

Para a determinagao dos niveis a serem empregados a cada uma das variaveis
deve-se executar basicamente dois experimentos para cada uma das variaveis- um
com todas as variaveis nas configuragées mais baixas e um com todos eles em suas
configuragbes mais altas, conforme equacao 2". Se os resultados dos dois estiverem
préximos, entdo (provavelmente) indica que o dominio € muito estreito e o alcance
das variaveis precisa ser aumentado. Assim, com estes experimentos pode-se ter

ideia da configuragédo que deve ser empregada ao planejamento fatorial.



37

Na etapa de triagem o objetivo é determinar qual das variaveis afeta
significativamente a resposta, sendo extremamente importante para se avangar para
a metodologia da superficie de resposta. Cada uma das variaveis pode ter um valor
alto ou baixo, sendo entdo um projeto fatorial de dois niveis, onde um projeto fatorial
completo tera experiéncias com todas as combinagdes das variaveis em suas duas
configuragdes. Assim, se houver variaveis n, o numero total de possiveis combinagdes
de configuragdes (e, portanto, o numero total de experiéncias) é 2".

Este método tem a desvantagem de exigir tempo para analisar o efeito de cada

variavel e a falta de analise das interacdes entre todas as variaveis.

3.9 Planejamento fatorial completo
O design fatorial e a metodologia da superficie de resposta possuem
vantagens sobre os métodos univariados, em que esses métodos sao usados nao so
para que se encontre o melhor, mas também pode ser usado para examinar como 0s
fatores interagem e quais condi¢gdes sdo as mais cruciais. Sendo uma ferramenta
estatistica empregada na pesquisa cientifica que permite investigar variaveis
experimentais combinadas e analisar as suas respostas individuais, assim como o
efeito que uma variavel exerce sobre outra com um reduzido numero de experimentos.
Para estabelecer o numero de experimentos a ser realizado é utilizado a
relacao, 2", onde n é o numero de variaveis. Na proposi¢cao dos experimentos as
variaveis sao combinadas em dois niveis para cada variavel, sendo um nivel maximo
(+1, valor codificado) e um nivel minimo (—1, valor codificado). Os valores codificados
para os niveis +1 e —1 sdo dependentes da variavel a ser analisada, de forma que, os
critérios da faixa de trabalho a serem estudadas sdo definidos através de estudos
preliminares ou até mesmo de pesquisa bibliografica (Tranos, Reggiani e Nijkamp,

2013).
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Os dados obtidos a partir das respostas médias sao aplicados a uma matriz de
contraste (grafico de Pareto), na qual os efeitos da coluna sdo dados pelas equacoes
1 e 2, onde, n é o numero de ensaios, yi sao as observacgodes individuais, yi (+) e yi

(-) sao as respostas médias das observagdes no nivel +1 e —1.

X"yi
Efeito médio = % Equacao 1
no no
Yzyi(+) — Xzyi(-)
Lo i=1 i=1 x
Efeito = /2 Equacao 2

A equagao 1 é aplicada para o efeito da média de todas as observagoes,
enquanto que a equacao 2 é aplicada para o efeito das variaveis e interagdes usando

a diferenca entre os niveis +1 e —1.

3.10 Metodologia de superficie de resposta

Os métodos de superficie de resposta (MSR) sdo uma forma de se explorar os
efeitos das condigbes de operacdo na variavel de resposta, onde ao mapear a
superficie de resposta pode se obter uma condig¢ao 6tima para as variaveis envolvidas
no processo. Normalmente sdo empregados inicialmente experimentos fatoriais, de
forma que esses indicam quais fatores influenciam mais no sistema e em que niveis
sdo essas influéncias. Assim a medida que se obtém essas informacbdes esses
experimentos sdo substituidos por designs melhores que se aproximam mais das
condigdes otimas. Dessa forma a MSR se mostra uma ferramenta que descreve como
devemos executar esses conjuntos sequenciais de experimentos, como também
fornece alternativas para a obtencéo de condi¢cdes 6timas.

A aplicabilidade da MSR esta na capacidade de utilizar modelos matematicos
empiricos para descrever o modelo de fungdes polinomiais lineares ou quadraticas.

Assim para um modelo onde se pretende otimizar a relagcdo entre duas variaveis a



39

matrix de Doehlert € uma alternativa, sendo uma variavel é estudada em cinco niveis,
enquanto a outra é estudada em apenas trés niveis, conforme ilustra a Figura 5.
Diferentes critérios podem ser usados para atribuir os fatores. Como regra geral, é
preferivel escolher a variavel com o efeito mais forte como o fator com cinco niveis, a
fim de obter a maior parte das informagdes do sistema.

A definigado de cada projeto é realizada considerando o numero de variaveis a
se otimizar e a relagao entre os valores codificados (C;) da matriz experimental com
os valores reais. A relagao entre valores codificados e reais € dada por:

Ci=X;,—X? AXa

Onde C; é o valor codificado para o nivel do fator i, X; € seu valor real em um
experimento, X? é o valor real no centro do dominio experimental, AX; é a etapa de
variagao do real valor e a € o limite de valor codificado para cada fator. O numero de
experimentos requeridos (N) € dado por:

N =K?+K +C,

N = k> + k + Co, onde K é o numero de variaveis e C, € o niUmero de pontos

centrais. Os replicados no nivel central das variaveis sdo executados para validar o

modelo por meio de uma estimativa da variancia experimental.
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Figura 5 - llustracao da matriz Doehlert com duas variaveis empregadas.

3.11 Preparo de amostra

A determinacgao eletroanalitica tem se mostrado amplamente valiosa quando
se trata da determinagao de farmacos e, devido as caracteristicas da técnica, tem sido
amplamente aplicada em formulagdes farmacéuticas. No entanto, quando se trata de
amostras biolégicas complexas (leite e carne de frango), a técnica apresenta
limitagdes que impossibilitam a determinagdo sem um preparo de amostra eficaz
(Golet, Alder e Giger, 2002b). Neste contexto, mesmo com inumeros avangos em
eletroanalises, pouco tem sido relatado sobre o preparo de amostra de amostras
complexas para determinacao eletroanalitica.

Sendo assim, o desenvolvimento de métodos analiticos para determinacdes
quantitativas de contaminantes em: agua proveniente de ambientes naturais (Wang,
Gao, Xu, et al. , 2015), amostras biolégicas (Wang, Gao, Wang, et al., 2015), e
alimentos (Yang et al., 2016) tém despertado interesse da comunidade cientifica .

Em amostras mais complexas como aquelas provenientes de ambientes

aquaticos, tecidos animais e amostras de solos, o nivel de interferéncia € maior, de



41

forma que, no desenvolvimento de métodos eletroanaliticos, a matriz pode apresentar
niveis significantes de interferentes, sendo imprescindivel o preparo de amostra uma
vez que problemas como inativagao da superficie do eletrodo por interferentes ou até
mesmo sobreposi¢cao dos sinais dos interferentes com os sinais eletroanaliticos dos
analitos podem impossibilitar a deteccado(Gorla et al., 2016).

Novas e variadas abordagens tém sido empregadas de forma a solucionar
esses problemas, onde técnicas como: microextracdo por adsorvente embalado do
inglés microextraction by packed sorbent (MEPS), extragdo por agitacdo em barra
magnética do inglés fabric phase sorbent extraction (FPSE), polimero molecularmente
impresso, do inglés Molecular imprinted polymer (MIP), assim como outras técnicas
que combinam a extracdo em meio solido e liquido combinadas com dispositivos que
possibilitam uma boa performance a essas técnicas aumentando a eficiéncia e a
recuperacgao do analito (Yang et al., 2016).

A microextragao liquido-liquido (MELL), dentre as técnicas recentes de preparo
de amostra, tem recebido consideravel atencao (Rezaee et al., 2006). O potencial
desta técnica foi desenvolvido com a introdugdo de um solvente dispersor na
combinacdo extrator e amostra, na qual pode-se diminuir a quantidade de solvente
extrator sem prejudicar a recuperagao dos analitos de interesse (Share, 1976). A partir
deste conceito de extracdo, diversas adaptacdes tém sido feitas na MELL, que
incluem: (i) uso de ultrassom para facilitar a formagdo de microgotas (Dimpe e
Nomngongo, 2016, Novakova e VICkova, 2009), (ii) adicdo de sais para aumentar a
separacgao entre as fases aquosas e organica, (ii) uso de liquidos idnicos como
solventes extratores e, principalmente,(iv) substituicdo de solventes orgéanicos téxicos

(Kokosa, 2015, Jain e Verma, 2011, Kokosa, 2013).
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A implementagao dessas técnicas pode variar amplamente, mas os recursos
basicos empregados para extragdo permanecem os mesmos, incluindo o uso de
apenas uma pequena quantidade de solventes orgéanicos e uma alta proporgao de
volume amostra-aceitador. A fase organica, que extrai e pré-concentra o(s) analito(s),
pode ser usada diretamente por algumas técnicas, porém para a deteccao
eletroanalitica € necessario a evaporagao desse solvente e redissolugao em eletrdlito.

Os procedimentos e dispositivos empregados na extragao (e limpeza) para
analises quantitativas em matrizes complexas com detecgao eletroanalitica também
tém o objetivo de reduzir o tempo de manipulagdo das amostras, diminuir o uso de
solventes nao téxicos, de acordo com os conceitos de Quimica Verde (QAV).

Com o objetivo de superar as limitagdes das técnicas eletroanaliticas como
técnica de detecgdo em amostras complexas, neste trabalho foi desenvolvido um
procedimento com base na microextracao liquido-liquido em alta temperatura,
induzida por sal (MELL-AT-IS-US) (Fernandez et al., 2013) um dispositivo integrado

para se obter uma separagao satisfatoria e rapida das fases organicas e aquosa.
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4.0 PARTE EXPERIMENTAL

41 Reagentes e solugoes

CIPROFLOXACINA e ENROFLOXACINA foram adquiridas de 99% (Sigma
Aldrich®, Sao Paulo, Brasil) e as solugdes padrdo foram preparadas ao nivel de
concentragédo de 1,00 mmol L~ por dissolugdo em 0,05% de acido acético (Vetec®,
Rio de Janeiro, Brasil) e posterior diluigdo em agua ultrapura. O acido acético, acido
fosférico, acetato de soédio e acido bdrico foram adquiridos da Sigma-Aldrich® (Sao
Paulo, Brasil). Como eletrdlito suporte foram usados: tampéo acetato e solugdes de
tampéao Britton-Robinson (BR). Para ambas as solugdes tampao, a concentragao foi
de 4,00 x 1072 mol L' e os valores de pH foram ajustados utilizando acido cloridrico
ou hidroxido de sodio (ambos da Vetec®, Rio de Janeiro, Brasil) preparados na
concentragdo de 1,00 x 10~" mol L.

O tensoativo lauril sulfato de sédio foi adquirido da Sigma-Aldrich® (Sao Paulo,

Brasil) e preparados com agua ultrapura (R = 18,2 MQ cm).

4.2 Instrumentagao

As medidas eletroquimicas foram realizadas utilizando o potenciostato /
galvanostato PGSTAT 204 (Metrohm Autolab®, Utrecht, Holanda), controlado pelo
software Nova 1.11. A célula eletroquimica, com capacidade de 5,0 mL, foi composta
por trés eletrodos convencionais: eletrodo auxiliar fio de Pt em espiral, eletrodo de
referéncia Ag/AgCl (KClsa.) e eletrodo de carbono vitreo (ECV), como eletrodo de
trabalho. Antes da utilizacao, o eletrodo de trabalho (ECV) foi cuidadosamente polido
com pasta de alumina (1,0 e 0,30 um) sob almofada de polimento e enxaguado com
agua ultrapura. O procedimento foi repetido cuidadosamente em todas as medi¢des
subsequentes. A agua ultrapura (R =2 18,2 MQ cm), utilizada na limpeza de vidrarias e

preparacao de todas as solugdes quimicas, foi obtida em um purificador de agua de



44

osmose reversa OS 10 LTXE (Gehaka®, Sao Paulo, Brasil) e ulterior purificagdo em
sistemas Thermo Scientific® Modelo Smart2Pure (San Jose, EUA). Todas as
medi¢des e / ou ajustes de pH foram realizados utilizando um eletrodo de vidro
combinado (Hanna®, modelo HI 1131B, Texas, Estados Unidos) ligado a um medidor
de pH digital (Hanna®, modelo HI 3221, Texas, Estados Unidos). Para agitagéo e
homogeneizacao utilizou-se o agitador magnético (Fisatom®, modelo 701, Sao Paulo,

Brasil).

4.3 Experimentos Voltamétricos

Os estudos iniciais empregando o eletrodo de carbono vitreo (ECV), foram
realizados transferindo-se 5,00 mL, da solugdo do eletrdlito suporte tampao Britton
Robinson BR para a célula eletroquimica e submetendo-a a agitagao por 10 segundos.
Em seguida, foram registradas as medidas voltamétricas, mediante varredura em um
intervalo de potencial pré-estabelecido.

Depois de registradas as medidas para o eletrdlito suporte, uma aliquota da
solugao estoque da(s) fluoroquinolona(s) e/ou surfactante foi adicionada na célula,
registrando os voltamogramas, conforme o0 mesmo procedimento citado acima.

Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas em ftriplicata e em todo

trabalho, os resultados apresentados equivalem a média aritmética dessas medidas.

4.4 Aplicagao da segunda derivada via corre¢ao da linha base

Para melhorar a resolugao do pico na deteccao simultanea, o método derivado
de segunda ordem corrigido pela linha de base foi usado e processado tanto pelo
software Originlab® (versdo 8.5) quanto pelo software Nova 1.11 (Metrohm Autolab®),
com o objetivo de melhorar a separagao dos picos bem como precisdo nas medidas

da intensidade de corrente de pico.
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No software NOVA 1.11 (programa de gerenciamento do equipamento
Metrohm Autolab®), o procedimento foi realizado inserindo automaticamente a fungéo
derivativa nos valores de corrente e potencial da técnica de VPD e VOQ.

No software Origin®, antes do procedimento de segunda derivada foi aplicado
a funcdo “smoothed”, de acordo com o algoritmo de Savitsky-Golay, para
descriminacao dos ruidos de rede e melhor definicdo do sinal. Em seguida, aplicou-
se a funcéao derivativa de segunda ordem, obtendo a segunda derivada do potencial
em funcgao da variagao da corrente. Da mesma forma foi realizado o procedimento de
correcao da linha base antes e apds a aplicagéao da segunda derivada utilizando o

software Origin®.

4.6 Coleta das amostras

As amostras comerciais de leite e frango foram adquiridas na cidade de
Dourados, MS, Brasil. Tais amostras foram armazenadas em frascos ambar,
estocadas em temperatura de 4,0 °C, para posterior analise. Todos os frascos e
vidrarias usados foram imersos em solugao de acido nitrico 10%, por 12 horas, para

limpeza e, a seguir, lavado trés vezes com agua ultrapura.

4.7 Preparo das amostras

4.7.1. Preparagao da amostra realizada para extrair FQs (Extragcao direta)
Primeiramente foram adicionados as amostras de leite e carne de frango
quantidades conhecidas das solugdes padrdao de CIPRO e ENRO. Para avaliar a
eficiéncia da extragdo de FQs em amostras de alimentos, o procedimento foi
desenvolvido, como mostrado na Figura 6 seguida de eletroanalise direta. Como
solventes extratores foram avaliados solugéo aquosa 0,70 mol L~" de HCI e o tamp&o

Britton-Robinson (4,0x10~2 mol L=, pH 3,00 - 9,00). A Figura 6 (passo |) mostra a
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extracdo realizada, em que foram colocados em tubos cénicos 0,40 g de carne de
frango ou amostra de leite contendo entre 0,80 e 4,00 umol L~ de CIPRO e ENRO.
Em seguida, adicionou-se solvente extrator (acetona) e agitou-se por vortice durante
30 s (Figura 6ll). Posteriormente, retiraram-se 5 mL do sobrenadante da (Figura 6ll11)

e submetidos a eletroanalise direta sem qualquer outro tipo de tratamento (Figura 61V).

(1) (1I) (11I) (IV)
Figura 6 - Esquema do procedimento de extragdo para a detecgao direta.
4.7.2. Proposta de re-extragao usando o método MELL-AT-CS-AM
O procedimento MELL-AT-CS-AM, desenvolvido de acordo com o
procedimento (MLL-ISAUS) (Fernandez et al., 2013), sendo que fatores como: tipo e
o volume do solvente extrator, forga ibnica pela adicdo de sal, pH da amostra,
temperatura e tempo de extragcdo foram variaveis otimizadas de modo que a
otimizagao dessas variaveis € de suma importancia.
O procedimento de extragcao proposto pelo presente trabalho foi realizado
conforme ilustrado na Figura 7, no qual primeiramente foram colocados 0,40 g de
amostra de carne de frango ou leite com 0,80 e 4,00 umol L ~' de CIPRO e ENRO em

tubos falcon e agitados em vortex por 3 minutos, realizado como descrito na Figura 7
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(passo | e Il). Depois de realizado o passo | a Il (Figura 7), 8 mL do sobrenadante
foram removidos e adicionados em outro tubo cénico (capacidade 15 mL) para o ajuste
no valor de pH para 7.0, usando HCI| ou NaOH (Figura 7 passo VII). Posteriormente,
foi ajustada a forga idnica pela adicao de KCI (quantidade variada entre 20,0 a 30%,
m / v). Seguido de agitagdo manual ou vortex até a dissolugao total do sdlido (Figura
7, passo |V). Em seguida, adicionou-se a acetona (Vetec®, Rio de Janeiro, Brasil)
como solvente extrator nos tubos conicos (com a porcentagem variando entre 30,0 e
37,5%, vIv) e as amostras foram submetidas ao agitador magnético sob aquecimento
a temperatura entre 60 e 70 °C durante tempo variavel de 10 e 20 min,
respectivamente (Figura 7, passo V). Apds este passo, o sobrenadante que contém a
acetona (fase enriquecida) foi coletado com uma micropipeta (Hamilton, Sao Paulo,
Brasil) e adicionada em béquer, (Figura 7, passo VI). A fase orgéanica enriquecida foi
seca em uma estufa de laboratério a 40 °C por 30 min. O residuo foi dissolvido
reconstituido em um tubo Eppendorf com 5,0 mL da solucao de eletrélito de suporte
(tampdo BR a pH 4,0) (Figura 7, passo VIl), em ultrassom durante 10 s e a
determinacgao eletroquimica foi realizada usando o método de adigao padrao (Figura
7, Passo VIII).

Todas as amostras de carne utilizadas foram previamente cortadas em
minusculos pedacos em forma de cubos, com o objetivo de aumentar a area de

contato e promover uma extragdo mais eficiente.
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Figura 7 - Esquema para o procedimento MELL-AT-CS-AM.

4.8 Tratamento de dados usando o tratamento maior € melhor (MM), do
inglés (Larger-the-best - LTB)

Na abordagem de otimizagdo de multiplas respostas, utilizada para maximizar
as respostas analiticas do ENRO e do CIPRO, o método aplicado foi baseado em
maior € melhor (MM), onde o resultado foi expresso em termos de desejabilidade
individual (di), como descrito na equagao 3 (Gorla et al., 2016b). A Tabela 8 mostra
os fatores estudados e seus niveis de variagdo, bem como os resultados do projeto

fatorial completo.

gi= (2L Equacio 3
l_(H—L) quacao
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Onde, o y € o principal resultado experimental obtido relacionado a intensidade
de pico de intensidade (Ip), L e H sao os valores mais baixos e mais altos,
respectivamente, obtidos para o |, obtido para o conjunto de experiéncias. Além disso,

foi calculado a desejabilidade geral (Di) pela média geométrica do di (equacéo 4).

Di = m\/d’;l d’z’2 dgn Equacgao 4

A partir da equacdo 4, m é o numero de respostas estudadas para cada
experimento durante o processo de otimizagdo e dn € o peso de cada resposta. A
analise estatistica foi realizada utilizando o pacote de software Stat Soft Statistica®
10.0 (Stat soft, Tulsa, EUA). Em todos os métodos, utilizou-se um nivel de confiancga

de 95%.

4.9 Planejamento fatorial

Para otimizar o procedimento de extragao via MELL-AT-CS-AM, utilizou-se o
planejamento fatorial 2°, estudando, em duplicata, as seguintes variaveis: HCI (0,70 -
1,00 mol L "), tempo de agitagéo (10 - 20 min), o volume de solvente (12,5 - 25% v /
v), massa de KCI (20-30%) e temperatura (60 - 70 °C). As analises do planejamento
fatorial foram interpretadas através de diagramas de Pareto e os resultados mais
significantes foram estudados na matriz Doehlert, sendo os ensaios realizados de
forma aleatéria com ponto central realizado em triplicata. A resposta analitica foi obtida
em termo de recuperacgao para as FQs, CIPRO e ENRO. 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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410 Emprego de dispositivo para o preparo de amostra.

Na secao experimental 4.7.2 é demonstrado na Figura 7, passo V a utilizacéo
de um dispositivo para essa etapa da extragdo. O uso de dispositivos facilitadores a
extragcdo nao € uma novidade tendo sido relatado por (Fernandez et al., 2013) a
utilizacado desses dispositivos nas etapas de extracdo com o objetivo de otimizar a
extracao.

No presente trabalho a utilizagdo de um dispositivo se tornou nao s6 desejavel
como também se mostrou imprescindivel. A Figura 8A apresenta do dispositivo
empregado e a Figura 8B ilustra o equipamento no ambiente onde € realizada a
extracdo, ou seja, em um béquer com agua a temperatura controlada, tendo em seu

interior barras magnéticas para agitagao do meio, sobre uma chapa de aquecimento.

Figura 8 - Equipamento utilizado para executar o passo de extragcado de CIPRO e ENRO nas amostras
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O dispositivo empregado foi feito em teflon tendo vantagens como design
simples, baixo custo, praticidade, material resistente, aplicagao repetitiva e facilidade

de operacgao.
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Eletro-oxidagcdo de CIPRO e ENRO na superficie de eletrodo de carbono

vitreo

Na Figura 12 sdo mostrados os voltamogramas de pulso diferencial com
corregcao de linha base obtidos na auséncia de CIPRO e ENRO (voltamograma a),
assim como na presenca de CIPRO e ENRO (Figura 12 b-d) a concentragéo de 5,0 x
10~ mol L~'de para detecgéo individual e simultdnea na superficie do eletrodo de
carbono vitreo (ECV). A detecgéo individual de ENRO (Figura 12 b), 5,00 x 10~=° mol
L=" é caracterizada pela presenca de trés picos de oxidagdo distinguiveis; o primeiro
em 0,93V, o segundo em 1,04 V e o terceiro em 1,18 V vs. Ag / AgClkcisat)- No entanto,
o segundo pico (em 1,04 V) aparece muito proximo do pico da CIPRO (voltamograma
C), uma vez que a o pico de oxidagao ocorre em 1,05 V vs. Ag/AgCI cisat) €, neste
caso, compromete a deteccao simultdnea de ambas as FQs. Essa sobreposicédo de
sinais fica bem elucidada na Figura 12 (voltamograma d), onde a eletroanalise
simultdnea de ambos as FQs (tendo grupo eletroativo semelhante) propicia a
formacao de picos sobrepostos 1,05 V vs. Ag / AgClikcisat), dificultando a medicao
precisa da intensidade da corrente de pico. (Ensafi et al., 2010) também verificaram o
mesmo fendmeno e apresentaram alternativas que possibilitam a eletroanalise

simultanea de CIPRO e ENRO.
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Figura 9 - Voltamogramas de pulso diferencial (com corregéo de linha base) registrados em ECV para:
(a) em branco: tampao BR 0,040 mol L~ (pH 4,0) como eletrdlito de suporte e eletro-oxidagao individual
de (b) ENRO e (c) CIPRO, bem como para a mistura de ambos os FQs (d) todos em 5,0 x 10 —°
mol L ~'. Condigdes: Incremento de potencial (AEs) = 10 mV, amplitude de pulso (AE) = 75 mV, tempo

de pulso = 50 ms e tempo de modulagéo = 60 ms. Eletrodo de referéncia Ag / AgClkcisat.).

Q

Corrente / uA

Sabendo que os mecanismos de eletro-oxidagao sdo basicamente os mesmos
devido as semelhancas estruturais entre as moléculas de CIPRO e ENRO, infere-se
que somente variaveis termodinamicas e cinéticas podem influenciar os processos de
eletro-oxidacao

Dentro desse contexto, a sobreposicédo dos picos voltamétricos mesmo quando
permitem a separacdo dos sinais diminuem consideravelmente a precisdo das
medidas. Dessa forma a deconvolugéo e / ou 0 método derivado de segunda ordem,
como também o método derivado de segunda ordem com correc¢ao da linha de base
podem ser alternativas ndo s6 para a separagao dos sinais voltamétricos como

também para a determinacdo simultdnea (Elsabee e Prankerd, 1992, Norli,
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Christiansen e Holen, 2010a). A estratégia de processamento matematico deve ser
aplicada apenas quando houver picos parcialmente sobrepostos possibilitando a
determinagao da proporg¢ao de interferéncia de um pico sobre o outro. Dessa forma
se verificou que o pico ENRO (em 1,04 V), mesmo com a diversas otimizagdes
eletroanaliticas permaneceu sobreposto ao pico principal da CIPRO. Uma alternativa
atrativa € a aplicacao dos modelos matematicos frequentemente usados em técnicas
de amperometria pulsada. Dessa forma para se obter a discriminagao entre os sinais
da FQs aplicou-se os valores de Ipa de CIPRO e ENRO as equacgdes 7 e 8 (Silva, da

et al., 2011).

Ipcipro+1.05v = Ipcipro+1.05v — (IpENRo+0.93VxFC)Equa§aO (7)

_ LyenRO+1.04v

FC Equacao (8)

IpENRO+0.93V
Em que, o Ipcipro € a corrente de pico medida para CIPRO a 1,05V, Ipenro €
a corrente de pico medida para ENRO a 1,04 V e 0,93 V (ambos obtidos
experimentalmente) e FC é o fator de corregéo obtido através da relagédo de Ipenro
em 1,04 V / 0.93 V. O método proposto ndo tem pretensdo de transformar o sinal
eletroanalitico, mas sim efetuar a subtragao do sinal da ENRO que interfere sobre o

sinal da CIPRO.

5.2 Estudos Voltamétricos

A seletividade e a sensibilidade de um método voltamétrico podem ser
melhoradas através do ajuste dos parametros instrumentais. Dentro desse contexto
foram otimizados os parametros das técnicas eletroanaliticas: voltametria de pulso
diferencial (VPD) e voltametria de onda quadrada (VOQ). De forma que os parametros

instrumentais foram otimizados para fornecer a melhor combinacéo entre a resolugao,
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avaliada pela largura de pico a meia altura (W+,2) e a corrente de pico de oxidag&o das

fluoroquinolonas CIPRO e ENRO.

5.2.1 Estudos dos parametros inerentes a VPD

As melhores condigdes dos parametros instrumentais: tempo de modulagao
(ms), amplitude de modulagdo (ms) e incremento de potencial (mV) da VPD foram
investigadas. O incremento de potencial foi variado de 2 a 10 mV (Figura 13), com o
objetivo de verificar a influéncia dp potencial sobre a corrente de pico, pois fora dessa
faixa de variacdo ocorre um aumento consideravel de ruidos no sinal analitico. Como
pode ser observado na Figura 13, ocorre um aumento na corrente de pico anddica de

2 a 10 mV, refletindo em um aumento de sua intensidade.

Figura 10 - Influéncia da variagdo do Incremento de potencial sobre os valores de Ipa para oxidacao
eletroquimica de 5,00x1078 mol L= de CIPRO e ENRO sobre a superficie do ECV em meio de tampao
BR 0,040 mol L= pH 4,0.
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Assim, foi escolhido o valor de 10 mV por apresentar melhor relagao entre a
sensibilidade e a resolugao assim como manter a separagéo entre os potenciais de
oxidacdo das FQs.

Tendo estabelecido 10 mV como incremento de potencial outras variaveis
foram estudadas de modo que a amplitude de modulacgéao foi variada entre 30 e 100
mV o intervalo de modulacéo entre 10 e 100 ms e o tempo de modulagao entre 10 e

100 ms.

Figura 11 - Influéncia da variacdo da amplitude de modulagdo sobre os valores de Ipa para oxidagao
eletroquimica de 5,00%x1078 mol L~ de CIPRO e ENRO sobre a superficie do ECV em meio de tampao
BR 0,040 mol L~ pH 4,0.
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Os intervalos de variagdo bem como os valores otimizados sao apresentados
na Tabela 3 e as Figuras 14 e 15, apresenta a forma como variaram as lpadas FQs

em funcao da variagcao desses parametros.
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Figura 12 - Influéncia da variagao do tempo de modulagdo sobre os valores de Ipa para oxidagéo
eletroquimica de 5,00x1078 mol L= de CIPRO e ENRO sobre a superficie do ECV em meio de tampao
BR 0,040 mol L' pH 4,0.

120
< —s— ENRO
=100 - —e— CIPRO %
S~
@)
O 80-
o
()]
© 60 -
9
(=
S 404
S

20-

20 40 60 80 100

Tempo de pulso / ms
da variagao desses parametros.

Tabela 3 - Par@metros instrumentais otimizados para detecc¢ao simultanea de CIPRO e ENRO.

Técnica de pulso  Parametro Intervalo Valor
testado estabelecido
DPV Incremento de potencial AEs/ mV 2 -10 10
Amplitude de pulso / ms 30-100 50
Tempo de modulacédo/ ms 10 -100 70

5.2.2 Estudos dos parametros inerentes a VOQ

A frequéncia de aplicagao dos pulsos de potencial (f), incremento de varredura
de potencial (Aes) e a amplitude de aplicagdo dos pulsos de potencial (Esw) sdo os
parametros que podem influenciar mais significativamente na resposta voltamétrica.

Dessa forma, visando obter a melhor resposta voltamétrica esses parametros foram
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estudados nos seguintes intervalos: (f) de 10 a 20 Hz, incremento de potencial de 2 a
10 mV e amplitude de pulso de 10 a 45 mV.

O primeiro parametro investigado foi a frequéncia de aplicagdo dos pulsos de
potenciais (f) com o objetivo de se obter a melhor resposta voltamétrica. Notou-se
que a variacao da f ocasionou o aparecimento de ruidos quando investigou-se valores
de f maiores ou menores de 10 Hz, portanto para este estudo o valor de frequéncia
de 10 Hz foi escolhido como sendo ideal.

Em seguida, a influéncia do incremento de potencial (Esw) foi avaliado sobre a
intensidade da lps, para oxidagao eletroquimica de CIPRO e ENRO 5,00%x10~¢ mol L™

mantendo-se, f = 10 Hz e AEs = 10 mV, conforme demonstrado na Figura 16.

Figura 13 - Influéncia da variagao do incremento dé potencial sobre os valores de Ipa para oxidagao
eletroquimica de 5,00x1078 mol L= de CIPRO e ENRO sobre a superficie do ECV em meio de tampao
BR 0,040 mol L= pH 4,0.
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Adotou-se o valor o valor de Esw 6timo em 4 mV, onde se obtém o menor desvio
padrao entre as medidas uma vez que fora desse valor as medidas tende a apresentar
maiores desvios e ndo mudando significativamente as correntes de pico. Fora da faixa

estuda, acima de 10 mV e abaixo de 2 mV o sinal voltamétrico é bastante
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comprometido pela perda de resolugdo dos voltamogramas o que pode ser notado
observando voltamogramas acima dessa faixa. Assim sendo, um valor de Esw de 4
mV foi escolhido para prosseguir com os estudos.

Finalmente, foi realizada a otimizagdo da amplitude de potencial (AEs)

empregando-se f = 10 Hz e Esw = 4 mV, previamente otimizados.

Figura 14 - Influéncia da variacdo da amplitude de pulso sobre os valores de Ipa para oxidacao
eletroquimica de 5,00%x1078 mol L~ de CIPRO e ENRO sobre a superficie do ECV em meio de tampao
BR 0,040 mol L= pH 4,0.

—o— ENRO
—a— CIPRO

Corrente de pico / pA

10 15 20 25 30 35 40 45
Amplitude de pulso / mV
Analisando o comportamento da lpa na Figura 17 apds variagao do Aes de 10 a
45mV, verifica-se uma significativa variagcdo em todo intervalo estudado. Porém, em
valores de AEs acima de 6 mV, o perfil voltamétrico foi marcadamente influenciado
pelo aumento da W12 e, desta forma, o valor de AEs 20mV foram adotados como

sendo ideais para estudos visando propdésitos analiticos.
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Na Tabela 4 sdo mostradas todas as variaveis da VOQ que foram otimizadas,
a faixa empregada na variacdo de cada uma das variaveis, assim como 0s seus
valores otimizados.

Tabela 4 - Parametros instrumentais otimizados para detecg¢ao simultanea de CIPRO e ENRO.

Técnica de pulso Parametro Intervalo testado Valor otimizado
Frequéncia (f) / Hz 10-20 10
Intervalo de potencial (AEs) / mV 2-10 4
Amplitude de pulso (Esw)/ mV 10 - 45 20

5.3 Comparagao dos resultados obtidos por Voltametria de pulso
diferencial e Voltametria de Onda quadrada.

Nas secdes anteriores foram apresentados os resultados das otimizagdes dos
parametros instrumentais para demostrar as respostas voltamétricas referentes a
oxidagao simultanea de CIPRO e ENRO, onde podemos observar os voltamogramas
registrados com as técnicas de voltametria de pulso diferencial (VPD) e voltametria de
onda quadrada (VOQ). Quando comparados podemos observar que a VPD foi a que
originou picos mais intensos e ligeiramente separados, tanto para CIPRO como para
ENRO, conforme Figura 18. Portanto, a VPD permite a determinagédo simultanea de
CIPRO e ENRO na mesma solucédo concomitantemente, sendo esta técnica escolhida

para conduzir os demais experimentos.
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Figura 15 - Voltamogramas de pulso diferencial (—) e onda quadrada (---), registrado sobre a superficie
de ECV, para oxidagao de CIPRO e ENRO (5,0 umol L™"). Condigbes experimentais: Tamp&o BR 0,040
mol L=" (pH 4,0). Parametros: VPD: Incremento de potencial (AEs) = 10 mV, v = 10 mV s™', Amplitude
(Esw) = 25 mV, tempo de pulso = 10 ms. VOQ: frequéncia (f) = 20 Hz, Esw = 20 mV, Aes = 5 mV.
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A otimizacdo das técnicas ofereceu condicdes que possibilitam a detecgao
simultaneas, porém o pico ENRO (a 1,04 V) permaneceu sobreposto ao pico principal
do CIPRO e a intensificagcao do sinal aumenta ainda mais a sobreposi¢cao de ambos.
Assim o desafio de diferenciar com precisao os picos de FQs de uma mistura, durante

a eletroandlise simultédnea, ainda se manteve presente.

5.4 Estudo da variagao de pH do eletrélito suporte

Como é de conhecimento, a variagdo do pH do eletrdlito suporte exerce
influéncia na obtengado de voltamogramas com maior resolugéo além de picos mais
definidos com intensidade de corrente consideravel e pode melhorar a discriminagao

dos sinais em uma analise simultanea.
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Assim, foi investigada a variagdo da corrente de pico anddica (lpa) com a
variacao do pH do eletrdlito suporte. A natureza do eletrdlito suporte foi investigada a
partir do registro de voltamogramas de pulso diferencial para oxidagdo de CIPRO e
ENRO 5,00%10 = molL~"em solugbes tampdes de acetato (0,040 mol L=") em uma
faixa de pH de 3,5 a 6 e de Britton Robinson (BR) (0,040 mol L=' ) em uma faixa de
pHde3a7.

Os resultados apresentados na Figura 19 indicam que a corrente de pico e o
potencial de pico para ambas as fluoroquinolonas sao fortemente afetados pelo pH.

Como pode ser visto na Figura 19, em ambos os eletrélitos estudados o Epa
desloca para valores menos positivos com o aumento do pH, indicando que o
processo eletrédico é influenciado por reagdes de protonagdo. Nota-se uma
separagao maior entre os potenciais de oxidagao das FQs quando comparamos o
tampao acetato com o tamp&o Britton Robinson o que torna esse mais interessante
para ser utilizado com eletrélito suporte. Porém levando em consideragdo a maior
corrente de pico para CIPRO e ENRO em solucdo tampdao BR e a separacao
significativa entre os lpa das FQs esse tampao foi selecionado como o eletrdlito

suporte.
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Figura 16 - Efeito do pH do eletrdlito no potencial de pico e corrente de pico de CIPRO e ENRO 5 pmol

L=". (A) Solugdo tampao BR (Britton Robinson) (B) Solugdo tampido de acetato. Condigdes

voltamétricas: AEs = 10 mV, Esw = 75 mV, Tempo Intervalo = 50 ms e tempo de modulagdo = 60 ms.

Eletrodo de referéncia Ag/AgCl/ KClsaturado.
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5.5 Estudos da influéncia de surfactantes na resposta voltamétrica

Ainfluéncia da adicdo do surfactante Laurilsulfato de sodio (LSS) como
surfactante catidnico, foi avaliado utilizando voltamogramas de pulso diferencial em
meio de tampao BR 0,040 mol L' pH 5,0.

O efeito da adigdao do surfactante de LSS (Hoyer e Jensen, 2003, Hoyer e
Jensen, 2006) em intervalo de concentragdo entre 0 e 2,5 pmol L= foi avaliado por
meio da oxidagédo simultdnea de CIPRO e ENRO em 5,00x10~® molL~" em tampao
BR pH 4,0. Os resultados sao apresentados na Figura 20. Observa-se que a
concentragdo 1,0 umol L=' de LSS fornece a maxima corrente de pico. Uma alta
concentragdo de LSS diminuiu a resposta voltamétrica para ambas as
fluoroquinolonas. Esse comportamento pode ser atribuido a formagao de micelas que
diminui o coeficiente de difusdo das espécies eletroativas, levando a valores de pico
de corrente mais baixos. Portanto, 1,0 umol L=' LSS foi selecionado como condig&o
ideal para a detecgdo simultdnea de CIPRO e ENRO. Com base em trabalho
anteriormente publicado objetivou-se a utilizagdo do LSS como surfactante (Oliveira,

de e Trindade, 2016).
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Figura 17 - Efeito da adi¢cdo do surfactante LSS em diferentes concentragbes na presencga de tampao
BR 0,040 mol L ~', em pH 4,00, para a determinagéo simultédnea de (A) CIPRO e (B) ENRO, ambos em
5,00 x 10 = mol L~". Condigbes: (AES) = 10 mV, AE = 75 mV, intervalo de tempo = 50 ms e tempo de

modulacao = 60 ms, Eletrodo de referéncia Ag / AgCI (KClsat.).

Em estudos eletroanaliticos envolvendo interacbes analito/surfactante é
importante monitorar a concentracéo do surfactante no meio reacional, uma vez que,
a partir de certa concentracao a presenca do surfactante pode ndo promover efeitos
esperados conduzindo a resultados pouco satisfatérios, afetando diretamente o
coeficiente de difusdo da espécie eletroativa na superficie do eletrodo.

A avaliacdo das interagcdes que propiciam esses fendbmenos deve levar em
consideragao que em concentragcdes de surfactante abaixo da concentragdao micelar
critica os mesmos encontram-se como mondmero € as interacdes ocorridas entre o
analito/surfactante pode ser predominantemente eletrostatica. Todavia, devido ao fato

de que uma grande quantidade de ions de carga oposta a do surfactante estarem na
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solugao eletrolitica, estes se tornam parte das micelas formadas. Assim, pode ocorrer
uma redugdo no numero de espeécies disponiveis para o transporte de corrente
elétrica, bem como na carga total dos agregados micelares para interagdo com o

analito de interesse.

5.6 Procedimentos matematicos

Mesmo apds a otimizagao dos diversos parametros como eletrdélito suporte, pH,
surfactante e sua respectiva concentracao, a técnica voltamétrica mais adequada e
seus respectivos parametros, ndo foi possivel se obter uma separacao satisfatéria
entre os sinais das FQs conforme demonstrado na Figura 21A. Assim foi necessaria
a busca de solugdes matematicas que possibilitassem a detecgdo dessas FQs mesmo
em situagcdo de completa sobreposicao de sinais. Técnicas como: deconvolugao,
primeira e segunda derivada foram utilizadas conforme foi descrito na parte
experimental secao 4.5.

Assim objetivando a ampliagado dos sinais de cada uma das FQs aplicou-se o
método da segunda derivada com corre¢do da linha base. Na Figura 21A é
apresentado um voltamograma de pulso diferencial (VPD) original, sem o processo
matematico de correcdo da linha base e apds a correcdo da linha base do
voltamograma original, conforme Figura 21B.

O processo de correcao de linha base traz a possibilidade de se extrair do
voltamograma ruidos de rede assim como alinhar os voltamogramas possibilitando
uma quantificagcao com limites de deteccao e quantificacdo maiores. Fica evidente na
Figura 21B que a subtragdo da linha ndo so subtraiu os ruidos de rede como também
tornou os sinais analiticos mais evidentes, sendo este procedimento essencial para a

subsequente aplicagédo da primeira e segunda derivada.
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Pode ser observado também que ao se comparar os sinais das Figuras A e B
obtém-se uma melhor discriminagcédo entre os sinais com maior precisao nos valores

de potencias referente a oxidacao das espécies CIPRO e ENRO.

Figura 18 - Voltamogramas PD: original (A) e o original com a linha base corrigido (B) para a eletro-
oxidagéo de CIPRO e ENRO 5 umol L™, Sobre a superficie do eletrodo de ECV em tampao BR 0.040
mols L', pH 4,0.
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O processo de deconvolugao também foi aplicado aos voltamogramas de VPD
como ilustrado na Figura 22. Neste caso, pode ser observada a melhor discriminagao
com melhor precisdo nos valores de potencias referente a oxidacdo de cada uma das
espécies CIPRO e ENRO. A deconvolugao apresenta um perfil muito interessante com
picos bem definidos. Entretanto, a distancia entre os potenciais de oxidacao CIPRO e
o potencial do segundo pico da ENRO, é de apenas 0,11 V, o que pode ocasionar
problemas na obtencao dos valores de intensidade da corrente de pico.

Na Figura 22 é demostrado, por meio da comparag¢ao do voltamograma original
(—) com os deconvoluidos (—) (—), a queda na intensidade de sinal, sendo que o
sinal referente ao pico de oxidacdo da CIPRO (—) sofre uma diminuicédo de
intensidade na ordem de 12,7 %. Dessa forma entende-se que, o processo

matematico de deconvolugao influéncia na precisdao do resultado com um erro
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consideravel (barra de erro —) e nestas condigdes, tal método, ndo € uma alternativa
viavel.

Figura 19 - Voltamogramas de pulso diferencial, com a linha base corrigida (—), submetido ao
processo matematico de deconvolugao, onde sdo apresentados os sinais referentes a eletro-oxidagao
de ENRO (—), CIPRO (—), de 5,0 umol L. Sobre a superficie do eletrodo de ECV em tamp&o BR
0,040 mol L=! pH 4,0, com 5,00 umol L' de LSS. Condigdes: (AES) = 10 mV, AE = 75 mV, intervalo de
tempo = 50 ms e tempo de modulagédo = 60 ms, Eletrodo de referéncia Ag / AgCI (KClsat.).
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Assim a primeira e a segunda derivada podem ser alternativas eficientes para
a separacao de sinais parcialmente sobrepostos, e seu uso tem sido difundido em
diversos métodos de analise, entre os quais: espectrofotométricos, potenciométricos
e voltamétricos (Oliveira e Trindade, 2016, Elsabee e Prankerd, 1992, Norli,
Christiansen e Holen, 2010b, Marban, Vu e Valdés-Solis, 2011) . Um destes exemplos,
€ 0 método desenvolvido por Cobelo-Garcia et al., 2014, aplicado em amostras com
altos niveis de espécies concomitantes com potencial interferente, como agua e

sedimentos, na determinagao voltamétrica de platina.
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Assim considerando essas possibilidades na Figura 23, € mostrado os
voltamogramas (VPD) apdés a aplicagdo da primeira derivada (Figura 23A,
voltamograma —) e a segunda derivada (Figura 23B, voltamograma —), ambos
comparados com os obtidos somente com a correcdo da linha base (Figura 23,
voltamograma—, A e B). Nitidamente, o sinal do voltamograma com apenas a
correcao da linha base promoveu melhoria significativa do sinal eletroanalitico, assim
como a separagao entre os sinais, porém ainda assim n&o se mostrou suficiente para
a quantificacao.

A aplicacédo da derivada nos sinais obtidos a partir do tratamento da linha de
base nota-se que houve amplificagdo dos picos das duas espécies. Acompanhando
esse raciocinio, observa-se que houve um aumento para a primeira derivada da ordem
de 9,04 (ENRO) e 18,5 (CIPRO), vezes, e para a segunda derivada este aumento, foi

ainda maior, da ordem de 413,7 (ENRO), 703,7 (CIPRO).
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Figura 20 - Voltamogramas de pulso diferencial, com a aplicagédo: (A) de apenas a corregao da linha
base (—), corregdo da linha base juntamente com primeira derivada (—), (B) apenas a corregao da
linha base (—) e correg&o da linha base juntamente segunda derivada (—). Condigées: 5,0 umol L™
das FQs CIPRO e ENRO, sobre a superficie do eletrodo de carbono vitreo em tampé&o BR 0,040 mol
L~=" pH 4,0 com 5,00 umol L~" de LSS. Condigdes: (AES) = 10 mV, AE = 75 mV, intervalo de tempo =
50 ms e tempo de modulagdo = 60 ms, Eletrodo de referéncia Ag / AgCl (KClsat.).
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Antes de todos os métodos de medida de corrente foi necessario a corregao da
linha base conforme é demonstrado na Figura 24 (A e B). Neste caso, a Figura 24A
apresenta o VPD com a aplicagao da segunda derivada antes da correcédo da linha
base.

A escolha do modo de medida da corrente de pico também é fundamental para
obtencado precisa e exata da intensidade de corrente de pico. Segundo (Almécija,
Cobelo-Garcia e Santos-Echeandia, 2016), esta medida pode ser realizada de trés
modos: (a) no inicio do pico, (b) do inicio ao final do pico, e (¢) no final do pico, como

indicado na Figura 24A.
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Figura 21 - (I) Voltamograma de segunda derivada mostrando o ajuste da linha de base convencional:
(A) linha de base horizontal do pico frontal, (B) linha de base do pico-pico e (C) linha de base horizontal
do pico traseiro. (Il) voltamograma de pulso diferencial apdés o método derivativo de segunda ordem
com linha base corrigida. Condigdes: (AES) = 10 mV, AE = 75 mV, intervalo de tempo = 50 ms e tempo

de modulagéo = 60 ms, Eletrodo de referéncia Ag / AgCI (KClsat.).
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No presente trabalho 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 necessario
a corregao da linha base antes e apds o processo. Portanto, na Figura 24B esta
apresentado o VPD com correc¢ao da linha base antes e apds a aplicagdo da segunda
derivada. Dessa forma o procedimento matematico de segunda derivada com a linha
base corrigida (Figura 24) levou a uma distingao satisfatoria do primeiro pico da ENRO
em relagdo ao segundo pico da CIPRO tornando possivel a detecgdo de ambas as
substancias simultaneamente.

Nota-se ainda que a aplicagcdo dos procedimentos matematicos ocasiona um
aumento da resolucao dos sinais voltamétricos, assim como proporciona um aumento
na intensidade do sinal durante as analises, possibilitando analises em que a
concentracdo dos analitos encontram-se a niveis traco e o sinal é praticamente

imensuravel. Dessa forma esses tratamentos matematicos proporcionam uma
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diminuicao nos limites de deteccao e quantificagcao possibilitando analises nas quais

os analitos se encontram em niveis de traco.

5.7 Equipamento para extragao

A extracado é realizada com temperatura de 60 a 70 °C em um meio de
acetona/agua, variando em torno de (20 e 30%), levando a um consideravel aumento
da presséao interna do dispositivo de extragdo ocasionando uma série de problemas
durante as fases iniciais do trabalho. Observou-se que com o aumento da temperatura
ocorria o rompimento do sistema de fechamento do tubo falcon impossibilitando a
extragcdo das FQs nessa temperatura de trabalho. Dessa forma foi idealizado um
dispositivo de travamento das aberturas dos tubos falcon para ser utilizado no
momento da extracdo. Na Figura 25 estd mostrado o dispositivo de travamento

utilizado.

Figura 22 - Equipamento de travamento e acomodagédo dos tubos falcon para a extragdo com

temperatura controlada.
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O desenho ilustrado na Figura 25 mostra um sistema simples, porém

imprescindivel para a extracao proposta levando em consideracédo a otimizagao do
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tempo de agitacéo (10 - 20 min), o volume de solvente (12,5 - 25% v / v), massa de

KCI (20-30%) e temperatura (60 - 70 °C).

5.8 Condicgoes de trabalho e obtencao da curva analitica

Na Tabela 5, estdo reunidos os parametros instrumentais e experimentais e a

aplicagao de recursos matematicos avaliados e otimizados deste trabalho.

Tabela 5 - Parametros experimentais e instrumentais estudados e otimizados para detecgao simultanea
das FQs.

Tipo testado Otimizados
Técnicas Voltamétricas VPD, VOQ VPD
Condicbes experimentais
Parametros Intervalo ou tipo testado Otimizados
Eletrdlito de suporte Tampao acetato e BR BR
conc. estudada / mol L™ 0,040 0,040
pH do tampéo 3,0-7,0 4,0
Surfactantes LSS LSS
Concentragdo de LSS / ymol 0-2,5 1,0

|_—1

Método de separacao de sinais

Métodos matematicos Testado Otimizado

Algoritmos, Maior € melhor deconvolugédo, 1° e 2° derivadae MM
(MM) derivada

Ap0Os a otimizacao das condicdes de trabalho conforme apresentado na Tabela
5, realizou-se estudos monitorando a oxidacao eletroquimica de CIPRO e ENRO em
diferentes concentragdes. A partir dos valores de corrente de pico em 0,93 e 1,05V,

para ENRO e CIPRO respectivamente empregando-se o método matematico de
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segunda derivada com corregao de linha base foi construida uma curva de calibragao

individual, em que cada ponto representa a média de trés medidas experimentais
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Figura 26 - (A) Voltamogramas PD ap6s a aplicagéo da segunda derivada, com correcédo de linha de base, indicando eletro-oxidagéo individual de CIPRO e
ENRO (I e Il respectivamente), na faixa de concentragdes de 0,25 a 4,0 umol L™, sobre a superficie do EI-CV. (B) Insergdo: Curva de calibragdo, dependéncia

da corrente de pico em funcdo da concentracao das FQs. Utilizando as condigbes experimentais e instrumentais otimizadas da Tabela 7.
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Com os dados extraidos da curva (compilados naTabela 6), foi calculado limite
de deteccdo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ), usando equagdo 5 e 6,
respectivamente. Nas equacgdes, SD representa o desvio padrao do intercepto e b a
inclinacdo da curva de calibracdo. Os valores de LD e LQ bem como os dados

referentes a curva de calibracao estdo reunidos na Tabela 6.

Limite de detecdo = 3 X I Equacao 5

SD
Limite de quantificacdo = 10 X I Equacao 6

A Tabela 6 apresenta todos os parametros das curvas de calibragdo conforme

Figura 26, para a analise individual de CIPRO e ENRO.

Tabela 6 - Parametros de confiabilidade analitica obtidos para a curva de calibracao individual de CIPRO
e ENRO.

Paréametros Analise individual
CIPRO ENRO
Intervalo Linear de trabalho / ymol L™’ 0,25-4,00 0,25-4,00
Inclinagéo / A pmol™’ 0,087 0,030
Intercepto / uA -0,0113 -0,0034
Coeficiente de correlagao (r) 0,999 0,998
Limite de deteccao / umol L™’ 0,082 0,133
Limite de quantificacdo / ymol L™’ 0,273 0,443

De acordo com os valores de LD calculados para cada espécie individualmente,
CIPRO (LDcipro = 0,082 pmol L-') e ENRO (LDenro = 0,133 umol L"), onde verifica-
se que atendem aos requisitos para a quantificagao em niveis traco.

Sendo a proposta do trabalho a quantificacdo simultdnea de CIPRO e ENRO,

obteve-se as curvas de calibragdo em uma analise simultanea para as FQs CIPRO e
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ENRO a quais estao representadas na Figura 23, juntamente com os seus respectivos

voltamogramas.

Importante salientar que para a obtencao da curva de calibragao simultanea foi
empregado o método matematico descrito nas equacdes 5 e 6 de forma a tornar
satisfatdria a distingao entre os sinais das FQs.

Figura 237 - (A) Voltamogramas PD ap6és a aplicagao da segunda derivada, com correcao de linha de
base, indicando eletro-oxidagao simultanea de CIPRO e ENRO, na faixa de concentragdes de 0,25 a 8
umol L', sobre a superficie do EI-CV. Insergdo: (B) Curva de calibragéo, dependéncia da corrente de
pico em fungdo da concentracdo das FQs. Utilizando as condigbes experimentais e instrumentais

otimizadas da Tabela 6.
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De acordo com os valores de LD calculados para a deteccédo simultanea de
CIPRO (LDcipro = 0,143 umol L") e ENRO (LDenro = 0,170 umol L"), conforme

Tabela 6, verifica-se que atendem os requisitos para a quantificacdo em niveis tracgo.
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Tabela 7 - Parametros obtidos para a curva de calibracao de CIPRO e ENRO, tal como na Figura 27.

Parémetros Analise Simultanea

CIPRO ENRO
Intervalo Linear / ymol L™ 0,25 -8,00 0,25 -8,00
Inclinagdo / yAL pmol™ 0,057 0,0406
Intercepto / pA -6,0x10~* -0,0001
Coeficiente de correlagao (r) 0,999 0,999
Limite de deteccdo / umol L™’ 0,143 0,170
Limite de Quantificagéo / umol L™ 0,470 0,566

Assim, considerando a faixa de trabalho empregada 0,250 - 4,00 ymol L =" para
deteccdo individual e de 0,25 - 8,00 ymol L ~' para detecgdo simultanea, com
coeficiente de correlagcdo sempre proximo de 0,998 (Tabela 7) e que o limite de
detecgao variou entre 0,082 (CIPRO) e 0,170 (ENRO) umol L='. Dessa forma os
parametros das curvas analiticas revelam que tanto a detecgao individual como a

simultdnea podem ser utilizadas.

5.9 Preparo da amostra via microextragao liquido-liquido

Para minimizar o numero de medidas e tornar o processo de extragao mais
rapido, mais barato e confiavel, utilizou-se um planejamento fatorial completo de 2°
como descrito na secado experimental 4.9, dessa forma obteve-se o numero de 32
experimentos assim como os valores das variaveis a serem estudadas. A Tabela 8
mostra os niveis alto e baixo a serem explorados em cada uma das variaveis para
avaliar o procedimento MELL-AT-CS-AM, no qual seu desempenho (média de duas
repeti¢cdes) foi avaliado por meio da corrente de pico intensidade Ip. Os resultados

aplicados no grafico de Pareto Figura 28, com o nivel de confianga de 95%, mostraram
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uma interagao entre a temperatura e o sal com o valor de 2,38 para ENRO e 3,29 para

CIPRO.

Tabela 8 - Resumo dos parametros quimiométricos (com um planejamento fatorial completo 2°) usado
para avaliar o procedimento MELL-AT-CS-AM e seu desempenho por meio da intensidade de pico da
corrente.

Fatores Niveis

Baixo(-1) Alto(1)

HCI/ mol L™ 0,7 1,0
Acetona/ % 30,0 37,5
KCI/ % 20 30
Tempo / min 10 20
Temperatura/°C 60 70
Ensaio  Parametros e variagio Desejabilidade (di)*
HClI  Acetona Sal Tempo  Temperatura locPro loENRO
1 -1 -1 -1 -1 -1 0,71 1,00
2 1 -1 -1 -1 -1 0,53 0,77
3 -1 1 -1 -1 -1 0,49 0,72
4 1 1 -1 -1 -1 043 0,57
5 -1 -1 1 -1 -1 0,40 0,64
6 1 -1 1 -1 -1 0,38 0,74
7 -1 1 1 -1 -1 0,49 0,69
8 1 1 1 -1 -1 0,46 0,53
9 -1 -1 -1 1 -1 0,68 0,95
10 1 -1 -1 1 -1 0,47 0,64
11 -1 1 -1 1 -1 0,56 NM
12 1 1 -1 1 -1 0,93 NM
13 -1 -1 1 1 -1 0,42 0,60
14 1 -1 1 1 -1 0,53 0,69
15 -1 1 1 1 -1 0,59 0,66
16 1 1 1 1 -1 0,12 0.20
17 -1 -1 -1 -1 1 NM NM
18 1 -1 -1 -1 1 NM NM
19 -1 1 -1 -1 1 0,14 0,31



Ensaio  Parametros e variagio Desejabilidade (di)®

HClI  Acetona Sal Tempo  Temperatura locPrRO lbENRO
20 1 1 -1 -1 1 0,40 0,52
21 -1 -1 1 -1 1 0,50 0,63
22 1 -1 1 -1 1 0,74 0,85
23 -1 1 1 -1 1 1,12 1,20
24 1 1 1 -1 1 0,74 0,85
25 -1 -1 -1 1 1 0,47 0,62
26 1 -1 -1 1 1 0,51 0,63
27 -1 1 -1 1 1 0,45 0,57
28 1 1 -1 1 1 0,54 0,69
29 -1 -1 1 1 1 0,46 0,46
30 1 -1 1 1 1 0,70 0,70
31 -1 1 1 1 1 0,57 0,72
32 1 1 1 1 1 0,66 0,68

[a] - calculos de valor conforme descrito na sec¢ao 4.8 [NM] valor nao medido -



Figura 28 - Grafico de Pareto obtido a partir de um projeto fatorial completo de 2° para avaliar o desempenho da extragdo de ENRO (A) e CIPRO (B). Valor na

Tabela 8.
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De acordo com a Figura 28 (A e B) as interagdes entre as demais variaveis nao
foram significativas e suas interagao apresentaram valores negativos mais negativos.
Desta forma, foi adotado os niveis mais baixos para acetona, HCI e tempo. A andlise
de variancia (ANOVA) mostrou coeficientes de regressado aceitaveis e observou-se
que esses modelos sdo adequados para serem aplicados nos dados porque a falta de
ajuste nao é significativa (para 95% do nivel de confianga). Estes resultados podem
ser observados na tabela de teste F (Tabela 9), onde a razdo MS (média quadratica)
falta de ajuste / MS (média de quadrado) erro puro para o quadratico foram 7,99 (CIPRO) e

2,35 (ENRO), ndo excedendo o valor tabulado 18.51 no nivel de confianga de 95%.

Tabela 9 - Analise de Variancia para o modelo quadratico.

FQs CIPRO ENRO
GL Ftabelado Fcalculado Fcalculado
MQe»; / MQep F12 18.51 7.99 2.35

MQ = Media quadratica; raj = falta de ajuste; ¢, = erro puro;

As variaveis mais significativas (sal e temperatura) foram otimizadas usando a

matriz Doehlert com ponto central, tal como apresentado na Tabela 10.
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Tabela 10 - Dados e pardmetros da matriz Doehlert utilizada na otimizagdo do método MELL-AT-CS-
AM.

Ensaio Parametros e Variagao (min.) Desejabilidade (di)®®
Temperatura /°C Sal/g ENRO CIPRO

1 1(70) 0 (25) 0,75 0,38
2 0.5 (67,5) 0.866 (30) 0,72 0,19
3 -1 (60) 0 (25) 0,46 0,23
4 -0.5 (62,5) -0.866 (20) 0,40 0,22
5 0.5 (67,5) -0.866 (20) 0,84 0,21
6 -0.5 (62,5) 0.866 (30) 0,66 0,27
7 0 (65) 0 (25) 1,28 0,34
8 0 (65) 0 (25) 1,26 0,40
9 0 (65) 0 (25) 1,36 0,35

[{l0s dados de desejabilidade foram obtidos conforme seg&o experimental 4.9.

Figura 29 - Superficie de resposta para ENRO (A) CIPRO (B) obtida para fatores de sal e temperatura.
* Corrente de desejabilidade obtida como Tabela 10.

A Figura 29 mostra as superficies de resposta aplicadas aos efeitos variaveis

principais acima mencionados (KCl e temperatura) e a Tabela 11 resume a melhor
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condigcdo otimizada para executar o procedimento MELL-AT-CS-AM proposto e

maximiza sua eficiéncia de extracdo. Ressalta-se que, na andlise da amostra

alimentar de origem animal, embora a acetona (polaridade média) possa extrair

compostos de polaridade média juntamente com analitos, este solvente nao extraiu

quantidade significativa de gorduras, como foi observado em geral solventes apolares

(por exemplo, hexano, ciclo-hexano e octanol).

Tabela 11 - Informacgdes sobre os parametros otimizados no procedimento MELL-AT-CS-AM mostrado

na sec¢ao experimental 4.8.2.

Parametros Tipo e/ou intervalo testado Otimizado
Extracao prévia

Concentracéo de HCI/ mol L=" 0.7 -1,0 0.7
Solugéao para ajuste de pH HCI, NaOH todos
Re-extracao

Sal KClI, KCI
Quantidade de acetona / % 30e 37,5 33,75
Sal/% 20-30 25
Solugéao para ajuste de pH HCI, NaOH Todos
Tempo de extracdo / min 10 -20 20
Temperatura / °C 60 -70 65
Extrator Tampéo acetato, BR e HCI HCI
pH 1,0-10.0 7,0
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5.10 Desempenho eletroanalitico com e sem MELL-AT-CS-AM

As amostras de alimentos selecionadas para o trabalho apresentam um alto
nivel de complexidade. Neste sentido é imprescindivel uma etapa de preparo de
amostra eficiente que permita extrair o analito e remover possiveis interferentes tais
como lipidios, proteinas, carboidratos etc (Golet, Alder e Giger, 2002b). Nesse
contexto, o preparo de amostra em técnicas eletroquimicas pode ser extremamente
tedioso e complexo, de forma que a eletroanadlise direta das FQs seria uma alternativa
atrativa para superar esse problema. Assim, com o objetivo de reduzir o conjunto de
etapas experimentais, testamos a extragdo de FQ usando apenas o HCI 0,7 mol L™,
(Figura 30, a) e tamp3o Britton-Robinson (BR) 0,040 mol L~', pH 4.0,( Figura 30, b) ,
ou seja uma extracao direta, conforme descrito na sec¢ao 2.4.1. Os perfis voltamétricos
mostraram apenas uma onda ampla - a 1,00 V (Figura 30, a) e 1,21 V (Figura 30, b) -
com uma ma definicdo de ambos os picos de FQs. Isso € indicativo de um forte efeito
de matriz ocasionados pela presencga de varios constituintes biolégicos que aderem a
superficie do eletrodo e, consequentemente, inibem os sinais do FQs.

O uso do procedimento MELL-AT-CS-AM proposto antes da eletroanalise
podemos observar uma leve melhora no perfil voltamétrico, permitindo a separacao
dos picos das FQs (Figura 30, c). Neste, o método MELL-AT-CS-AM proposto permite
submeter os analitos extraidos a uma alta diluicdo em fase aquosa para dispersar os
concomitantes da matriz no meio e assim reduzir os interferentes e seus efeitos sobre
a superficie do eletrodo. Além disso, o procedimento MELL-AT-CS-AM forneceu a
dispersdo do solvente extrator de baixa densidade (acetona) no meio da amostra,
permitindo a re-extracdo das FQs. No entanto, como as amostras de carne

apresentam interferentes que podem dificultar a deteccéo, foi realizado a verificacao



86

da metodologia afim de a sua eficacia. Além disso, levando em consideragao que esse
processo envolve muitas variaveis e varias etapas experimentais, utilizamos varias
estratégias para otimizar o procedimento MELL-AT-CS-AM e superar o problema dos

interferentes.

Figura 2430 - Voltammogramas pulso diferencial registrados para eletrooxidacdo de CIPRO e ENRO
a 5 umol L ', para diferentes procedimentos de extragdo: (a) HCI 0,7 mol L™, (b) Buffer BR e (c) MELL-
AT-CS-AM como eletrdlito de suporte, tampao BR (a 0,040 mol L-1 pH 5,0). Condicdes: (Aes) = 10 mV,
AE =75mV, intervalo de tempo = 50 ms e tempo de modulacdo = 60 ms, na amostra de frango. Eletrodo
de referéncia Ag / AgCI (KClsat.).
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1300
a - Extragio em HCI 0,7 mol L™ "
b - Extragio em tampio BR | 250 i
¢ - Extracao via PS-MSSI-HT-LLME

5.11 Desempenho analitico
Para testar a precisdo do método de preparo de amostra - com base no

procedimento MELL-AT-CS-AM - e a eletroanalise, os testes de recuperagao foram



87

efetuados usando o método de adigédo padrao. A Figura 31 ilustra os voltamogramas
de pulso diferencial derivativos de segunda ordem com corregcéo da linha de base
registrados apds a extracédo das FQ da carne de frango através do procedimento
MELL-AT-CS-AM (Figura 31, a) e a adigao sucessiva dos analitos (Figura 31, b-d) na
célula eletroquimica (Figura 31). De acordo com os resultados, o procedimento
proposto foi efetivo para remover os componentes de matriz indesejados porque nao
ha efeito de matriz significativo que comprometa a determinacéo das FQs CIPRO e
ENRO. Alinearidade adequada para a curva de adigao padrao (Figura 31) foi bastante
semelhante a curva analitica padrao (Figura 31), mostrando um coeficiente de

correlagao proximo a 0,99.
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Figura 31- Voltammogramas pulso diferencial derivativos de segunda ordem corrigidos de linha de
base para: (a) amostra de frango com 2,0 umol L='CIPRO e ENRO ap6s uma MELL-AT-CS-AM, (bd)
adigbes sucessivas (20 uL) de FQs (1,0 mmol L™"). Inserg&o: curva de adi¢do padréo para as medidas
de recuperacgao de adigao.
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A Tabela 12 resume os valores de recuperacdo que variaram entre 69,9% e
103%, para as FQs para a as determinagbes em carne de frango e leite com
fortificacdo das amostras variando entre 0,80, 2,00 e 4,00 umol L= de CIPRO e
ENRO. Como pode ser visto na Tabela 12, em alguns casos, o procedimento proposto
apresenta recuperacao (entre 69,92% e 76,3%) para CIPRO e ENRO em amostra de
leite. Esses baixos valores de recuperagcdo podem nao estar relacionados a ineficacia
do método, mas com a perda do analito durante o processo de tratamento da amostra.
No entanto, se o nivel de concentracédo e a riqueza em relacdo a complexidade da

matriz forem levados em consideracéo, os valores de recuperacdo mostram que o
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procedimento funciona adequadamente e pode ser util para outras aplicagdes na

eletroanalise.

Tabela 12 - Resultados do ensaio de recuperacado para avaliar a precisdo e precisdo do método

proposto para quantificagdo de amostras de alimentos CIPRO e ENRO.

FQs Amostra Adicionado Encontrado® Recuperado CV [
(mol L") (umol L) (%) (%)

CIPRO  Frango 0.80 0.71 89.2 11.2
Frango 2.00 2.07 103 3.80
Leite 4.00 2.80 69.9 4.70
Cupim bovino 4.00 ND [l - -

ENRO Frango 0.80 0.64 80.5 5.95
Frango 2.00 1.90 95.0 14.0
Leite 4.00 3.05 76.3 1.10
Cupim bovino 4.00 ND [] - -

8l Meédia de quatro determinagdes; ! Nao detectado,CV = coeficiente de variagéo.

5.12 Comparagao entre metodologia proposta no presente trabalho com
outras metodologias propostas para a determinagao de CIPRO e ENRO

Ao realizar a comparacao do presente procedimento com a metodologia
proposta pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2010), podemos
destacar algumas vantagens tais como: menor custo, maior rapidez no preparo das
amostras assim como menor limite de detecgdo. Também cabe destacar que a
ANVISA apresenta um procedimento para a detec¢cao de fluoroquinolonas em
medicamentos, que sdo amostras de facil manipulagdo. Em contrapartida neste
trabalho podemos efetuar a extragcao e pré-concentracdo de CIPRO e ENRO em
amostras de leite e carne de frango mesmo na presenga de inumeros constituintes,

tais como: gordura, proteinas, carboidratos e minerais. Os trabalhos em torno das
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analises de FQs utilizam a CLAE como técnica padrao, dessa forma a separagao e
posterior determinacdo se deve ao potencial da cromatografia como técnica de
separacdo. Quando objetiva-se utilizar a eletroanalise na determinacdo de FQs, o
desafio é contornar a pouca seletividade dessa técnica.

A Tabela 13 apresenta diversos métodos de determinagao de CIPRO e ENRO
realizadas em variadas amostras. Podemos notar que as determinagdes séao
realizadas em concentragdes que variam entre 1,2 e 300,0 umol L. A determinagéo
dos interferentes presentes nas amostras estudadas no presente trabalho sé podem
ser realizadas através de inumeras analises, porém € sabido que amostras de
farmacos apresentam poucos interferentes sendo de mais facil manuseio.

Também nota-se que as analises que foram realizadas com concentracgao entre
0,69 e 0,75 umol L= utilizaram a CLAE (técnica que apresenta boa seletividade e
consequentemente apresenta consideravel versatilidade em determinacbes em
amostras complexas), ou seja, quando comparamos esses resultados obtidos no
presente trabalho a técnica empregada para determinagdo de CIPRO e ENRO se

mostra eficaz.
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Tabela 13 - Parametros analiticos de alguns métodos eletroanaliticos e cromatograficos propostos para
a determinacao ENRO e CIPRO.

Amostras liquidas

FQs Amostra  Eletrodo Técnica Adicionado/ Recuperado / % Referéncia
pumol L™
CIPRO Urina ECV-NTC VVL 300,0 95,8 (Ensafi et al,
2010a)
ENRO  Urina ECV-NTC VVL 40,0 96,7 (Ensafi et al,
2010a)
CIPRO Plasma ECV-NTC VVL 10,0 95,5 (Ensafi et al,
2010a)
ENRO Plasma ECV-NTC VVL 22,0 99,8 (Ensafi et al,
2010a)
ENRO  Soro - CLAE 0,69 72,2 (Sun et al., 2008)
CIPRO Soro - CLAE 0,75 91,5 (Sun et al., 2008)
CIPRO  Colirio EGM VVL 8340 91,0 (Ni, Wang e Kokot,
2006)
ENRO Urina de EGM DPV 211,0 100 (Navalon et al.,
cachorro 2002)
CIPRO  Colirio EGM VVL 1,2 95,4 (O’Dea et al., 1990)
CIPRO Leite ECV DPV 5,0 66,8 *
ENRO Leite ECV DPV 5,0 61,4 *
Amostras sélidas
FQs Amostra  Eletrodo Técnica Adicionado/ Recuperado/ % Referéncias.
pumol Kg™
ENRO  Fezes - CLAE 0,90 97,6 (Sunderland et al.,
suina 2004)
CIPRO Fezes - CLAE 0,83 92,7 (Sunderland et al.,
suina 2004)
CIPRO Ragdo de EGM LSSV 2220 88,8 (Ni, Wang e Kokot,
patos 2006)
CIPRO Carne de ECV DPV 2,0 100,9 *
frango
ENRO Carne de ECV DPV 2,0 74,5 *
frango

* Presente trabalho
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Por outro lado, tem a questdo ambiental. A presente técnica basicamente
utiliza-se de sal (KCI), do surfactante (LSS) e de pouco volume de acetona para a
extracdo e pré-concentracdo. A acetona € um solvente organico toxico que, em
humanos, pode causar irritagdes aos olhos e problemas respiratérios se nao for
cuidadosamente manipulada. Se descartada de maneira inadequada, pode causar
impactos ambientais, levando a contaminacdo de aguas e comprometendo a vida
aquatica. Porém em cada analise utiliza-se cerca de 3,5 mL que por ser uma
quantidade pequena é possivel um manuseio responsavel que impega qualquer tipo
de contaminagao. Em detrimento as analises em HPLC (apresentadas na Tabela 13)
utilizam-se de quantidades consideraveis de variados solventes organicos toxicos.
Assim, com base no exposto, pode-se perceber vantagens na metodologia proposta,
que, além de elevada sensibilidade analitica, também estdo sobre o fato da
metodologia MELL-AT-CS-AM apresenta m uma excelente capacidade de minimizar
0 processo de adsorcdo de contaminantes das amostras sobre a superficie do
eletrodo.

O método de extracao proposto MELL-AT-CS-AM forneceu uma diluicdo de
amostra consideravel para reduzir o efeito de interferéncias a um limiar toleravel,
permitindo a pré-concentracao dos analitos antes de sua quantificacdo em amostras
de carne de frango e leite. Portanto, o procedimento de preparo de amostra adaptado
funciona adequadamente e pode ter potencial ndo sé na analise de amostras de carne
e leite de frango, mas também para outras aplicagdes praticas na eletroanalise de

outras amostras complexas de alimentos.
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6.0 CONCLUSOES

Neste trabalho foi desenvolvido um procedimento de preparo de amostra
adaptado de um procedimento de Microextragao liquido-liquido baseada em indugao
por sal assistida por ultrassom (MLL-ISAUS) para extracao de fluoroquinolonas em
amostras de alimentos de origem animal (leite e carne de frango) e determinagao por
eletroanalise. A escolha das melhores condi¢cbes de trabalho se mostrou primordial
para se obter resultados satisfatorios. Ademais, a utilizagao de surfactante auxiliou na
amplificacdo do sinal analitico e melhorou a separagao dos sinais sem comprometer
a analise quantitativa. Além disso, os problemas provenientes da sobreposicdo de
sinais voltamétricos das FQs foram melhores resolvidos aplicando-se métodos
matematicos como derivada de segunda ordem e corregédo da linha de base, o que
possibilitou a distincdo entre os sinais de CIPRO e ENRO e a quantificagao
satisfatoria.

Nesse contexto o método de extracéo proposto MELL-AT-CS-AM forneceu uma
consideravel reducdo do efeito de interferentes levando a um limiar toleravel,
permitindo a pré-concentragao dos analitos antes da sua quantificagcdo em amostras
de carne de frango e leite. Portanto, o procedimento de preparo de amostra proposto
funciona adequadamente para analise de amostras de carne de frango e leite. Assim,
os procedimentos desenvolvidos de preparo de amostra com determinacdes
simultaneas das fluoroquinolonas em amostras de carne de frango e leite por DPV,
podem ser uma alternativa altamente satisfatéria. Essas afirmacdes sao amparadas
pela maior sensibilidade e melhores valores de recuperagao obtidos pelo método

proposto quando comparado com analises empregando outras técnicas.
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A procedure based on liquid-liquid extraction (LLE) and phase separation using magnetically stirred salt-induced
high-temperature liquid-liquid extraction (PS-MSSI-HT-LLE) was developed to extract and pre-concentrate ci-
profloxacin (CIPRO) and enrofloxacin (ENRO) from animal food samples before electroanalysis. Firstly, simple
LLE was used to extract the fluoroquinolones (FQs) from animal food samples, in which dilution was performed
to reduce interference effects to below a tolerable threshold. Then, adapted PS-MSSI-HT-LLE protocols allowed
re-extraction and further pre-concentration of target analytes in the diluted acid samples for simultaneous
electrochemical quantification at low concentration levels. To improve the peak separation, in simultaneous
detection, a baseline-corrected second-order derivative approach was processed. These approaches allowed
quantification of target FQs from animal food samples spiked at levels of 0.80 to 2.00 umol L ™! in chicken meat,
with recovery values always higher than 80.5%, as well as in milk samples spiked at 4.00 umol L.~ *, with re-
covery values close to 70.0%.

1. Introduction

The growth of the pharmaceutical industry with consequent avail-
ability and use of large-scale veterinary antibiotics has become a global
problem. Their use, to prevent or treat animal disease and to enhance
production, combined with the discharge, has provided possible routes
of entry of veterinary drug residues into the human food chain (Farré &
Barceld, 2013; Kantiani, Llorca, Sanchis, Farré, & Barcel6, 2010; Shao,
Wang, Chen, & Wu, 2014) and the environment (Frade, Dias, Teixeira,
& Palma, 2014). As a consequence, there has been the emergence of
resistant “super-bacteria”. The contamination in the environment also
results from activities of the pharmaceutical industry, which scientific
studies have documented (Frade et al., 2014; Rutgersson et al., 2014).
Studies developed in countries such as Brazil (Frade et al., 2014), India
(Rutgersson et al., 2014), China (Li et al., 2013; Zou et al., 2011),
Switzerland (Golet, Alder, & Giger, 2002), Japan (Adachi, Yamamoto,
Takakura, & Kawahara, 2013), Estonia (Lillenberg et al., 2010) and the
United States (Done & Halden, 2015; LaPara, Madson, Borchardt, Lang,
& Johnson, 2015) show the presence of fluoroquinolones (FQ), or their

metabolites, in considerable levels in several aquatic and agricultural
samples, as well as in samples of food for animals that are part of the
human food chain.

There are many concerns about the direct and indirect hazards of
veterinary drug use and their potential impacts on public health as well
as on the natural environment. As such, between 10 and 90% of the
drug dosage remains in its unchanged or non-metabolized form in
tissue, or is discarded into the environment. Moreover, summarizing
the findings from literature studies (Brown, 1996; Ebert et al., 2011;
Hernandez-Arteseros, Compand, & Prat, 1998; Huang, Lin, Yu, & Feng,
2006; Murillo Pulgarin, Alanén Molina, & Mufioz Fernandez, 2008), it
can be concluded that ciprofloxacin (CIPRO) is the major metabolite of
enrofloxacin (ENRO), which can increase the concentration of the
target drug in the aforementioned samples. Considering the impact of
these drugs on human health, sensitive and selective analytical meth-
odologies, especially for the quantification of residual levels in complex
samples, are very important and highly desirable.

From an analytical viewpoint, complex samples have several bio-
logical constituents, such as lipids, proteins, carbohydrates (Golet et al.,
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2002), and prior to analysis require several steps of preparation for the
elimination of interference (Farré & Barceld, 2013). Even with separa-
tion techniques such as capillary electrophoresis (Lombardo-Agiii,
Garcia-Campana, Gamiz-Gracia, & Cruces Blanco, 2010) and high-per-
formance liquid chromatography (Garcés, Zerzariova, Kucera, Barrén, &
Barbosa, 2006; Moema, Nindi, & Dube, 2012; Turiel, Martin-Esteban, &
Tadeo, 2006) the complexity of these samples has been challenging,
and the sample preparation may be needed. In electroanalysis, the
drawback regarding interference from complex samples is more pro-
nounced (Bilibio, de Oliveira, Ferreira, & Trindade, 2014; de Oliveira &
Trindade, 2016; Trindade, Bilibio, & Zanoni, 2014), due to the fact that
the adsorption of concomitants at the electrode surface may cause the
overlapping of target signals and/or a change in the ionic strength of
the supporting electrolyte solution. Because of this, protein precipita-
tion and subsequent dilution have been used to minimize this effect.
However, in real samples, the concentration is very low and dilution is
unfeasible.

New trends combining solid-phase and liquid-phase extraction have
been documented as indispensable for sample preparation (Song et al.,
2017) and pre-concentration (Sun, Qiao, Liu, & Liang, 2008). The phase
separation based on magnetically stirred salt-induced liquid-liquid
microextraction was used to determine five FQs in milk, chicken eggs
and honey samples prior to HPLC analysis (Gao et al., 2015). Likewise,
adapted methods that uses phase separation based on ultrasound-as-
sisted salt-induced liquid-liquid microextraction were proposed (Wang,
Gao, Wang, et al., 2015; Wang, Gao, Xu, et al., 2015) to process the
samples: plasma, urine, fish, pork and beef muscle prior to determine
some FQs using HPLC technique. The advantages noted when applying
these methodologies were the use of less toxic solvents — in developing
new applications for enhanced-solvent extractions — and the possibility
to extract and preconcentrate target FQs from complex samples at very
low concentration. Here, we explored the advantages highlighted in the
previous reported methods to make some adaptions and study all the
parameters variations using a compact device. The new device config-
uration allows the stirring in a hot plate and control the temperature
without loses of the volatile solvent during the extraction process. The
adapted method is named as phase separation based on magnetically
stirred salt-induced high-temperature liquid-liquid extraction (PS-
MSSI-HT-LLE).

Several electroanalytical methods have been developed for quanti-
tation of FQs; however, the numbers are poorly reported when the
application has been related to complex samples such as food samples
of animal origin, especially those of solid foods. Therefore, we used the
developed method, PS-MSSI-HT-LLE, to extract CIPRO and ENRO from
milk and chicken meat prior to simultaneous electroanalytical de-
termination. Target drugs are common FQ antibiotics (so called as
emerging food contaminants) and were selected as model analytes. The
challenge of simultaneous quantification of these two FQs was over-
come by applying a correction factor to calculate the percentage of the
ENRO signal overlapping the main CIPRO peak and so obtain an ac-
curate quantification of both analytes. As for optimization of the ex-
traction, where in some determinations the signals were almost indis-
tinguishable, we also performed mathematical data processing using a
baseline-corrected second-order derivative method.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals and samples

The FQs: CIPRO and ENRO (Fig. S1, Supplementary material) were
purchased from (Sigma-Aldrich®, Sao Paulo, Brazil) and the standard
stock solutions were prepared at concentrations of 1.0mmolL™! by
dissolving in 0.05% acid acetic (Vetec®, Rio de Janeiro, Brazil) and
further dilution with ultrapure water. Acetic acid, phosphoric acid,
sodium acetate and boric acid were purchased from Sigma-Aldrich®
(Sao Paulo, Brazil). The supporting electrolytes used in this work were:
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acetate buffer and Britton-Robinson (BR) buffer solutions, prepared as
previously reported (de Oliveira & Trindade, 2016; Trindade et al.,
2014). For both buffer solutions, the concentration was 0.04 mol L ™!
and the pH values were adjusted using hydrochloric acid or sodium
hydroxide (both from Vetec®, Rio de Janeiro, Brazil) at concentrations
of 0.10mol L1,

The tested surfactants were: tetra-n-butylammonium bromide
(TBAB), tetraethylammonium chloride (TEAC), Triton X-100 (TX-100),
cetyltrimethylammonium bromide (CTAB), dioctyl sodium sulfosucci-
nate (DSS), sodium dodecyl sulfate (SDS); all purchased from Sigma-
Aldrich® (Sao Paulo, Brazil) and prepared using ultrapure water
(R = 18.2MQcm). The chicken and meat samples were acquired in
local supermarkets (Dourados, MS, Brazil) and stored at 4 °C during the
months of January and March 2016. Prior to analysis, all samples were
certified free of the target FQs.

2.2. Instrumentation

The electrochemical measurements were performed using a PGSTAT
204 potentiostat/galvanostat (Metrohm Autolab®, Utrecht, The
Netherlands) and controlled by Nova 1.11 software. The electro-
chemical cell, with capacity of 5.0 mL, was composed of three con-
ventional electrodes: Pt auxiliary electrode, Ag/AgClkcisar) reference
electrode, and a glassy carbon electrode (GCE) as the working elec-
trode. Prior to use, the GCE was carefully polished with alumina slurry
(1.0 and 0.30 um) with a polishing pad and rinsed with ultrapure water.
The procedure was carefully repeated before subsequent measure-
ments. The ultrapure water (R = 18.2 MQ cm) used for cleaning and for
preparation of all chemical solutions was obtained in a reverse-osmosis
water purifier OS 10 LTXE (Gehaka®, Sao Paulo, Brazil) and further
ultra-purified in a Thermo Scientific® system (model Smart2Pure, San
Jose, USA). All measurements and/or adjustments of pH were per-
formed using a combined glass electrode (Hanna®, model HI 1131B,
Texas, United States) connected to a digital pH meter (Hanna®, model
HI 3221, Texas, United States). For stirring and homogenization, a
magnetic stirrer (Fisatom®, model 701, Sao Paulo, Brazil) was used.

2.3. Mathematical processing

For improved peak resolution in simultaneous detection, a baseline-
corrected second-order derivative method was used and processed by
Originlab® software (version 8.5). The mathematical data processing
was fundamental to simultaneous quantification, as previously pub-
lished in works by de Oliveira and Trindade (2016) as well as by
Trindade et al. (2014).

2.4. Sample preparation performed to extract FQs

2.4.1. Extraction of FQs from animal food samples

Firstly, the chicken meat was cut into tiny cubes in order to present
a larger contact area during the spiking process. After that, the spiked
chicken meat and milk samples were prepared by adding the required
amount of the working solutions (FQs), vortex shaking for approxi-
mately 5min. and left overnight to complete the homogenization pro-
cess. To evaluate the efficiency of the extraction of FQs from the sam-
ples, the procedure was developed as shown in Fig. S2 (Supplementary
material), with further direct electroanalysis. As extractant solvents,
HCl (0.70molL™") and Britton-Robinson buffer (0.04molL ™', pH
3.00-9.00) were tested. Fig. S2 (step I, Supplementary material) shows
the extraction performed, in which 0.40g of chicken meat or milk
sample containing between 0.80 and 4.00umolL™' of CIPRO and
ENRO were placed into conical tubes. Then 10 mL of extraction solvent
was added and shaken by vortex for 30s (Fig. S2, step II,
Supplementary material). Subsequently, 5mL of the supernatant was
removed (Fig. S2, step III, Supplementary material) and submitted to
direct electroanalysis with no further treatment (Fig. S2, step IV,
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Supplementary material).

2.4.2. Proposed re-extraction using PS-MSSI-HT-LLE

To perform the PS-MSSI-HT-LLE procedure, the type and volume of
extractor solvent, ionic strength by the addition of salt, the sample pH,
temperature and the extraction time were used as described in previous
works (Herrera-Herrera, Herndndez-Borges, Borges-Miquel, &
Rodriguez-Delgado, 2013; Leong, Fuh, & Huang, 2014; Pena, Silva,
Pereira, Meisel, & Lino, 2010; Tolcha, Merdassa, & Megersa, 2013). By
this method, 0.40 g of chicken meat or milk sample spiked with 0.80
and 4.00 umol L ™! of CIPRO and ENRO were placed in conical tubes,
vortex shaking during 3 min, and then, the procedure was performed as
described in Fig. S3 (step I and II, Supplementary material). After
performed steps I and II (Fig. S3, Supplementary material), 8 mL of the
supernatant was removed and placed in another conical tube (capacity
15 mL) for adjustment of the pH value to 7.0, using HCl or NaOH (Fig.
S3, step III). Subsequently, the ionic strength was adjusted by addition
of KCl (amount varied between 5.0 and 25%, w/v) followed by manual
or vortex shaking for total dissolution of the solid (Fig. S3, step IV).
Then, the acetone (Vetec®, Rio Janeiro, Brazil) used as extractor solvent
was added to the conical tubes (volume varied between 30 and 37.5%,
v/v) and the samples were placed on the magnetic stirrer under heating
at a temperature of 60 to 65 °C for 10 and 20 min, respectively, (Fig. S3,
step V). After this step, the upper layer containing the acetone (the
enriched phase) was collected with a microsyringe (Hamilton, Sao
Paulo, Brazil) and added in a Beaker, (Fig. S3, step VI). The enriched
organic phase was dried in a laboratory oven at 40 °C for 30 min. The
residue was dissolved in 5.0 mL of the supporting electrolyte solution
(BR buffer at pH 4.0) in an Eppendorf tube (Fig. S3, step VII), ultra-
sonicated for 10s and the electrochemical quantification was per-
formed using the standard addition method (Fig. S3, step VIII).

2.5. Data treatment using a factorial design

All tests were performed to demonstrate the best combination of
variables, by which the optimization of the extraction procedure al-
lowed us to randomize the variables to reduce the total number of ex-
periments (Tables S3-S5, Supplementary material). In our study, only
41 experiments and five factors involved in the extraction step were
optimized, which were: HCl concentration (0.7-1.0 molL™Y), stirring
time (10-20 min), volume of solvent (12.5-25% v/v), salt mass
(20-30%) and temperature (60-70 °C). The choice of variables and the
optimized conditions were based on previous works that covered the
multivariate approach in the optimization procedure (Gorla, Duarte,
Sartori, & Tarley, 2016; Yang et al., 2016).

The data analysis was performed using a 2° full factorial design,
performed in duplicate. In the multi-response optimization approach,
used to maximize the analytical responses of ENRO and CIPRO, the
applied method was based on the larger-the-better (LTB), where the
result was expressed in terms of individual desirability (di), as de-
scribed in Eq. (1) (Gorla et al., 2016). Table S4 (Supplementary mate-
rial) shows the factors studied and their levels of variation as well as the
results of the full factorial design.

di— (&)
H-L (@)

where y is the main obtained experimental result related to the peak
current intensity (I,), L and H are the lowest and highest values ob-
tained for I, obtained for the set of experiments. In addition, the overall
desirability (Di) was calculated by geometric mean of di (Eq. (2)).

Di = #/df dP..dpm )

In Eq. (2), m is the number of studied responses for each experiment
during the optimization process and dn is the weight of each response.
All factors and interactions were available by Pareto chart and Doehlert
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Fig. 1. Base-line corrected differential pulse voltammograms registered on the GCE for:
(a) blank: buffer BR 0.04molL~" (pH 4.0) as supporting electrolyte, and individual
electro-oxidation of (b) ENRO and (c) CIPRO as well as for the mixture of both FQs (d) all
at 5.0 x 10" ®mol L™, Conditions: step potential (AEg) 10 mV, pulse amplitude (AE)
75mV and scan rate (v) 10mVs~ L.

matrix with a triplicate central point. Statistical analysis was performed
using the StatSoft software package Statistica® 10.0 (StatSoft, Tulsa,
U.S.). In all methods, a confidence level of 95% was used.

3. Results and discussion
3.1. Voltammetric studies of CIPRO and ENRO at GCE

The electro-oxidation mechanisms of FQs, CIPRO and ENRO (Fig.
S1, Supplementary material), are not completely elucidated; however,
previous studies have suggested that oxidation occurs at the 7-position
piperazinyl group in an irreversible process. Here, in Fig. 1 is shown the
voltammetric study in the absence (voltammogram a) and presence
(voltammograms b-d), of CIPRO and ENRO for individual and si-
multaneous detection on the bare GCE. The individual detection of
ENRO (voltammogram b) is characterized by the presence of three
distinguishable oxidation peaks: the first one at 0.93 V, the second at
1.04V and the third at 1.18 V (vs. Ag/AgClkcisar.)- However, the second
peak (at 1.04 V) appears very close to the CIPRO peak (voltammogram
¢), because its oxidation peak occurs at 1.05V vs. Ag/AgClcisat.y and
compromises simultaneous detection. Fig. 1 (voltammogram d) shows
that the simultaneous electroanalysis of both FQs (with similar elec-
troactive group) causes the overlapping peaks at 1.05V (vs. Ag/
AgClkcisar), hindering accurate peak current intensity measurement.
The same condition was observed by Ensafi and co-workers (Ensafi,
Taei, Khayamian, & Hasanpour, 2010) for simultaneous electroanalysis
of CIPRO and ENRO. It was also shown that the mathematical proces-
sing based on the least-squares support vector machine (LS-SVM) model
allowed a satisfactory peak separation for both FQs.

Once the instrumental and experimental parameters were fully op-
timized, as shown in Table S1 as well as the Figs. S4 and S5
(Supplementary material), the electroanalytical performance was
carefully tested to detect simultaneously the target FQs. According to
the optimized condition (Supplementary material), none of the alter-
natives used were suitable to obtain a condition in which both FQs
could be detected simultaneously. Actually, there were no noteworthy
improvements because the ENRO peak (at 1.04V) remained super-
imposed on the CIPRO main peak and the intensification of the signal
further increased the overlap. Therefore, we focused on overcoming the
challenge of accurately differentiating the FQ peaks from a mixture —
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during simultaneous electroanalysis — by using a mathematical data
treatment.

According to previous studies (Bilibio et al., 2014; de Oliveira,
Pradela, Santos, Takeuchi, & Trindade, 2015; de Oliveira & Trindade,
2016), performed with different working electrode surfaces, is not
possible to measure accurately the voltammetric peaks of the FQs le-
vofloxacin (LEVO), norfloxacin (NOR) and danofloxacin (DANO) in
binary (Bilibio et al., 2014; de Oliveira et al., 2015) and ternary (de
Oliveira & Trindade, 2016) mixtures, due to overlapping signals when
detected simultaneously. The authors raised some alternatives by using
the deconvolution and/or the second-order derivative method (Bilibio
et al., 2014; de Oliveira et al., 2015) as well as the baseline-corrected
second-order derivative method (de Oliveira & Trindade, 2016) in order
to obtain complete separation of target signals for further simultaneous
quantification. However, the aforesaid mathematical processing
strategy was applied only when there were partially distinguishable
peaks, and the application has not been explored to determine the ratio
of interference from one peak to the other. To this end, an attractive
alternative is application of the mathematical models frequently used in
pulsed amperometric techniques, which have been previously used by
da Silva, Tofanello Gimenes, Faria Tormin, Abarza Munoz, and Mathias
Richter (2011) (Egs. (3) and (4)).

Ipcipro+1.05v = Ipcipro+1.0sv—IpeNro+0.93v X CF) 3
IpENRO+1.047

CF = p. 0+1.0:
IpENRO+0.93v 4

where Iycpro is the peak current measured for CIPRO at 1.05 V, Ignro
is the peak current measured for ENRO at 1.04V and 0.93V (both
obtained experimentally) and CF is the correction factor obtained
through the relation of Ipgnro at 1.04V/0.93V. Here, the proposed
mathematical method does not intend to transform the signal, but to
subtract the interfering ENRO signal from the main CIPRO signal.

3.2. Electroanalytical performance with and without PS-MSSI-HT-LLE

Using the optimized conditions as shown in Table S1 and Figs. S4
and S5 (Supplementary material) as well as the mathematical model (to
subtract the ENRO signal from the CIPRO signal), the quantitative
parameters of the proposed method were evaluated via an analytical
curve. The analytical curves — obtained for individual and simultaneous
detection of CIPRO and ENRO - were linear in the range
0.25-4.00 ymol L™ ! for individual detection and 0.25-8.00 pmolL~!
for simultaneous detection, with correlation coefficient always close to
0.998 (Table S2, Supplementary material). The estimated limit of de-
tection ranged between 0.082 (CIPRO) and 0.170 (ENRO) pmolL_l.
The analytical merits parameters shown in Table S2 (Supplementary
material) reveals that individual and simultaneous detection can be
usefully made, even though the partially overlapping FQ peaks problem
has not been fully solved.

The monitoring of veterinary drug residues in animal-food products
plays a very important role in the food security area, since it helps the
regulatory agencies in food inspection services protect people from
contaminated food. Food products are very complex samples which
usually require efficient sample pretreatment procedures, not only to
extract the analyte, but also to avoid interference from the constituents
of the sample matrix, such as lipids, proteins, carbohydrates and several
other biological constituents. Despite the need for sample preparation
of complex food of animal origin, from the electroanalytical view point
the sample preparation is a very tedious and complex step. In this case,
direct electroanalysis after FQ extraction from animal food samples
would be an attractive alternative to overcome this problem. Initially,
aiming at reducing the number of experimental steps, we tested the
extraction of FQs using only hydrochloric acid (at 0.7 mol L™, Fig. 2,
voltammogram a) and Britton-Robinson (BR) buffer (at 0.04 molL ™},
pH 4.0, Fig. 2, voltammogram b) solutions for further electroanalysis
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Fig. 2. DP voltammograms registered for electro-oxidation of CIPRO and ENRO at
5umol L™, for different extractions procedures: (a) HCl 0.7 mol L.~ ?, (b) Buffer BR and
(c) PS-MSSI-HT-LLE as supporting electrolyte, BR buffer (at 0.04molL~! pH 5.0).
Conditions: AEg = 10mV, AE = 75mV and v = 10mV's !, in sample of chicken.

with no additional sample pretreatment, as described in Section 2.4.1.
The voltammetric profiles showed only one broad wave — at 1.00V
(Fig. 2, voltammogram a) and 1.21 V (Fig. 2, voltammogram b) — with
poor definition of both FQ peaks. This is indicative of a strong matrix
effect from several biological constituents that culminated with elec-
trode-surface fouling and consequently the inhibition of FQ signals.

In contrast, the use of the PS-MSSI-HT-LLE procedure (as in ex-
perimental Section 2.4.2) before electroanalysis improved the voltam-
metric profile, allowing the separation of overlapped FQ signals and
individual analyte peak intensity measurement (Fig. 2, voltammogram
c). Here, the proposed PS-MSSI-HT-LLE method allows us to submit the
extracted analytes to a high dilution in aqueous phase to disperse the
matrix concomitants along with the sample medium to reduce un-
desired matrix components and their effect on fouling the electrode
surface. Meanwhile, the PS-MSSI-HT-LLE procedure provides the dis-
persion of the low-density extractor solvent (acetone) into the sample
medium, enabling re-extraction of target FQs in a preconcentrated level
to reach the desired concentration for further detection via electro-
analytical techniques. However, as the meat samples were of a complex
mixture we carried out the same process to verify whether the per-
formed procedure was valid. In addition, as this process involves many
variables and several experimental steps, we used several strategies to
optimize the PS-MSSI-HT-LLE procedure and to overcome the problem
of interference in a complex sample. It can be seen in the sequence that
the optimization was based on the adaptation of previously published
procedures involving the use of sample preparation prior to FQ detec-
tion via chromatographic techniques (Gao et al., 2015; Wang, Gao,
Wang, et al., 2015; Wang, Gao, Xu, et al., 2015).

3.3. Evaluation of extraction parameters for the proposed PS-MSSI-HT-LLE
method

To minimize the number of measurements and to make the ex-
traction process faster, cheaper and reliable, a 2° full-factorial design
was used as described in experimental Section 2.5. Table S3
(Supplementary material) shows the parameters and the studied vari-
ables, as well as their respective levels used to evaluate the PS-MSSI-
HT-LLE procedure, in which their performance (average of two re-
petitions) were evaluated by means of the peak current intensity. The
results applied in the Pareto chart Fig. S6 (Supplementary material),
with the 95% confidence level, show interactions between temperature
and salt, with values of 2.38 for ENRO and 3.29 for CIPRO, which target
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Fig. 3. Response surface for ENRO (A) CIPRO (B) obtained for factors salt and temperature. * Desirability current obtained as Table S5 (Supplementary material).

values indicate positive effects to high levels.

According to Fig. S6 (Supplementary material), the interactions
between the other variables were not significant, since all these pre-
sented negative values. Thus, the lower levels of acetone and HCl were
adopted. The analysis of variance (ANOVA) showed acceptable re-
gression coefficients and it was observed that these models were sui-
table for application to the data because the lack of adjustment was not
significant (at 95% confidence level). This finding was verified from the
F-test, Table S4 (Supplementary material), where the ratios MS (mean
square)iack of fi/MS (mean square)pyre error for the quadratic were 7.99
(CIPRO) and 2.35 (ENRO), not exceeding the tabulated value (18.51,
Table S4, Supplementary material) at the 95% confidence level. The
most significant variables (salt and temperature) were optimized using
the central point method using a Doehlert matrix, as presented in Table
S5 (Supplementary material).

The Fig. 3 shows the response surfaces applied to the aforesaid main
variable effects (KCl and temperature) and Table 1 summarizes the
conditions optimized to perform the proposed PS-MSSI-HT-LLE proce-
dure and to maximize its extraction efficiency. It can be pointed out
that in the analysis of food samples of animal origin, although acetone
(medium polarity) could extract medium-polarity compounds together
with target analytes, this solvent did not extract significant amount of
fats, as was usually observed in non-polar solvents (e.g., hexane, cy-
clohexane and octanol).

Table 1
Information regarding the optimized parameters in the PS-MSSI-HT-LLE procedure shown
in experimental Section 2.4.2.

Parameters Type and/or interval tested Optimized
Previous extraction

HCI concentration, mol L™ 0.7-1.0 0.7
Solution to adjust the pH HCl, NaOH Both
Re-extraction — PS-MSSI-HT-LLE

Salt KCl, LiCl, MgCl, MgSO4 KCl
Acetone amount, % 30 and 37.5 33.75
Salt mass, % 20-30 25
Solution to adjust the pH HCI, NaOH Both
Extraction time, min 10-20 20
Temperature, °C 60-70 65
Extractor solvent Buffer Acetate, BR, HCI HCl
Sample pH 1.0-10.0 7.0
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Fig. 4. Baseline-corrected second-order derivative DP voltammograms for: (a) chicken
sample spiked with 2.0 umol L.~ CIPRO and ENRO after a PS-MSSI-HT-LLE, (b-d) suc-
cessive additions of 20 L of FQ solutions (1.0 mmol L™ !). Inset: Standard addition curve
for the addition-recovery measurements. Condition: as in Supplementary material as well
as in Fig. 2 and Table 1.

3.4. Samples analysis

To assay the accuracy of the combined sample preparation — based
on the PS-MSSI-HT-LLE procedure — and the electroanalysis, the re-
covery tests were evaluated using the standard-addition method. Fig. 4
illustrates the DP baseline-corrected second-order derivative voltam-
mograms recorded after FQ extraction from chicken meat via the PS-
MSSI-HT-LLE procedure (Fig. 4, voltammogram a) and the successive
addition of the target analytes (Fig. 4, voltammograms b-d) to the
electrochemical cell to achieve the analytical quantification (Fig. 4,
inset). According to the results, our proposed procedure was effective in
removing the undesired matrix components because there was no sig-
nificant matrix effect that compromised the accurate determination of
target FQs. The proper linearity for the standard addition curve (Fig. 4,
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Table 2
Results of recovery assay to assess the accuracy and precision of the proposed method for
quantification CIPRO and ENRO food samples.

FQs Sample Added Found” Recovery RSD"
(umol L™1) (umol L™h) (%) (%)

CIPRO Chicken meat” 0.80 0.71 89.2 11.2

2.00 2.07 103 3.80

Milk 4.00 2.80 69.9 4.70

ENRO Chicken meat” 0.80 0.64 80.5 5.95

2.00 1.90 95.0 14.0

Milk 4.00 3.05 76.3 1.10

@ average of three determinations.
b relative standard deviation.

inset) was quite similar to the standard analytical curve (Table S2,
Supplementary material), showing a correlation coefficient close to
0.99.

Table 2 summarizes the recovery values, ranging between 69.9 and
103%, for extracted target FQs from chicken meat and milk samples
spiked with 0.80, 2.00 and 4.00 umol L ™! of CIPRO and ENRO. As can
be seen in Table 2, in some cases, the proposed procedure yielded poor
recovery (ranging between 69.9 and 76.3%) for CIPRO and ENRO in
milk samples; the low recovery values may not be related to the in-
effectiveness of the method, but rather to the loss of analytes during the
sample-handling process. However, if the level of concentration and
high matrix complexity is taken into account, the recovery values show
that the procedure works properly and can be useful for further appli-
cations in electroanalysis.

4. Conclusion

We have shown an adapted sample preparation procedure based on
the PS-MSSI-HT-LLE for use in the extraction of FQs from complex food
samples of animal origin before their successful quantification by
electroanalytical techniques. In addition, the problems of overlapping
FQ voltammetric signals were solved by applying a mathematical
method using a correction factor and a baseline-corrected second-order
derivative approach, making possible their simultaneous detection. The
PS-MSSI-HT-LLE extraction method provides considerable sample di-
lution in order to reduce the effect of interferences to below a tolerable
threshold, allowing the pre-concentration of target analytes prior to
their quantification in chicken meat and milk samples. Therefore, the
adapted sample preparation procedure works properly and can be a
potential application not only in the analysis of chicken meat and milk
samples but also for further practical applications in the electroanalysis
of other complex feedstuff samples.
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