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Resumo

Souza, Cabrini Ferraz; Aucélio, Ricardo Queiroz. Desenvolvimento e
aplicacdo de métodos analiticos para determinacdo d e picoxistrobina
e piraclostrobina por cromatografia eletrocinética capilar micelar e de
enrofloxacina por fosforimetria em temperatura ambi ente. Rio de
Janeiro, 2008. 172p. Dissertacdo de Mestrado - Departamento de Quimica,
Pontificia Universidade Catolica do Rio de Janeiro.

No presente trabalho, a cromatografia eletrocinética capilar micelar
(MECC) e a fosforimetria em temperatura ambiente em substrato sélido (SSRTP)
foram utilizadas como técnicas analiticas para a determinacdo de duas
estrobilurinas (picoxistrobina e piraclostrobina) e de uma fluoroquinolona
(enrofloxacina), respectivamente. As condi¢cdes Otimas de analise por MECC
foram determinadas a partir de um estudo univariado dos seguintes parametros
experimentais e instrumentais: pH do eletrdlito de corrida, concentracdo do
tampdo, concentracdo de surfactante (dodecil-sulfato de sédio — SDS), tipo e
gquantidade de modificador organico, temperatura de trabalho e diferenca de
potencial aplicada. Depois de definidas as condi¢cdes 6timas (tampé&o borato 40
mmol L™, pH=8,5; SDS 30 mmol L*; acetonitrila 15% em volume, 25 °C e 25 kV)
foi realizado um estudo para diminuir o limite de detec¢do (LD) e o limite de
guantificacdo (LQ) do método. Para tal, foi usado o modo de pré-concentracéo
no capilar denominado modo de empilhamento normal (NSM). Nessa
abordagem, as solugcbes de padrbes e amostras foram dissolvidas em uma
solugdo de maior impedancia (4gua: borato 40 mmol L™ pH=8,5 50:50% V/v).
Uma cela de caminho 6ptico alongado também foi utilizada para a tentativa de
aumentar a sensibilidade do método. As curvas analiticas foram construidas com
0 uso de padrédo interno (azoxistrobina) e apresentaram comportamento linear e
homocedastico com valores de R? proximos a 0,999. Com o modo NSM, os
valores de LD (xb + 3sb) e de LQ (xb + 10sb) para a picoxistrobina e para a
piraclostrobina ficaram na ordem de 107 mol L®. A precisdo do método
(repetitividade e reprodutibilidade interna) apresentaram valores entre 5 e 8%
para tempo de migracdo e area dos picos. O método foi aplicado na analise de
urina e agua de riacho, ambas fortificadas com as estrobilurinas. As amostras de
urina foram previamente passadas em coluna de extracdo em fase sélida (C-18).
As recuperacfes obtidas para a piraclostrobina foram 75 + 4% para as amostras
de urina e 94 + 10% para as amostras de agua de riacho. Para a picoxistrobina
os valores de recuperacao foram de 109 + 9% e 102 + 9% para as amostras de
urina e 4gua do riacho respectivamente. As caracteristicas fosforescentes da

enrofloxacina foram estudadas de modo univariado em funcdo de Vvarios
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parametros experimentais tais como o tipo e quantidade de sal de atomo pesado
indutor de fosforescéncia, presenca de surfactante modificador de superficie de
celulose, influéncia de concentracdo hidrogeniénica na solucdo do analito e
estudo do tempo de exposi¢cdo ao UV para a formacédo de fotoproduto de sinal
mais estavel. As melhores condicbes para o método fosforescente para
enrofloxacina foram obtidas em solucdo bésica (solugdo acetona: NaOH 0,05
mol L™ 50:50% v/v) irradiada com UV por 30 min e substrato contendo 80 ug de
TINO;. O método foi aplicado em formulagdes farmacéuticas contendo
enrofloxacina e que séo utlizadas na medicina veterinaria (solucdo e
comprimidos). Um método com a técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) adaptado da literatura foi utilizado para analise das amostras
de enrofloxacina, sendo os resultados comparaveis aqueles obtidos por SSRTP.
A curva analitica apresentou resposta linear e homoscedastica na faixa de
trabalho escolhida com R? maior que 0,99. Os valores de LD (x, + 3sp) e de LQ
(X + 10sp) foram respectivamente 2,1 and 4,8 ng respectivamente. A precisdo
(repetitividade e reprodutibilidade interna com troca de analista) do método
apresentaram valores entre 2 e 19%. A incerteza de medicdo do sinal
fosforescente foi calculada usando o método sistemético indicado no ISO GUM e
valores entre 18 e 26% foram alcangados, com valores de repetitividade com
troca de substrato a fonte mais importante de incerteza. No procedimento de
validacdo, os valores de concentragdo de enrofloxacina encontrados nas
amostras de medicamento analisadas por SSRTP e por HPLC foram
estatisticamente semelhantes (valor de tegerimentar iguais a 0,48 e 1,04 sendo

menor que o valor de tgqgico igual a 2,23).

Palavras-chave
Fosforimetria em temperatura ambiente; Cromatografia eletrocinética
capilar micelar, Picoxistrobina; Piraclostrobina; Enrofloxacina; Substrato de

celulose; Modo de empilhamento normal (NSM).
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Abstract

Souza, Cabrini Ferraz; Aucélio, Ricardo Queiroz Development and
application of analytical methodos for the determin ation picoxystrobin
and  pyraclostrobin by micellar  electrokinectic  capi llary
chromatography and enrofloxacin by room-temperature
phosphorimetry. Rio de Janeiro, 2008. 172p. Dissertacdo de Mestrado -
Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catdlica do Rio de
Janeiro.

In the present work, micellar electrokinectic capillary chromatography
(MECC) and solid surface room-temperature phosphorimetry (SSRTP) were used
as analytical techniques for the determination of two strobilurins (picoxystrobin
and pyraclostrobin) and of one fluoroquinolones (enrofloxacin), respectively. The
experimental conditions for MECC have been optimized using an univariate
approach for the following experimental and instrumental parameters: pH of the
working electrolyte, concentration of the buffer, concentration of surfactant
(sodium dodecyl-sulphate - SDS), type and amount of organic modifier, working
temperature and applied potential. After defined the best conditions (borate buffer
40 mmol L™ pH=8.5; 30 SDS mmol L™; acetonitrile 15% in volume, 25 °C and 25
kV), a study was carried through to improve the limit of detention (LD) and the
limit of quantification (LQ) of the method. In order to do that, an on-line analyte
pre-concentration called normal stacking mode (NSM) was used. In such
approach, the standards and samples have been dissolved in a solution of higher
impedance (water: borate 40 mmol L™ pH=8.5 50:50% v/v). A high sensitivity
detection cell also was used to attempt the increasing of the sensitivity of the
method. The analytical curves have been constructed with the use of an internal
standard (azoxystrobin) and a linear response and homocedastic behavior were
observed with R? values of at least 0.999. The NSM mode allowed the values of
LD (x, + 3sp) and of LQ (x, + 10sy) in the order of 107 mol L™ for picoxystrobina
and pyraclostrobina. The precision of the method (repeatability and intermediate
precision) was characterized by values between 5 and 8%. The method was
applied in the analysis urine and stream water, both type of samples fortified with
the strobilurins. The urine sample was previously passed through a solid phase
extraction column (C-18). The recoveries achieved for pyraclostrobina were 75 +
4% for urine and 94 + 10% for stream water samples. For picoxystrobin, the
recovery values were 109 + 9% and 102 * 9% respectively for urine and stream
water samples. The phosphorimetric characteristics of enrofloxacin have been
studied in an unvaried way for experimental parameters such as the type and

quantity of phosphorescence inducer (heavy atom salt), surfactant used as
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cellulose surface modifier, influence of the hidrogenionic concentration in the
analyte solution and study of the UV exposition time for the formation of a more
signal stable photoproduct. The best conditions for the phosphorimetric method
for enrofloxacin were the use of basic solution (solution acetone: NaOH 0.05 mol
L™ 50:50% v/v) irradiated with UV for 30 min and cellulose substrates containing
80 pg of TINO;. The method was applied in pharmaceutical formulations
containing enrofloxacin employed in veterinary medicine (solution and pills). A
method based on high efficiency liquid chromatography (HPLC), adapted from
literature, was used as a reference method and the the results obtained for
enrofloxacin was comparable to the ones achieved by SSRTP. The analytical
curve presented linear and homocedastic behavior with R? values higher than
0.99. The LD (x, + 3sp) and the LQ (X, + 10s,) values were 2.1 and 4.8 ng
respectively. The precision (repeatability and intermediate precision with change
of analyst) of the method presented values between 2 and 19%. The uncertainty
of the phosphorescence measurement was calculated using the systematic
method indicated in the ISO GUM. Values between 18 and 26% had been
achieved, with the repeatability with substrate change the most important source
uncertainty. In the validation procedure, enrofloxacin concentration values found
in the medicine samples analyzed by SSRTP and HPLC were statistically similar

( texperimental Value of 0.48 and 1.04 smaller than the tgic value of 2.23).

Keywords
Room-temperature phosphorimetry; Micellar electrokinectic capillary

chromatography;  Picoxystrobin;  Pyraclostrobin;  Enrofloxacin;  Cellulose

substrates, Normal stacking mode.
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L™ de borato, 30 mmol L™ de SDS, pH 8,50, 15% v/v de ACN, capilar de
50 cm x 75 um d.i., injecdo por 10 segundos, V = 25 kV, T = 25°C e
deteccdo em 200 nm. Os tempos de injecdo variaram em: (a) 5, (b) 7, (c)
10 e (d) 12, (e) 15 e (f) 20 segundos. 1) Azoxistrobina, 2) Picoxistrobina
e 3) Piraclostrobina.

Figura 23: Espectro de absor¢do dos compostos piraclostrobina (1) e
picoxistrobina (2).

Figura 24: Diferenca entre o uso da capilar normal e capilar acoplado a

cela de caminho Optico alongado; (a) eletroferograma da solucao padréo
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(1 x 10®° mol L") analisada no capilar normal e (b) eletrogerograma da
mesma solu¢do padrdo em capilar acoplado a cela de caminho éptico
alongado. Eletrélito de trabalho: 40 mmol L™ de borato, 30 mmol L de
SDS, pH 8,50, 15% v/v de ACN, capilar de 50 cm x 75 um d.i., injecéo
por 15 segundos, V = 25 kV, T = 25°C e deteccdo em 200 nm. 1)
Azoxistrobina, 2) Picoxistrobina e 3) Piraclostrobina.

Figura 25: Aplicacdo da pré-concentracdo em linha em solucéo padréo dos
pesticidas; (a) eletrogerograma de uma solucdo padrdo dos pesticidas
(todos em 1 x 10®° mol L™) diluida em acetonitrila: 4gua ultrapurificada
6:94% vlv; (b) eletroferograma no modo pré-concentracdo em linha da
solucdo padrdo dos fungicidas picoxistrobina e piraclostrobina (ambos
na concentracdo 1 x 10®° mol L™) e padréo interno (azoxistrobina - 5 x 10
® mol L™). Eletrélito de trabalho: 40 mmol L™ de borato, 30 mmol L™ de
SDS, pH 8,50, 15% v/v de ACN, capilar de 50 cm x 75 um d.i., injecéo
por pressao de acordo com o modo de analise, V = 25 kV, T = 25°C e
deteccdo em 200 nm. 1) Azoxistrobina, 2) Picoxistrobina e 3)
Piraclostrobina.

Figura 26: Curva analitica para picoxistrobina por padronizacdo interna. S,
= area do analito e Sp, = area padréo interno.

Figura 27: Grafico de residuo da picoxistrobina por padronizagéo interna.

Figura 28 Curva analitica para picoxistrobina sem considerar o padréo
interno.

Figura 29: Grafico de residuos da curva analitica da picoxistrobina sem
considerar padr&o interno.

Figura 30: Curva analitica para piraclostrobina por padronizacéo interna (S,
= area do analito, Sp, = &rea padrao interno).

Figura 31: Gréfico de residuos da curva analitica da piraclostrobina por
padronizacao interna.

Figura 32: Curva analitica para piraclostrobina sem considerar o padrdo
interno.

Figura 33: Gréfico de residuos da piraclostrobina sem considerar o padrao
interno.

Figura 34: Analise das estrobilurinas em amostra de urina enriquecidas (1
x 10 mol L™Y). Eletrolito de trabalho: 40 mmol L™ de borato, 30 mmol L™
de SDS, pH 8,50, 15% v/v de ACN, capilar de 50 cm x 75 pm d.i., injecdo
por pressao (pressdo 50 mbar, 15 segundos), V = 25 kV, T = 25°C e

deteccdo em 200 nm. (a) Amostra apds desproteinacdo com sulfato de
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amonio; (b) desproteinacdo com ajsute de pH para 7,0 e limpeza da
amostra com coluna de silica e (c) amostra de urina apos
desproteinacdo somente com ajuste de pH.

Figura 35: Andlise das estrobilurinas em solugéo padrdo (1 x 10®° mol L™).
Eletrélito de trabalho: 40 mmol L™ de borato, 30 mmol L™ de SDS, pH
8,50, 15% v/v de ACN, capilar de 50 cm x 75 pm d.i., injec&o por presséo
(pressdo 50 mbar, 15 segundos), V = 25 kV, T = 25°C e deteccdo em
200 nm. Eletroferogramas de solu¢des padrdo apés passar por cartucho
de extracdo C18 e eluido com (a) 1 ml e (b) 1,5 mL de ACN. 1)
Azoxistrobina, 2) Picoxistrobina e 3)Piraclostrobina.

Figura 36: Comparacao entre solucdo padrdao e amostra de urina. Eletrolito
de trabalho: 40 mmol L™ de borato, 30 mmol L™ de SDS, pH 8,50, 15%
v/iv de ACN, capilar de 50 cm x 75 um d.i., os analitos foram injetados
por pressdo (pressdo 50 mbar, 15 segundos), V = 25 kV, T = 25°C e
deteccdo em 200 nm. (a) eletroferograma da solucdo padréo; (b)
eletroferograma da amostra de urina apds passar por extracdo em
cartuchos C-18 (eluicdo com 1,0 mL de acetonitrila) e (c) branco da urina
apés o0 mesmo tratamento da amostra. 1) Azoxistrobina, 2)
Picoxistrobina e 3) Piraclsotrobina.

Figura 37: Analise das estrobilurinas em amostras de agua do riacho
enriquecidas com os fungicidas e solugdo padrdo (1 x 10®° mol LY.
Eletrélito de trabalho: 40 mmol L™ de borato, 30 mmol L™ de SDS, pH
8,50, 15% v/v de ACN, capilar de 50 cm x 75 pm d.i., os analitos foram
injetados por pressao (50 mbar, 15 segundos), V = 25 kV, T = 25°C e
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deteccdo em 200 nm. (a) eletroferograma da solu¢cdo padrdo e (b)
eletroferograma da amostra de &gua do riacho fortificada. 1)
Azoxistrobina, 2) Picoxistrobina e 3) Piraclostrobina.

Figura 38: Aplicacdo da pré-concentracdo em linha em amostra de urina
(a) e agua do riacho (b) enriquecidas com os fungicidas. Eletrolito de
trabalho: 40 mmol L™ de borato, 30 mmol L™ de SDS, pH 8,50, 15% v/v
de ACN, capilar de 50 cm x 75 um d.i., os analitos foram injetados por
pressdo (pressdo 50 mbar) por 75 segundos, V = 25 kV, T = 25°C e
deteccdo em 200 nm. 1) Azoxistrobina, 2) Picoxistrobina e 3)
Piraclostrobina.

Figura 40: Diagrama modificado de Jablonskii (adaptagdo da fonte Vo-
Dinh, Jonh Wiley & Sons,1984). Absorgéo (A), relaxamento vibracional

(RV), cruzamento interno (CI), fluorescéncia (F), cuzamento

106

107

108

109

110



PUC-Rio - Certificacao Digital N° 0621159/CA

intersistemas (CIS), fosforescéncia (P), estado fundamental (Sy), estado
exitado singleto (S;) e estado excitado tripleto (T,).

Figura 41: Espectros de fosforescéncia de 889 ng de enrofloxacina (5 x 10°
* mol L") com e sem a presenca de sais de atomos pesados em
acetona/agua sem exposi¢édo ao UV.

Figura 42: Espectros de fosforescéncia de 889 ng de enrofloxacina (5 x 10°
* mol L") em acetona/solucdo NaOH 0,1 mol L™ sem exposicéo ao UV.
Figura 43: Espectros de fosforescéncia de 889 ng de enrofloxacina (5 x 10°

* mol L") em acetona/agua apés exposicdo ao UV.

Figura 44: Espectros de fosforescéncia de 889 ng de enrofloxacina (5 x 10°
* mol L") em acetona/solugdo NaOH 0,1 mol L™ apés exposicédo ao UV.
132

Figura 45: Influéncia da massa de TINO; no sinal fosforescente da
enrofloxacina (89.8 ng).

Figura 46: Influéncia da basicidade da solu¢cdo do analito no sinal
fosforescente da enrofloxacina (89.8 ng).

Figura 47: Estudo do sinal fosforescente da enrofloxacina em funcéo da
variagdo da massa de SDS depositado no substrato de papel na
presenca de 79,9 ug de TINO; .

Figura 48: Estudo do tempo de irradiacdo UV no sinal fosforescente da
solucdo da enrofloxacina em meio bésico.

Figura 49: Cromatograma obtidos para solugdo de enrofloxacina com
eluicdo isocratica (a) e com eluicdo com gradiente (b) de fase moével.

Figura 50: Andlise das solu¢des de enrofloxacina irradiada com UV em
diferentes tempos. Cromatogramas: (a) 0, (b) 30, (c) 60, (d) 90, (e) 120,
(f) 150 e (g) 180 minutos.

Figura 51: Curva analitica para enrofloxacina.

Figura 52: Grafico de residuos da curva analitica para enrofloxacina.

Figura 53: Diagrama de causa e efeito para a técnica SSRTP.

Figura 54: Gréfico de barras mostrando a contribuicdo de incerteza de

cada componente no nivel estudado.
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1
Introducéao

1.1.
Picoxistrobina e Piraclosbrobina

Uma questdo recorrente e atual se refere a capacidade dos nossos
recursos naturais em sustentar a crescente populagdo humana. No caso da
producdo de alimentos, o aumento de eficiéncia passa pela maior produtividade
por area plantada e pelo controle de pragas. O uso de cultivares geneticamente
modificado e resistente as pragas é ainda controverso e a aceitacdo dos
alimentos transgénicos por parte de populacdo corre o risco de ser limitado por
causa da falta de estudos que apontem a auséncia de efeitos colaterais
decorrentes de seu consumo. A utilizacdo de pesticidas é ainda a estratégia
mais difundida para o controle de pragas, sendo essa pratica extensiva depois
da Il Guerra Mundial por causa da introducdo do DDT, BHC, aldrina, dietilaldrina,
endrina e 2,4-D. O baixo custo e a eficacia dessas substancias quimicas as
fizeram muito populares entre os agricultores. lludidos por uma falsa sensacéo
de seguranca, aplicava-se liberadamente esses pesticidas para se obter
ambientes livres de pragas. Esse uso indiscriminado teve como conseqiéncia o
aparecimento de pragas resistentes aos pesticidas, contaminacdo de varias
plantas e animais, intoxicacdo de trabalhadores rurais e consumidores e o
aparecimento de residuos de pesticidas em lugares inesperados tais como rios,
reservatorios de agua e pocos domésticos'. Esse fato resultou em uma
reorientacdo da estratégia de controle de pragas para a obtengcdo e uso de
pesticidas mais especificos e alternativamente, de métodos de cultivo que
prescindam do uso dos pesticidas, como exemplo, o uso de ferombnios e
integracdo de pestes controle. No entanto, infelizmente, essas estratégias
alternativas ainda ndo suplantam a necessidade de novas formulacdes de
pesticidas para melhorar a producéo na agricultura®.

As formulacdes usadas na producao de pesticidas sdo desenvolvidas com
propriedades especificas que sdo dependentes das estruturas quimicas e
caracteristicas fisicas dos constituintes. Consequientemente, diferentes classes

de pesticidas podem ser usadas em combinacdo e, talvez, em diferentes
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momentos do cultivo para aumentar o efeito desejado®. Mesmo assim, ainda que
usados corretamente, acidentes decorrentes do uso de pesticidas sdo comuns.
Muitas outras classes de pesticidas podem prejudicar o meio ambiente e
provocar intoxicacdes graves nos seres vivos®.

Os mais novos pesticidas introduzidos no mercado tém como caracteristica
ndo terem elevada persisténcia no meio ambiente, mas por causa do grande
consumo em plantagBes o monitoramento destes em alimentos e em bebidas é
de especial importancia®. Muitas dessas novas formulacdes sdo fabricadas a
partir de pesticidas naturais, como por exemplo, as estrobiluinas sintéticas, que
foram produzidas a partir de estrobilurinas naturais, sendo estes compostos mais
facilmente degradados em plantas, animais e agua™*.

Os pesticidas (fungicidas) da classe das estrobilurinas séo substancias
naturais isoladas principalmente de cogumelos (basidiomicetes). Seu home é
derivado dos cogumelos do género Strobilurus. Estrobilurina-A foi o primeiro
pesticida dessa classe e que foi isolado a partir de culturas de liquidos de
Strobilurus tenacellus por Anke et al*®. A partir desse estudo, muitos outros
compostos naturais estrobilurinas foram isolados e identificados, sendo os
mesmos nomeados em ordem de suas descorbertas: estrobilurina-A,
estrobilurina-B, estrobilurina-C, estrobilurina-D, etc’. Todas as estrobilurinas
naturais possuem a estrutura do acrilato (E)-3-metoxi-2-(5-fenilpenta-2,4-dienil),
sendo que a diferenca entre cada uma delas € decorrente dos tipos de
substituintes do anel aromatico nas posicdes 3 e 4. A Figura 1 mostra a estrutura

e dois possiveis substituintes do anel (estrobilurina-A e estrobilurina-B).

P
| ,o\;I; _OCH,
O

Estrobilurina A:R ; =H; R, =H
EstrobilurinaB: R ; = OCH;; R,=Cl

Figura 1: Estrutura dos pesticidas estrobilurinas naturais (adapatado ref.s).
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As estrobilurinas naturais foram os compostos de partida para producéo de
estrobilurinas sintéticas que sdo mais estaveis e mais potentes quando usados
comercialmente na agricultura para controle de fungos. Pode-se dizer que as
estrobilurinas sintéticas sdo compostos relativamente novos, pois o primeiro foi
registrado somente em 1997, e até 0 momento, apenas oito estrobilurinas foram
sintetizados de forma eficiente para uso comercial (azoxistrobina, kresoxim-metil,
trifloxistrobina, metominostrobina, fluoxastrobina, piraclostrobina, picoxistrobina e
dimoxistrobina). O primeiro da classe a ser sintetizado e registrado foi a
azoxistrobina e 0 mais recente é a dimoxistrobina. A sintese desses pesticidas
foi realizada focando principalmente substituicbes na estrutura (E)-B-
metoxiacrilato’.

Nessa dissertacdo de mestrado, um método analitico foi desenvolvido para
determinar duas dessas estrobilurinas, a picoxistrobina e a piraclostrobina. A
piraclostrobina foi descorberta por cientistas da BASF em 2000 e registrada no
mesmo ano. Sua estrutura é caracterizada como um derivado do carbamato com
0 grupo toxicoforo, sendo sua férmula molecular C;9H;3CIN3O, € massa molar
igual a 387,8 g mol™. Esse composto apresenta solubilidade em agua igual a 1,9
mg L* (a 20 °C), solubilidade em solventes organicos que varia de 3,7 (n-
heptano) a 500 (acetona) g L™ e possui valores de log P, em pH 7,0 igual a 3,99
a 20 °C. A descoberta da picoxistrobina foi anunciada pela agroquimica Zeneca
(agora Syngenta-AGC) em 2000 e registrado em 2001. Esse composto possui
féormula molecular Ci;gH;cFsNO, e massa molar igual a 367,2 ¢ mol™®. A
solubilidade em agua é igual 3,1 mg L™ (a 20%), sua solubilidade em solventes
organicos, a 20, varia de 9,6 (metanol) a 250 g L ™ (xilol) e possui log P em pH
7,0 igual a 3,60 a 20C. Na Figura 2 sdo mostradas as formulas estruturais

desses dois pesticidas e seus respectivos homes segundo I[UPAC.

Piraclostrobina Picoxistrobina
N O\_/@ CF, /N @]
oA )T o e T
O—pn-N~ -l .
~C (0]
CH; 1 CHs
(o}
Metil-N-2-[1-(4-clorofenil)-1H-pirazol- Metil(E)-3-metoxi-2-[2-(6-trifluorometil-

3-yloximetil] fenil (N-metoxi) - carbamato  2-piridilosimetil)fenil] acrilato

Figura 2: Estrutura das duas estrobilurinas (adapatado ref 8).
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1.2.
Modo de acgéo e toxicidade

As estrubilurinas inibem a respiracdo celular ligando-se a um local
especifico nas mitocondrias, o local de oxidagdo do quinol (ou do ubiquinol) do
citocromo b, e desse modo a transferéncia de elétrons entre o citocromo b e ¢
cessa, 0 que leva a diminuicdo da taxa de oxidacdo do NADH (dinucleotideo de
nicotinamida e adenina) e sintese do ATP (adenosina trifosfato). Como
consequéncia, a produgéo de energia é parada e o parasito (fungo) morre. Esse
modo de acdo € diferenciado e tem alvo especifico, sendo diferente da inibicdo
do citocromo ¢, o qual € o mecanismo conhecido de asfixia do cianato e do
mondxido de carbono. As estrobilurinas sdo mais conhecidas como fungicidas
inibidores quinonas (Q,l), cuja caracteristica importante é a acdo rapida e
concentrado no primeiro periodo do ciclo de vida dos fungos, isto é, no estagio
de esporos. Por causa desse modo de acéo diferenciado, as estrobilurinas séo
degradadas rapidamente nas plantas e nos compartimentos do meio ambiente
(Agua, solo). A aplicacdo das estrobilurinas produz nas plantas uma cor verde
mais saudavel (“efeito verde”) e gera um aumento significativo no volume e na
qualidade da colheita. A maioria dos fungicidas estrobilurinas tem um periodo
residual de aproximadamente 21 dias’.

Todos os pesticidas estrobilurinas comerciais tém amplo espectro de
atividade antifingica, sendo eficazes contra todos os grandes grupos de fungos
patogénicos em plantas (Omicetes, Deuteromicetes, Ascomicetes e
Basidiomicetes). A picoxistrobina pode ser usada em lavouras de trigo, centeio,
cevada e aveia. Ja a piraclostrobina pode ser aplicada em lavouras de soja, uva,
batata, tomate, banana, citros e amendoim”®.

Os pesticidas estrobilurinas sdo considerados como uma familia de
pesticidas relativamente seguros em termos de efeitos agudo, crénico e em
longo prazo. As quantidades esperadas para causar toxidade aguda em
individuos de 68 kg seriam as seguintes: de 500 até 5.000 mg/kg (ingestéo oral),
de 2.000 a 20.000 mg/kg (exposicdo cutanea) e de 2.0 a 20.0 mg/L (inalacao).
Até o ano de 2005 ndo havia relatos de efeitos teratogénicos e carcinogénicos
decorrentes da exposicdo as estrobilurinas. As estrobilurinas sdo toxicas para
peixes e invertebrados aquaticos, por isso, a aplicacdo em torno de pocos
d’dagua devem ser acompanhadas de cuidados que s&o indicados nas

embalagens dos produtos®. Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
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(ANVISA) a dose de Ingestfo Diaria Aceitavel (IDA) é de 0,043 mg kg™ para a

picoxistrobina e 0,040 mg kg™ para a piraclostrobina®.

1.3.
Métodos analiticos para determinacdo de picoxistrob ina e
piraclostrobina

Métodos analiticos tém sido reportados para a determinacdo simultanea de
fungicidas inibidores Q.l, grupo na qual as estrobilurinas sdo uma classe
relativamente nova. As técnicas analiticas cromatograficas sao as mais utilizadas
nas analises de amostras (frutas, vegetais, sucos, vinhos e compartimentos
ambientais). Os exemplos mais relevantes sdo indicados abaixo.

Um dos métodos proposto por Abreu et al.** possibilitou a determinacéo de
azoxistrobina, kresoxim-metil e trifloxistrobin em uva e em vinho por
cromatografia liquida de alta eficiéncia e deteccdo espectrofotométrica em
sistema de arranjo de diodos (HPLC-DAD). As estrobilurinas foram detectadas
em 207 nm. As amostras passaram por um processo de extracao liquido—liquido
e clean-up (remocéo de interferentes) em cartuchos de silica. O tempo de corrida
do método foi de 13 min (modo isocratico usando metanol: agua 80: 20% v/v) e a
fase estacionaria de RP-18. O limite de quantificacdo (LQ) em uvas e vinhos
variou ente 0,219 mg kg™ para azoxistrobina e 0,523 mg kg™ para kresoxim-

metil. Em outro trabalho, Abreu et al.*?

validaram o método HPLC-DAD para
determinar os pesticidas citados acima além da piraclostrobina, e outros
fungicidas como o famoxadone, e fenamidone. O método foi aplicado nas
mesmas amostras citadas anteriormente. As amostras passaram por extracao
liqguido-liquido com mistura de acetato de etila: hexano 50:50% v/v. O limite de
quantificacdo (LQ) foi de 0,6 e 0,8 mg kg™ para as amostras de uva e vinho
respectivamente. Os métodos desenvolvidos por Abreu et al.***? foram validados
com andlises feitas por cromatografia gasosa com deteccdo por espectrometria
de massa GC-MS.

Taylor et al.®> desenvolveram um método para anlise de residuos de 38
pesticidas (incluindo azoxistrobina, kresomi-metil e trifloxistrobina) em amostras
de extrato bruto de frutas e de vegetais usando cromatografia liquida com
deteccdo por espectrometria de massa em duas dimensdes (LC-MS-MS),
eluichio em modo isocratico e fase estacionaria de C-18. O método foi
desenvolvido sem nenhum processo de clean-up dos extratos das amostras de

uva, kiwi, morango, espinafre, limao, péssego e nectarina. Para as analises
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foram feitas fortificagbes nas amostras em niveis de 0,01 e 0,8 mg kg™. Para
estrobilurinas, os maiores valores de recuperacdo obtidos entre as diversas
amostras analisadas foram de 83% para a azoxistrobina em maca, 87% para o
kresoxim-metil e 76% para a trifloxistrobina em amostra de kiwi. Outro método
que utilizou LC-MS-MS foi desenvolvido por Sannino et al."* para determinago
de 24 pesticidas, sendo trés estrobilurinas (azoxistrobina, trifloxistrobina e
kresxim-metil) que foram determinados em amostras de maca, suco de limao
concentrado e tomate. Os pesticidas foram separados em uma coluna polar de
fase reversa e eluidos com gradiente. Os estudos foram realizados com
fortificacdo das amostras em niveis entre 0,001 — 0,020 e 0,010 — 0,200 mg kg™,
e recuperacdes foram obtidas na faixa entre 76 e 106%. Christensen et al.**
também validou um método para determinacdo desses mesmas estrobilurinas
em amostras de trigo, maca e uva. O método foi baseado em extracdo com
acetato de etila: ciclohexano e remocdo das impurezas por permeacdo
cromatografica em gel (GPC) seguido por determinacdo por GC com deteccéo
por captura de elétrons (EC), nitrogénio/fosforo (NP) e espectrometria de massa
(MS).

Na literatura podemos encontrar alguns trabalhos analiticos voltados para
as estrobilurinas que usam as técnicas baseadas na eletroforese capilar (CE) em
seus varios modos de operagcdo, como por exemplo, a cromatografia
eletrocinética capilar micelar (MECC). Em alguns casos se identifica o uso de
pré-concentragdo dos analitos em linha pelo modo de empilhamento normal. Os
autores usam essa estratégia para melhorar a baixa sensibilidade da técnica de

deteccdo fotométrica (deteccdo em torno de 200 nm). Juan-Garcia et al.'®

, por
exemplo, comparou dois processos de empilhamento para melhorar a
sensibilidade de um método MECC para a quantificacdo de um grupo de
pesticidas (fludioxonila, procimidone, piriproxifena, dinoseb e carbendazima)

|16 17
. 1

extraidos de amostras de uvas e alface. Hernandez-Borges et a também

testaram varias técnicas de pré-concentracdo de pesticidas extraidos de sucos

.2181% ‘majs

de frutas e leite de soja usando a técnica de CE. Ravelo—Pérez et a
recentemente, usaram a MECC e o modo de empilhamento com polaridade
reversa do eletrodo (REPSM) para a pré-concentracdo de pesticidas em extratos

218 o tomates™ (onde apenas a azoxistrobina da familia

de amostras de vinhos
das estrobilurinas estava presente). Em outro trabalho para determinar 11
pesticidas em amostras de agua (apenas azoxistrobina estava presente) a
técnica MECC também foi utilizada, com a realizacdo de testes com os modos

pré-concentracdo NSM e REPSM, sendo o modo REPSM o0 que apresentou
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maior sensibilidade. Em todos os trabalhos citados os autores afirmaram ter
conseguido aumentar a sensibilidade do método consideravelmente quando
utilizaram os modos de pré-concentragdo por empilhamento da amostra. A
azoxistrobina é a Unica estrobilurina analisada até o momento utilizando a
técnica MECC>'®'°. Os valores de LQ tipicos para a azoxistrobina utilizando
MECC-REPSM foi de 112 pg L™. Para a determinac&o da picoxistrobina nenhum

método analitico foi desenvolvido até o momento.
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1.4.
Enrofloxacina

As quinolonas representam um importante grupo de anitibiéticos sintéticos
com acdo antibacteriana. O desenvolvimento das quinolonas teve inicio com a
descorberta do acido nalidixico em 1962 por Lesher et al®, que apresentou
atividade apenas contra enterobactérias. Nos anos 70, outras quinolonas como o
acido oxolinico, o &cido pipemidico e a cinoxacina, foram sintentizadas. A
inclusdo de um atomo de flor na estrutura do acido pipemidico levou as
quinolonas a serem chamadas de fluoroquinolonas (FQs) e a apresentarem
importante propriedade antibactericida. Estudos avaliando a relacdo entre a

1Y, onde,

estrutura e as atividades das FQs foram feitas por Perterson et al
segundo 0s autores as substituicdes nas posicoes 7 e 8 sdo importantes para
aumentar a poténcia da atividade antimicrobiana. Desde entdo numerosas
modificacBes estruturais tem sido feitas no ndcleo das quinolonas para aumentar
sua atividade, melhorar o desempenho farmacocinético e farmacodinamico além
de melhorar a solubilidade e obter-se um prolongamento da meia vida no soro
sanquineo. Estes compostos tém um grupo carboxilico na posicdo 3 e suas
atividades antimicrobiana variam em fun¢éo da adicéo dos grupos 6 — fluoro e 7-
piperazina na molécula®?*,

As FQs séo intensamente usadas tanto na medicina humana quanto na
medicina veterinaria. Sua principal via de eliminacdo € pela urina, onde
aproximadamente 70% das fluorquinolonas excretadas permanecem de forma
inalteradas e cerca de 30% na forma de seus metabdlitos. As FQs sao eficazes
nas infeccdes do trato urinario, no tratamento de diarréia bacteriana, no
tratamento de infeccbes dos tecidos moles, bem como em infecgbes
intrabdominais e das vias respiratorias, incluindo aquelas causadas por
microorganismos resistentes a mdultiplos farmacos. Além de apresentarem um
amplo espectro de atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas?®.

As FQs sdo atualmente uma das classes de agentes mais importantes no
arsenal antimicrobiano, sendo utilizada no tratamento de mais de 800 milhdes de
pacientes. No inicio dos anos 70 suas indicacdes terapéuticas eram somente
para o trato urinario e hoje seu uso € recomendado em diversas infeccfes em
todo o corpo. No entanto, as recentes modificacbes possibilitam uma 6tima
combinacdo entre as propriedades antibacterianas e a poténcia, favorecendo

sua acao e minimizando seus efeitos negativos. O modo de acdo das FQs é
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similar, porém numerosos derivados tém sido sintetizados no esforgo de realgar
0 espectro antimicrobiano e atividade farmacologica além de minimizarem o risco
de resisténcia das bactérias pela droga®. Nesse trabalho um método analitico
para a determinacdo de enrofloxacina serda desenvolvido. A estrutura dessa

fluorquinolona é indicada na Figura 3.

Figura 3: Estrutura da enrofloxacina

A enrofloxacina faz parte da terceira geracdo de fluoroquinolonas® e foi
sintetizada pelos pesquisadores Grohe e Peterson da Bayer em 1980, sendo
desenvolvida exclusivamente para uso em medicina veterinaria e introduzida no
mercado em 1988%. Outras fluoroquinolonas tém licenca para uso em animais e
humanos (norfloxacina, ciprofloxacina e ofloxacina)®. A enrofloxacina possui

férmula molecular igual a C19H2,FN3;O3 € massa molar igual a 359,4 g mol™.
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1.5.
Modo de agéao

As FQs atuam na inibicdo de duas enzimas envolvidas na sintese do DNA
bacteriano, ambas séo topoisomerases do DNA bacteriano e s8o essenciais
para sua replicacdo. As enzimas sé&o o DNA-girase e a topoisomerase IV cujas
fungbes sdo romper a ligacdo entre as fitas da dupla hélice de DNA, se
posicionar no local da ruptura da fita dupla e reparar simultaneamente esses
locais de ruptura. A DNA-girase tem a funcdo de introduzir superespirais
negativas (processo que ocorre na direcdo oposta da fita helicoidal de DNA) na
molécula do DNA bacteriano, além de desempenhar pelo menos quatro funcbes
que sao: manter o nivel de espiralizacao, facilitar o movimento dos complexos de
replicacao e transicdo (removendo 0s superespirais positivos), remover os “nos”
que se formam no DNA bacteriano e ajudar a curvar e dobrar o mesmo. Ja a
topoisomerase IV tem a principal funcdo de separar o0 DNA cromossdmico
replicado nas células-filhas durante a diviséo celular®.

As FQs interagem com o complexo formado entre a DNA-girase e o DNA
bacteriano ou com um complexo formado entre a topoisomerase IV com 0 DNA
bacteriano para criar modificacbes conformacionais que resultam na inibicdo de
suas atividades enziméticas. O novo complexo FQs-enzima-DNA bloqueia
progressivamente a sua replicagdo, inibindo a sintese normal do DNA
bacteriano, resultando na morte rdpida da célula da bactéria. Nos organismos
Gram-negativos, a DNA-girase tende a ser o alvo preliminar das FQs, enquanto
que nos organismos Gram-positivos o alvo preliminar tende a ser a
topoisomerase 1V?%. A enrofloxacina tem excelente atividade contra organismos
Gram-positivos e Gram-negativos®.

As FQs tém grande efeito no tratamento de infec¢des tanto hospitalares
guanto comunitarias. Porém, o desenvolvimento de resisténcias as FQs tem
colocado em risco a utilizacdo clinica desta classe de antimicrobianos,
principalmente pelo uso descontrolado de medicamentos tanto em animais
quanto no homem. O uso rotineiro desses medicamentos para controle de
doencas em animais pode resultar também na presenca de residuos em varios
géneros alimenticios (ovos, leite, carnes, etc) de origem animal que podem
induzir resisténcia patogénica aos antibiéticos usados na medicina humana. O
nivel terapéutico recomendado esta na ordem de 5 mg L™ para as FQs. A Unido

Européia estabeleceu limites maximos de residuos (MRLs) para varias
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quinolonas (inclusive para enrofloxacina) em diferentes alimentos de origem

|27

animal®’. Para o leite bovino o MRL para enrofloxacina é de 100 mg Kg™.

1.6.
Métodos analiticos para determinacgdo de enrofloxaci  na

O grande interesse nessa classe de composto levou ao desenvolvimento
de varios métodos analiticos que determinam as FQs em diferentes matrizes,
como, formulagbes farmacéuticas, fluidos biol6gicos e alimentos de origem
animal. Belal et al.?® publicaram uma extensa revisdo contendo 270 referéncias
sobre os métodos analiticos para a determinacdo de quinolonas e FQs, incluindo
a enrofloxacina, até o ano de 1999. Dentre os métodos instrumentais revelantes
descritos para a determinacdo da enrofloxacina se encontram a
espectrofluorimetria, HPLC-UV-vis, HPLC-Fluorimetria, HPLC-MS, métodos
microbiolégicos e CE com deteccao fotométrica de absor¢cdo no UV-vis. Além
desses, a partir de 1999 sdo citados métodos voltamétricos e
espectrofotométricos para determinacéo de enrofloxacina.

Devido ao grande namero e variedade de métodos, serdo citados apenas
alguns exemplos mais recentes para cada técnica analitica, dando mais
destaque aos métodos que foram desenvolvidos a partir de 1999, e que por isso
n&o se encontram citados no artigo de revisdo de Belal et al.?®.

Navalon et al.?® propuseram dois métodos para determinacdo de
enrofloxacina em formulagbes comerciais e em urina de cdes usando a
voltametria adsortiva (AdSV). Em um dos trabalhos, os autores utilizaram a
calibracdo univariada para a analise de enrofloxacina em formulagbes comerciais
e, no outro trabalho, aplicou a regressdo de componente principal (PCR) para
determinar a enrofloxacina na presenca do seu metabolito ciprofloxacina®. As
faixas lineares de concentracdo utilizadas foram de 4 — 25 e 18 — 55 ng mL™
usando um potencial de -0,3 V e um tempo de 180 e 60 s para acumulacdo. A
primeira faixa de concentracdo foi usada também para o método onde foi
aplicado o PCR. Os limites de deteccdo para as duas faixas de trabalho foram
1,3 ng mL?* e 5,8 ng mL™ respectivamente. Para os limites de quantificacéo
foram encotrados os valores de 4,0 e 18,0 ng mL™ para as duas faixas de
trabalho respectivamente.

O primeiro método utilizando a técnica voltametria para determinacao de

enrofloxacina (juntamente com a sparfloxacina e fleroxacina) foi desenvolvido em
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2000 por Rizk et al.*®, sendo aplicado em formulacdes farmacéuticas e em
fluidos biolégicos (urina e sangue) O método usou corrente direta (DC), pulso
diferencial (DPP) e corrente alternada (AC;. Todas as fluorquinolonas
apresentaram pulsos catodicos em tampé&o Britton-Robinson na faixa de pH
entre 4,0 e 11,98. O limite de detec¢cado do método para enrofloxacina foi igual a
1,0 x 10 " mol L* para o modo DPP.

Alguns métodos por espectrofotometria de absor¢cdo UV-vis sdo utilizados
para determinar a enrofloxacina em formulacdes farmacéuticas. Esses métodos
apresentam vantagens por serem de baixo custo, simples e disponiveis nas
maiorias dos laboratérios. Hassan et al.** avaliaram o uso de N-
bromosuccinimida (NBS) como um reagente analitico para determinacdo
espectrofotométrica de 11 FQs em formulacbes farmacéuticas. O método
envolve a reacdo das FQs com o NBS e subsequente medicdo do excesso de
NBS através da reacdo com p-fenilenodiamina (PDA) para gerar um produto de
coloracao violeta que tem maximo de absorcdo em 530 nm. Diferentes variaveis
que afetam a reacdo (concentracdo NBS, concentracdo de PDA, pH da reagéo,
tempo de reacdo e diluicio em solventes) foram estudados e otimizados. A
interferéncia do acido ascérbico, que é um excipiente comumente utilizado, foi
evitado por uma pré-oxidagdo com brometo de potdssio antes de aplicar o
processo analitico. Para a andlise da enrofloxacina os valores de 1,1 e 3,8 pg
mL™* foram encontrados para os limites de deteccdo e quantificacéo,
respectivamente. Métodos espectrofotométricos com formacdo de complexos de
transferéncia de carga entre as FQs e diferentes reagentes também sé&o citados
para determinacdo de FQs em formulacdes farmacéuticas. Mostafa et al.*
desenvolveram um método analitico para determinacdo da enrofloxacina, e
também de ciprofloxacina e pefloxacina baseado na reacdo com trés diferentes
reagentes receptores. A determinacdo da enrofloxacina foi realizada com apenas
dois dos trés receptores testados, o acido cloranilico (CL), que formou complexo
de transferéncia de carga com comprimento de onda maximo em 520 nm, € 0
tetracianoetileno (TCNE), que formou um complexo de comprimento de onda
maximo em 290 nm. O método foi aplicado em solucéo oral Enroxil 10%. A faixa
de trabalho desse método para a enrofloxacina foi de 20 a 160 ug mL™” para o
método com CL e de 0,2 a 1,0 ug mL™ para o método TCNE. Os métodos
espectrofotométricos sdo geralmente aplicados para determinacdo de FQs
isoladas por causa da interferéncia muatua que ocorre em misturas desses

compostos.
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A grande maioria dos trabalhos envolvendo as determinagbes de FQs,
principalmente em matrizes complexas (fluidos biologicos e alimentos) ou em
amostras contendo misturas de quinolonas, envolve o uso de HPLC ou de CE
com diversos modos de detec¢do (fotometria de absorcdo e fluorescéncia). As
FQs apresentam intensa fluorescéncia natural que € decorrente de uma
estrutura molecular relativamente rigida contendo um sistema de anéis
conjugados ricos em elétrons 11, onde se encontram alguns grupos substituintes
que favorecem o0 aumento da eficiéncia quéantica fluorescente (grupos
carboxilicos, por exemplo). Essa caracteristica faz com que a deteccéo
fluorimétrica seja preferencial em analises de FQs por HPLC?.

O recente trabalho de Uslu et al.*® foi realizado para determinar duas FQs
(enrofloxacina e ciprofloxacina) em matrizes de solo. O mecanismo de extracao
das FQs foi realizado aplicando vértex, ultrassom e extracdo em fase sélida. A
analise foi realizada por HPLC com deteccao por fluorescéncia. A extracdo mais
eficiente foi encontrada com tampao fosfato em pH 3 em combinacéo de 50% de
acetonitrila com ciclo de extracdo realizado por quatro vezes. As condi¢des de
andlise foram: coluna de fase reversa C-18, temperatura de 30T, eluicdo
isocratica com fase movel contendo acido orto-fosférico: acetonitrila 80:20% v/v
e deteccéo por fluorescéncia com excitacdo a 280 nm e emissdo a 450 nm.

Herranz et al.?’ desenvolveram um método analitico para determinar
enrofloxacina, ciprofloxacina e sarafloxacina em ovos, aplicando extragdo por
liquido pressurizado e HPLC com deteccédo por fluorescéncia. A extracao étima
foi encontrada usando fosfato 50 mmol L™ (pH= 3,0): acetonirila 50:50% v/v. A
separacdo cromatogréfica foi conduzida em uma coluna C-18 e com um
programa de gradiente com fase mével contendo &cido ortofosférico 25 mmol L™
(pH = 3,0): acetonitrila. A deteccéo foi feita por fluorescéncia com excitagdo a
280 e emissdo a 440 nm. O limite de decisdo e a capacidade de deteccdo
reportada para o método foram estabelecidos dentro da faixa 17-24 ng g™ e 30-
41 ng g, respectivamente. Outro método que utiliza HPLC com deteccdo por
fluorescéncia com DAD foi desenvolvido por Marazuela e Moreno-Bondi para
determinacdo de residuos de ciprofloxacina, enrofloxacina, marbofloxacina,
donofloxacina e sarafloxacina em amostra de leite usando a norfloxacina como
padrdo interno®. Extracdo em fase sélida foi utilizada para clean-up e pré-
concentracdo das amostras. As FQs também foram separadas em fase reversa
C18 com uso de programa de eluicdo em gradiente (mesma combinacéo de fase
mével utilizada no método citado anteriormente). A deteccdo por absor¢céo foi

fixado em 298 nm para a determinacdo da marbofloxacina e os comprimentos de
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onda fixados para detecgdo por fluorescéncia (excitagdo/emisséo) das demais
fluorquinolonas foi igual a 280/440. A faixa de trabalho para a enrofloxacina foi
entre 8,3-150 ng mL™ e o LD igual a 3 ng mL", o que atende os valores de
Limites Ma&ximo de Residuo (MRLs) estabelecida para esses antibioticos no
Conselho de Regulamentacdo EU 2377/90®. As FQs também foram
determinadas em amostras de urina no método desenvolvido por Mansilla et al*.
A técnica HPLC-fluorescéncia foi utilizada para separacao das FQs ( enoxacina,
norfloxacina, ofloxacina e enrofloxacina) com método de eluicdo isocratica
usando uma mistura de tetrahidrofurano: tampéo fosfato (pH =3,00, 30 mmol L™)
na proporcao 8:92% v/v como fase mével. A deteccao fluorimétrica foi realizada
com excitacéo a 277 e emissdo a 444 nm. O limite de detec¢éo de 15,0 ng mL™
foi obtido para determinacdo da enrofloxacina.

Outra técnica bastante utilizada para determinacédo de FQs é a CE. Desde
1999 vérios métodos analiticos para FQs utilizando essa técnica foram
desenvolvidos em seus varios modos de separacdo (isotacoforese,
cromatografia capilar micelar, etc). Varios modos de detec¢cdo podem ser
utilizados em eletroforese como, deteccdo UV-vis, espectrometria de massa
(MS), deteccdo amperométrica (AD) e deteccdo por fluorescéncia induzida por
laser (LIF).

Kowalski e Plenis®*® desenvolveram um método para determinagdo
simultdnea de seis quinolonas em amostras de tecidos de aves e suinos usando
CE com deteccdo UV. As amostras foram preparadas por extracdo em fase
sélida em cartuchos de C-18. As curvas de calibracdo foram lineares na faixa de
trabalho entre 10-1000 ng g* para todas as FQs incluindo a enrofloxacina. Os
valores dos limites de decisédo e capacibilidade de deteccdo foram encontrados
na faixa entre 3,2-16,9 e 3,5-20,3 ng g, respectivamente, para todas as
quinolonas.

Zhao et al.** desenvolveram um método CE utilizando o modo de
separacdo por cromatografia eletrocinética capilar micelar (MECC) com auxilio
de técnica de concentracdo da amostra no capilar (concentracdo em linha) para
analise de quinolonas em amostras de tecido de porco. Os autores aplicaram o
método para determinacdo de quatro quinolonas entre ela a enrofloxacina. As
amostras foram desproteinadas com acido tricloracetico; o eletrélito de trabalho
para separacéo das quinolonas continha 20 mmol L™ de Na,B,0O; mais 80 mmol
L™ de dodecil sulfato de sodio (SDS), com pH ajustado para 9,6; injecdo da
amostra foi realizada por pressédo (15 x 10° Pa) por 200 segundos; a voltagem

aplicada durante a separacéo foi de 18 kV; a deteccao foi obtida em 278 nm. A
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separacdo foi realizada em um capilar de silica fundida de 48,5 cm de
comprimento total (40,0 cm de comprimento efetivo) e diametro 75 um. O
método apresentou um limite de deteccao para enrofloxacina igual a 0,020 mg L
!, Segundo os autores o método pode ser aplicado para andlise de residuos de
quinolonas em diversos alimentos de origem animal.

Hernandez et al.*® determinaram a enrofloxacina além da ciprofloxacina e a
flumequina em plasma de porco por eletroforese capilar em zona usando o modo
de isotacoforese capilar (ITP-CZE). Segundo os autores, a CZE-ITP é uma
técnica que permite aumentar a sensibilidade (em até 40 vezes) quando
comparada com CZE. As amostras foram tratadas por meio de extracdo em fase
sélida e o LD para a enrofloxacina foi 85 pg L™. Os autores indicaram esta

medologia como alternativa a técnica de HPLC em analises residuais de

guinolonas em amostras biolégicas.
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1.7.
Objetivos

1.7.1.
Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo geral desenvolver e aplicar dois métodos
analiticos distintos. A cromatografia eletrocinética capilar micelar (MECC) foi
escolhida como técnica analitica para determinar os pesticidas picoxistrobina e
piraclostrobina por ser uma técnica de separagé@o para compostos neutros e por
ndo ter sido aplicada ainda para esses dois compostos especificos. Os
pesticidas picoxistrobina e piraclostrobina foram selecionados pela necessidade
de desenvolver métodos analiticos capazes de determinar-los em diferentes
tipos de amostra principalmente em niveis residuais. A segunda técnica analitica
utilizada no trabalho foi a fosforimetria em temperatura ambiente em substrato
sélido (SSRTP) com o propdsito de desenvolver um método analitico para

determinar a enrofloxacina em amostras de formula¢des farmacéuticas.

1.7.2.
Objetivo especifico

A seguir alguns objetivos especificos da realizacdo desse trabalho serdo

apontados.
» Desenvolvimento de método analitico utilizando a MECC para
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determinacgéo de picoxistrobina e piraclostrobina:

i.  Conhecer a técnica MECC em termos dos cuidados
necessarios para possibilitar uso diario com reproducao de
resultados, ja que esse € o primeiro trabalho de pos-
graduagédo realizado no Laboratério de Espectroanalitica e
Eletroanalitica Aplicada (LEEA) utilizando essa técnica.

ii.  Oftimizar as condi¢cbes instrumentais e experimentais para a
separacao e determinacdo dos pesticidas por MECC.

iii. Aplicar recursos experimentais e instrumentais para
aumentar a sensibilidade do método.

iv.  Aplicar o método analitico desenvolvido em amostras reais.
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» Desenvolvimento de método analitico fosforimétrico para

determinacgéo da enrofloxacina:

Dar continuidade ao trabalho realizado por Nava®* utilizando
a SSRTP para desenvolver um método para a
enrofloxacina.

Estudar as caracteristicas fosforescentes da enrofloxacina
em substrato solido utlizando varios sais de éatomos
pesados como indutores de fosforescéncia.

Otimizar, por estudo univariado, as condicbes
experimentais: presenca de surfactante modificador de
superficie de celulose, influéncia de concentracdo
hidrogenibnica na solucdo do analito e estudo do tempo de
exposicdo ao UV para a formacdo de fotoproduto de sinal
mais estavel.

Validar o método por comparacdo dos resultados com
aqueles obtidos com um método de referéncia por HPLC.
Aplicar o método em formulagdes farmacéuticas (solucédo e

comprimido) contendo a enrofloxacina.
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2
Materiais e Métodos

2.1.
Reagentes, materiais, solucoes

2.1.1.
Reagentes e Materiais

As solucbes aquosas foram preparadas com &gua ultrapurificada
(resistividade abaixo de 18 MQ cm™) obtida de um ultrapurificador de 4gua da
marca Millipore (Massachusetts, EUA) modelo Milli-Q A10 Gradiente.

Os padrdes dos pesticidas: picoxistrobina 99,9%, piraclostrobina 99,9% e
azoxistrobina 99,9% foram adquiridos da Riedel-deHaen (Alemanha) e o padréo
de enrofloxacina 98% foi adquirido da Fluka (Alemanha). Os sais de atomos
pesados (sais com elementos de massa atdmica elevada) testados para inducao
de fosforescéncia foram: nitrato de talio (I) 99% da Acros Organics (Nova Jersey,
EUA) nitrato de prata (I) 99%, cloreto de cadmio monohidratado 99% e nitrato de
chumbo (1) 99% da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Os solventes acetonitrila e
metanol, ambos de grau HPLC, e acetona P.A. utilizados no preparo das
solucBes, assim como o acido bdrico, o surfactante dodecil sulfato de sodio
(SDS), o &cido orto-fosforico e o hidréxido de sodio, usados para ajuste de pH
das solucdes, foram todos da Merck (Darmstadt, Alemanha).

O nitrogénio 99,9% utilizando durante a medicdo de fosforescéncia como
gas de purga foi adquirido da AGA-Lynde (Rio de Janeiro, Brasil). O substrato
sélido utilizado para imobilizagdo de analito durante a medicéo de fosforescéncia
foi papel de filtro Whatman 42 (Kent, Inglaterra), sendo previamente tratado para
a reducéo do sinal de fundo®.

Capilares de silica fundida para as andlises por eletroforese capilar foram
adquiridos da Agilent Technologies (California, EUA) e da Simplus Capillaries
(Nova Jersey, EUA). As dimensbes dos capilares foram 75 um de diametro
interno e 50 cm de comprimento total (42,5 cm até o detector). Os capilares da
Agilent jA estavam prontos para uso. Ja os capilares da Simplus Capillaries

foram preparados pelo préprio operador com o corte da capilar no tamanho ideal



PUC-Rio - Certificacao Digital N° 0621159/CA

40

e remocao do revestimento de poliimida para abrir a janela de deteccéo e as
extremidades do capilar que ficam em contato com as solu¢des do eletrolito de
corrida que fecham o circuito do sistema. Vials de polipropileno (1 mL), um kit de
deteccdo de alta sensibilidade (capilares especiais e cela de caminho 6ptico
alongado), alinhadores e cassetes (compartimento que acopla o capilar ao
equipamento) foram adquiridos da Agilent Technologies.

As solucgdes utilizadas em eletroforese capilar e em cromatografia em fase
liguida foram previamente passadas por filtros de membrana de PTFE de
porosidade 0,45 um e didmetro igual a 17 mm (National Scientific, Michigan,
EUA). A membrana de PTFE foi previamente molhada com metanol antes da
passagem de solucdes aquosas. Para os testes em urina®, utilizou-se coluna de
extracdo em fase sdlida C-18 (500mg, 3 mL) (Varian, Califérnia, EUA) e sulfato
de amonio da Vetec.

Uma coluna cromatografica de fase reversa X-Terra C-18 com base
polimérica, 150 mm de comprimento e 4,6 um de didmetro médio de particula
(Waters, Massachusetts, EUA) foi usada como fase estacionéria para o0s
experimentos em cromatografia de fase liquida.

Micropipetas autométicas de volumes regulaveis de 1 a 10 pL da Brand
(Werthein, Alemanha) e da Wheaton (Nova Jersey, EUA) foram utilizadas para a
aplicacao das solu¢des de analitos e das solu¢des de sais de atomos pesados
nos substratos de celulose. Micropipetas regulaveis de 100 a 1000 pL e de 20 a
200 pL Brand (Werthein, Alemanha) e baldes volumétricos de 10,00 mL e 5,00
mL foram utilizados no preparo das solucdes. Todas as micropipetas e os balbes
volumétricos de 10,00 mL foram calibrados em um laboratério integrante da
Rede Brasileira de Calibracdo — RBC (Laboratério de caracterizacéo de fluidos —
LCF/PUC-RI0), conforme certificados nos anexos |, Il e lll. Micro-seringa de vidro
(Hamilton, local EUA) de 25 uL foi usada para carregar a algca de amostragem do

cromatografo.
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2.1.2.
Solucdes

2.1.2.1.
Solugbes para os experimentos com fosforimetria

Solugbes-estoque aquosas dos sais inorganicos de atomos pesados foram
preparadas nas seguintes concentracdes: nitrato de talio 0,25 mol L™, nitrato de

chumbo 0,5 mol L™, nitrato de prata 0,25 mol L™ e cloreto de cadmio 0,5 mol L™.

Quando necessario, as solu¢gbes foram diluidas com &gua ultrapurificada. A
solucéo-estoque de enrofloxacina (1 x 10 mol L™) foi preparada em acetona P.A
e utilizada para obter solu¢bes de menor concentracdo com a mistura acetona:
4gua 50:50% v/v ou acetona: solugéo de NaOH (0,05 mol L™) 50:50% v/v.

2.1.2.2.
Solucdes para 0s experimentos com cromatografia ele  trocinética
capilar micelar

As solucbes-estoque dos pesticidas (azoxistrobina, picoxistrobina e
piraclostrobina) foram preparadas em acetonitrila (1 x 10 mol L") e mantidas no
escuro sob refrigeracdo de até 4 °C. O método foi desenvolvido utilizando
solucdes de trabalho preparadas por meio da diluicdo das solucdes estoque dos
pesticidas em solugéo contendo 6%, em volume de acetonitrila e 94% de tampéo
borato 40,0 mmol L™ (pH= 8,5).

O eletrolito de corrida foi preparado diariamente pela diluicdo de soluctes-
estoque aquosas de SDS (0,5 mol L™) e de &cido bérico (0,4 mol L) com adic&o
de acetonitrila 15% v/v (modificador organico) e ajuste de pH para o valor
adequado (pH = 8,5).

2.1.2.3.
Solugdes para 0os experimentos com cromatografia lig uida

A solucdo estoque de enrofloxacina (1 x 10° mol L™) preparada em
acetona P.A foi diluida (1 x 10 mol L) em metanol e injetada no HPLC para os
testes de comparacdo de métodos®’. Nos estudos de verificacdo do

comportamento da enrofloxacina apds irradiagcdo com UV, a mesma solugédo de
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enrofloxacina foi diluida (1 x 10®° mol L") em solucéo de acetona: NaOH (0,05
mol L") 50:50% v/v, irradiada com UV e, em seguida, injetada no cromatdgrafo.
A fase movel utilizada foi uma combinacdo de solvente (acetonitrila) com
solugéo tamp&o de &cido fosforico (25 mmol L) em pH ajustado para 3,0 com
solucdo de NaOH, a propor¢cdo de cada componente foi determinada nos
estudos de ajuste do método. A vazdo foi mantida em 1 mL min?, os sinal
fluorescente foi medido em apenas um Unico canal com o comprimento de onda
de excitacdo/emissdao fixos em 280/440 nm. Como fase estacionaria foi utilizada
uma coluna cromatogréfica de fase reversa X-Terra C-18 com base polimérica,
150 mm de comprimento e 4,6 um de didmetro médio de particula. Um volume

de amostra 5 L foi injetado no sistema.

2.2.
Instrumentacao

2.2.1.
Eletroforese Capilar

Os experimentos com os pesticidas foram realizados em um equipamento
comercial Hewlett — Packard (HP) CE — Agilent. O instrumento era equipado com
detector espectrofotométrico do tipo arranjo de diodos (operagdo na faixa de
190-600 nm); controlador de temperatura do tipo Peltier; um sistema automatico
de injecdo de amostra e programa de aquisicdo e tratamento de dados
desenvolvido pela Agilent.

As determinag@es foram conduzidas em um capilar de silica fundida de 50
cm de comprimento total (42,5 cm até o detector) e 75 um de didmetro interno,
devidamente adaptado ao alinhador e ao cassete que protege o capilar. Os
eletroferogramas dos pesticidas foram obtidos com deteccdo fotométrica
ajustada em 200 nm. A voltagem positiva, aplicada durante a corrida, foi de 25
kV e a temperatura mantida constante em 25 °C. As inje¢cGes das amostras no
capilar foram realizadas pelo modo hidrodinamico com pressédo de 50 mbar por
75 segundos para realizar o modo de pré-concentracdo no capilar.

Um teste foi realizado com uma cela de caminho éptico alongado (formato
em Z) para aumentar o sinal analitico dos pesticidas. Para 0 uso dessa cela, foi
utilizado um kit com todos os aparatos necessarios para sua adaptacao (Agilent).

O kit era constituido de um capilar de silica fundida dividivo em duas partes
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(essas partes foram adaptadas a cela), conectores para adaptagédo do capilar a
cela, uma garrafa de ar comprimido e uma solucéo de Helllmanex 2% v/v foram
utilizados para limpeza dos acessorios. A Figura 4 mostra uma foto da cela de

caminho Optico alongado e os aparatos necessarios para sua instalacao.

Capilar Conector

Cela

Capilar

Figura 4: Cela com caminho 6ptico alongado com os aparatos adaptados.

2.2.2.
Espectrédmetro de Luminescéncia

Os espectros de fosforescéncia foram obitidos em um espectrobmetro de
luminescéncia da Perkin Elmer modelo LS55 (Perkin-Elmer, Connecticut, USA)
tendo uma lampada pulsétil do tipo descarga de xendnio de 20 kW com 8 ps de

duracéo de pulso como fonte de excita¢do, um tubo fotomultiplicador sensivel ao
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vermelho como detector e dois monocromadores, do tipo Monk-Gillieson,
cobrindo faixas espectrais de 200-800 nm para excitagdo e 200-900 nm para
emissdo. Bandas espectrais de passagem de entrada e de saida foram

ajustadas para 10 nm.
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O sistema de deteccdo do instrumento possibilitou o ajuste temporal de
aquisicdo de sinal (tempos de atraso e de abertura de detecc¢éo), discriminando
o sinal de maior tempo de vida (fosforescéncia) do ruido de tempo mais curto
(espalhamento e fluorescéncia). Os valores usados nesse trabalho foram de 3
ms para o tempo de abertura e de 3 ms para o tempo de atraso na deteccdo. Um
esquema simplificado do sistema Optico do equipamento é mostrado na Figura 5.

Elipsoide
P Fotomultiplicad ora
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Figura 5: Esquema 6ptico do espectrofotdbmetro de luminescéncia.

As medicOes dos sinais fosforescentes foram feitas em substrato sélido,
sendo utilizado um aparato de superficie sélida (Perkin-Elmer). A amostra em
substrato solido foi acoplada em um suporte metdlico (Figura 6a) e em seguida
colocada no aparato de superficie solida que foi previamente acoplado ao
compartimento de amostra do espectrofotbmetro (Figura 6b). Para manter a
atmosfera ao redor do substrato livre de oxigénio, um tubo foi adaptado de modo
a manter um fluxo continuo de nitrogénio sobre a superficie frontal do substrato

de celulose (ver detalhe da Figura 6b).
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Tubo para fluxo N,

(a) (b)

Figura 6: (a) Colocacao do substrato de papel no suporte que € acoplado ao (b)

aparato de medicao em superficie solida.

2.2.3.
Cromatografo de fase liquida de alta eficiéncia

Um cromatoégrafo de fase liquida de alta eficiéncia 1525 Binary (Waters,
Massachusetts, EUA) foi utilizado nos testes de comparacdo com o método
fosforimétrico. O sistema foi constituido por uma bomba binaria, um forno, e um
detector de fluorescéncia (Modelo 2475) que possui uma grade de excitacdo e
de emisséo e lampada de xenbnio de fonte continua e capacidade de medicéo
de sinal em dois canais, sendo, nesse trabalho, utilizado apenas um Unico canal
com o comprimento de onda de excitagdo/emissao fixos em 280/440 nm. A
injecdo foi feita manualmente por meio de um sistema “Reodyne” e alca de
amostragem de 5 pL. O tratamento dos dados, integracdo dos picos e resultado

final foi processado pelo software Breeze do proprio equipamento.

2.2.4.
Equipamentos auxiliares

No processo de limpeza das amostras de urina (“clean-up”) foi utilizado
uma centrifuga modelo BE 4000 Brushless (Bio-Eng, Rio de Janeiro). As
medidas de massa foram realizadas uma balan¢a analitica da marca Shimadzu
modelo AUW?220D (Shimadzu, Téquio, Japao) calibrada pelo laboratério Peso
Exato Automacéo (Rio de Janeiro, Brasil). Para auxiliar na dissolucdo de alguns
dos padrdes, foi utilizado um banho ultra-sénico (modelo USB124, de poténcia
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40 W, proveniente da CTA do Brasil, S&o Paulo, Brasil). A degaseificagcdo de
solventes para o HPLC foi realizada em um banho ultra-sénico modelo USC
1800 (Unique, Sdo Paulo, Brasil). As medi¢ces de pH foram realizadas em um
pHmetro modelo MPA 210, verséo 2.3 (Tecnopon, Sao Paulo, Brasil). O eletrodo
utilizado foi do tipo de membrana de vidro, selado e conjugado com eletrodo de
referéncia de Ag/AgCl. O equipamento foi calibrado diariamente com solucdes-
tampdo de pH 4,00 a 7,00, fornecidas pela Merck.

Um sistema de vacuo foi utilizado para a secagem dos substratos de
papel, apés a deposicdo das solucdes de analito e de &tomo pesado. O sistema
era constituido de um dessecador de polietileno coberto com papel aluminio, de
modo a impedir que os substratos ficassem expostos a luz ambiente. Esse
dessecador foi acoplado a uma bomba de vacuo modelo 820 da Fisatom (Brasil),
sendo um frasco Erlenmeyer instalado entre o dessecador e a bomba (armadilha
de seguranca para coletar refluxo de 6leo da bomba). O vacuo foi medido por
meio de um manbmetro, sendo a pressao interna menor ou igual a 25 Pol Hg. Os
substratos de papel foram deixados nesse sistema por um periodo de 2 h antes
das medi¢tes™.

Um reator fotoquimico, construido no proéprio laboratério, foi utilizado para
tratamento de amostras e substratos de celulose com radiacdo UV. Esse reator
foi montado em carcaca de estufa contendo seis lampadas de vapor de mercurio
(de 6 W cada) e dispostas em meia lua na cavidade superior interna do aparato.
As lampadas de mercurio utilizadas sdo comercialmente disponiveis para
esterilizacdo bacteriologica com emissdo mais intensa em 253 nm e na faixa
entre 296-313 nm™.

2.3.
Procedimentos

2.3.1.
Procedimento para limpeza do material

Toda a vidraria foi lavada com agua corrente e deixada imersa em solugéo
aquosa de acido nitrico 10 % v/v por um periodo minimo de 24 h. Esse material
foi enxaguado com agua destilada e posteriormente com agua ultrapurificada,

seco e mantido em recipientes fechados.
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2.3.2.
Procedimentos em cromatografia eletrocinética capil ar micelar

O modo de separacao eletroforética utilizado nesse trabalho foi o da
cromatografia eletrocinética capilar micelar (MECC), que utiliza fase pseudo-
estaciondria carregada (micelas de surfactante, no caso desse trabalho) para a
separacgao e identificagdo de compostos neutros. O SDS foi utilizado como
surfactante para formacdo de micelas carregadas negativamente.

Previamente as inje¢fes das solugBes dos analitos, o capilar de silica
fundida foi pré-condicionado. Esse procedimento foi feito no inicio de cada dia de
trabalho e consistiu na passagem de solucdo de hidréxido de sédio 1,0 mol L™
(10 min), seguida da passagem de agua ultrapurificada (10 min) e solucdo de
eletrdlito (2 min). Esse pré-condicionamento foi feito pela inje¢cdo das solucdes
com pressao de 50 mbar. Um condicionamento mais simples foi feito entre cada
uma das corridas ao longo do dia de trabalho. Esse condicionamento foi
fundamental para que se garantisse a reproducdo de resultados e pode ser
resumido da seguinte maneira: passagem de (i) 4gua ultrapurificada (1 min); (ii)
acetonitrila (0,30 min); (iii) agua ultrapurificada (1 min); (iv) solucdo de NaOH 1
mol L™ (1,5 min) e (iv) eletrdlito de corrida (2 min). No final de cada dia, foi
realizado um procedimento de limpeza do capilar, com a passagem, em
sequéncia, de acetonitrila (5 min), agua ultrapurificada (5 min) e solucdo de
acetonitrila: agua 50:50 % v/v (5 min). Apos cada dia de trabalho, o capilar foi
guardado com as pontas imersas dentro de vials de polipropileno contendo
solugédo de acetonitrila: agua 50:50% Vv/v.

O eletrdlito de corrida foi preparado diariamente pela mistura de solug¢éo de
acido boérico (concentracéo final no eletrdlito de 40 mmol L), solu¢do aquosa de
SDS (concentragéo final no eletrélito 30 mmol L™) e modificador organico (15 %
em volume de acetonitrila). O pH dessa solucéo de eletrdlito foi ajustada para o
valor de 8,5 pela adicdo de solucdo aquosa de NaOH 1,0 mol L™. Durante o
ajuste de pH com NaOH, a solucao foi mantida em constante agitacdo e o valor
de pH monitorado com o pHmetro.

As solucBes de trabalho foram preparadas diariamente a partir das
solucBes-estoque dos pesticidas. Nos estudos para otimizacdo dos parametros
instrumentais e experimentais, foram usadas solucdes de pesticida 1 x 10° mol
L™ contendo 6 % de acetonitrila. Os pesticidas foram injetados por presséo de 50
mbar durante 15 s. Quando se realizou pré-concentracdo em linha, a injecao foi

de 75 s. A voltagem aplicada foi de 25 kV e temperatura mantida em 25°C. A



PUC-Rio - Certificacao Digital N° 0621159/CA

48

corrente medida nessas condi¢cdes foi tipicamente em torno de 45 pA. Os
eletroferogramas foram obtidos com medicdo de absorvancia em 200 nm
(comprimento de maior sinal analitico para os pesticidas). Todas as solugdes
(padrdes e eletrdlito) foram filtradas em filtros PTFE, previamente condicionado
com solvente organico, antes de serem levadas ao equipamento de eletroforese

capilar.

2.3.2.1.
Uso da cela de caminho optico alongado

A cela de caminho Optico alongado foi montada de acordo com
informacdes contidas no manual do fabricante. Um capilar especial de 72 cm de
comprimento total foi utilizado. Esse capilar era dividido em duas partes, uma
parte maior de 63,5 cm de comprimento (distancia até a janela de deteccéo) e a
outra parte menor de 8,5 cm (distancia entre a janela e o lado de saida da
amostra do capilar). Antes de serem acopladas a cela, as duas partes do capilar
foram devidamente ajustadas aos dois pequenos conectores (previamente
limpos com ar comprimido). Esses conectores com os capilares foram adaptados
a cela, que em seguida foi colocada no cassete (suporte para cela com o capilar)
que foi devidamente adaptado ao equipamento de eletroforese capilar. A Figura
4 mostra o capilar acoplado a cela de caminho Optico alongado.

A solucéo de limpeza Hellmanex Il foi devidamente preparada por meio da
diluicdo de 2 mL da solu¢cdo em 50 mL de agua ultrapurificada. Os parafusos e a
cela foram imersos nessa solucdo e deixados no banho ultra-sénico por 15
minutos e em seguida por mais 10 minutos em agua ultrapurificada, antes de
serem utilizados, para remocao de particulas que pudessem atrapalhar a
passagem da solucédo pela cela de caminho Optico alongado.

Para o uso dessa cela, os procedimentos de condicionamento, pré-
condicionamento, posterior limpeza do capilar e de injecdo foram realizados da

mesma forma como descrito anteriormente.

2.3.2.2.
Pré-concentracdo da amostra em linha

O procedimento de pré-concentracdo de analito em linha, denominado de

modo normal de empilhamento (NSM), foi realizado como indicado no trabalho
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de Pérez et al*'. A pré-concentracdo NSM envolve a utilizacdo de micelas
carregadas negativamente, sendo o modo mais simples de pré-concentracao de
amostra no capilar (on-line).

A pré-concentragdo da amostra no capilar envolveu a dissolugdo dos
analitos em uma matriz de baixa condutividade em relacdo ao eletrélito de
corrida, permitindo que o processo de acumulagdo em zona ocorra devido a
diferenca de campo elétrico entre as zonas de amostra e o eletrélito de
trabalho®.

A matriz de baixa condutividade onde os analitos foram dissolvidos foi
otimizada com propdésito de obter maior sinal analitico dos pesticidas. O melhor
sinal analitico foi obtido com preparacdo de amostra em agua ultrapurificada:
tamp&o borato (40 mmol L™ pH = 8,5) 50:50 % v/v. Apds a otimizacdo da matriz,
o0 tempo de injecdo da solucdo foi otimizado (75 s de injecdo foi escolhido).
Injecdo hidrodindmica por pressdo de 50 mbar, voltagem aplicada de 25 kV e

temperatura mantida em 25 °C foram usadas.

2.3.2.3.
Preparacao das amostras analisadas por cromatografi a
eletrocinética capilar micelar

Na determinacdo dos pesticidas em urina fortificada, um procedimento
prévio de clean-up das amostras foi utilizado. O procedimento de remocdo das
impurezas das amostras de urina foi constituido das seguintes etapas: i) 5 mL de
amostra de urina foi enriquecida com os pesticidas nas concentracdes desejadas
(azoxistrobina foi usado como padréo interno) e levada a baldo volumétrico de
10 mL, o volume foi ajustado com solucdo de acetonitrila: dgua ultrapurificada
6:94 % vlv; ii) a solucado resultante foi centrifugada (3000 rpm por 20 min) para
desproteinacao; iii) o sobrenadante foi adicionado a coluna de extracdo em fase
sélida C-18, previamente condicionada com 4,0 mL de acetonitrila e 4,0 mL de
agua; iv) 10 mL de agua ultrapurificada foram passados pela coluna para
remocdo de interferentes; v) os pesticidas foram eluidos com 1,0 mL de
acetonitrila para baldo volumétrico de 10 mL; vi) o volume foi ajustado com
solucdo de mais baixa condutividade prépria para realizar pré-concentragdo no
capilar; vi) a amostra foi passada por filtro de PTFE antes da medicéo.. O branco
da amostra (sem adicdo dos pesticidas) foi preparado passando pelo mesmo

procedimento acima.
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As amostras de agua foram coletadas no riacho Rainha que passa pelo
campus da PUC — Rio, na Gavea. A coleta foi feita em trés diferentes pontos e
foram fortificadas com os pesticidas de interesse para simular uma amostra de
agua contaminada. Para analisar essas amostras, ndo foi necessario nenhum
procedimento especial além da filtragdo prévia em filtros de PTFE.

O procedimento para o preparo das amostras de agua do riacho constituiu
das seguintes etapas: i) as amostras de agua de riacho foram coletadas em
tubos limpos, ii) Um volume de 5 mL de cada amostra foi transferido para baléo
volumétrico de 10 mL e enriquecido com o0s pesticidas em concentracfes
desejadas; iii) o volume foi ajustado com solucéo de gua ultrapurificada: tampéao
borato (40 mmol L™ em pH = 8,5) 50:50 % v/v; iv) as amostras foram filtradas em
filtros de PTFE.

2.3.3.
Procedimentos em fosforimetria na temperatura ambie nte e em
substrato sélido

2.3.3.1.
Tratamento do nitrogénio usado na fosforescéncia

Para eliminar o oxigénio durante a medi¢éo de fosforescéncia o nitrogénio
de procedéncia comercial, foi submetido a um processo prévio para eliminacéo
de residuos de oxigénio utilizando um sistema de desoxigenacdo baseado na
oxidacdo do ion metavanadato em solucdo (Figura 7a). O sistema era
constituido por dois frascos contendo uma mistura de solu¢Bes de metavanadato
de aménio (Vetec) e de acido cloridrico (Merck). No fundo de cada um desses
frascos, foi colocada uma pequena massa de amalgama feita com zinco em pé
(Vetec) e merctrio metdlico (F. Maia, Brasil)*. Apés a passagem do gas
nitrogénio nestas duas soluc¢des, o fluxo de gas foi direcionado para duas
colunas de silica (Vetec) de modo que percolasse a silica contra a forca da

gravidade (Figura 7b), reduzindo sua umidade residual.
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Figura 7: (a) Sistema para desoxigenacéao e (b) secagem do nitrogénio

2.3.3.2.
Tratamento de reduc&o de sinal de fundo do substrat o sélido

Antes de ser utilizado como substrato sélido, o papel de filtro foi tratado de
maneira a remover possiveis componentes que contribuem para o seu sinal
fosforescente de fundo. O tratamento do substrato solido consistiu em duas
fases. Na primeira, o papel passou por um sistema de lavagem por extragdo com
agua quente em Soxhlet, sendo, posteriormente, seco com uma lampada
infravermelha de 150 W (Philips, S&o Paulo, Brasil). Na segunda etapa, o papel
(apo6s ser cortado em circulos de aproximadamente 18 mm de diametro) foi
levado a um reator fotoquimico para ser tratado, por periodo de 2 h, com
radiacdo UV*. Esse procedimento reduziu em até 97% o sinal de fundo original

do papel. Detalhes desse procedimento podem ser encontrados na literatura®.

2.3.3.3.
Procedimento de medicdo de fosforescéncia em substr ato solido

As medicBes de fosforescéncia foram realizadas em amostras depositadas
em substrato solido de baixo sinal de fundo. As solucbes de trabalho (amostras,
padrBes ou branco) e de &tomo pesado foram depositadas em volumes de 5 pL
com auxilio de micropipeta. As solucdes foram depositadas seguindo a seguinte
ordem, primeiro a solu¢cdo de sal de atomo pesado e depois a solucdo da
amostra, padrao ou branco. Quando os testes foram realizados com papel

tratado com SDS, uma solucdo deste surfactante (5 pL) foi a primeira a ser
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adicionada no substrato. As adicdes foram realizadas no centro do substrato
sélido cuja centralizagdo foi feita com o auxilio de uma planilha indicada na

Figura 8.

Figura 8: Deposicao das solucdes no substrato de celulose com auxilio de uma planilha

marcada.

Ap0s adicao das solugdes, os substratos de celulose foram colocados para
secar sob vacuo, em um dessecador, por aproximadamente 2 h. No momento
das medicBes, cada substrato foi retirado do dessecador e colocado no suporte
para substrato soélido, (Figura 6a), que foi, em seguida, acoplado ao equipamento
para realizacdo das medicdes de fosforescéncia.

Para se obter sinal fosforescente intenso, a atmosfera ao redor do
substrato foi purgada com nitrogénio (seco e desoxigenado) por um periodo de
aproximadamente 2 min antes de medir o sinal, sendo esse fluxo mantido

durante todo o tempo de analise.

2.3.3.4.
Preparacdo das amostras analisadas por fosforimetri a

O método fosforimétrico foi aplicado em formulagcdes farmacéuticas
contendo enrofloxacina e que s&o utilizadas na medicina veterinaria. As
formulagdes foram adquiridas no comércio local nas formas injetavel (Flotril -
2,5% m/v de enroloxacina) e comprimido (Baytril- 15 mg de enrofloxacina por
comprimido). Esses dois medicamentos possuem apenas a enrofloxacina como
principio ativo além de outros componentes ndo ativos que fazem parte da matriz

dos medicamentos. Em cada comprimido encontramos 60 mg de excipientes e,

Substrato de celulose
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na forma injetavel, 100 mL de veiculo. Na analise do medicamento injetavel, seis
amostras foram preparadas pela diluicdo do medicamento (aliquota de 150 pL
em baldes volumétricos de 10 mL) obtendo-se concentracdo nominal de
enrofloxacina igual a 1 x 10° mol L™ (valor baseado no indicado na bula do
medicamento). O ajuste de volume foi feito com agua: acetona 50:50% v/v. A
partir de cada uma dessas solu¢des, uma nova aliquota de 150 uL foi transferida
para baldo volumétrico de 5 mL onde o volume da solucdo foi ajustado com
acetona: NaOH (0,05 mol L™) 50:50% v/v. O valor de concentracdo esperado
para enrofloxacina nessas solucées foi 3,1 x 10®° mol L™. Essas solu¢des foram
irradiadas por 30 min com radiacdo UV, para ser, em seguida, adicionada nos
substratos de celulose, como ja descrito.

As amostras de comprimido foram preparadas pulverizando 10
comprimidos em gral de porcelana. Seis por¢des do po6 obtido foram separadas e
pesadas, de modo a que cada porcéo tivesse massa de aproximadamente 0,015
g (o0 que equivale a aproximadamente 3,7 mg de enrofloxacina). Essas massas
foram tratadas com 10 mL de uma solucdo acetona: agua 50:50% v/v para
dissolver o analito. O banho ultra-sénico foi usado nesse momento (5 min de
sonicacao das solugdes). As solucdes resultantes foram filtradas em seringa com
filtros PTFE e recolhidas em bal6es volumétricos de 10 mL e o volume ajustado
com solugdo de acetona: agua 50:50% v/v . O processo foi ajustado para que a
concentracdo de enrofloxacina nessas solucdes ficasse em torno de 1,0 x 10
mol L. Aliquotas de 200 pL de cada uma das 6 solucdes foram coletadas para
baldes volumétricos de 5 mL (3,0 x 10 mol L") e diluidas em acetona:NaOH
(0,05 mol L") 50:50% v/v em baldo volumétrico de 10 mL. As solucdes foram
irradiadas com UV (30 min), sendo em seguida adicionadas no substrato de

celulose.

2.3.4.
Procedimentos em cromatografia liquida de alta efic  iéncia

O procedimento de andlise de amostras contendo enrofloxacina por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foi adaptado da literatura®. A
solucéo estoque de enrofloxacina (1 x 10 mol L™), preparada em acetona, foi
diluida em metanol (solvente do método de referéncia) e em solucdo de acetona:
NaOH (0,05 mol L") 50:50% v/v para verificar se a introducdo da amostra

preparada nesse meio basico era viavel.



PUC-Rio - Certificacao Digital N° 0621159/CA

54

O modo de utilizacdo da bomba foi o isocratico com vazao da fase movel
ajustada em 1 mL min™. A fase mével foi uma mistura de acetonitrila: tamp&o
fosfato (25 mmol L) 18:82% v/v. A temperatura do forno foi mantida em 25 °C.
Amostras e solugbes foram injetadas no sistema de injecdo por meio de uma
micro-seringa de 25 pL (para injetar um volume 5 vezes maior que o volume da
alca). Antes de iniciar as inje¢des, a coluna cromatografica foi condicionada com
a fase moével até a estabilizacdo da pressdo. Os solventes (acetonitrila, agua
ultrapurificada e tampéo fosfato) foram previamente desgaseificados em banho
de ultra-som por no minimo 20 min e filtrados em membrana de 0,45 pm.

As solugdes de calibracdo foram preparadas a partir da solucdo estoque
de enrofloxacina preparada em acetona. Aliquotas dessa solucédo foram diluidas
em metanol e passadas por filtros para seringa antes de serem injetadas no

cromatografo.

2.3.4.1.
Preparacao das amostras analisadas por cromatografi ~ a liquida

As amostras de medicamentos foram preparadas da maneira indicada para
0 procedimento para as analises por fosforimetria. O processo foi idéntico até a
preparacdo das solucdes-estoque em torno de 1 x 10° mol L™. A partir dessa
etapa, acetona: agua ou acetona: solucdo de NaOH para a preparacdo da
solugbes nao foram usadas. No caso, usou-se metanol como solvente para
preparacéo das solu¢des de trabalho.

Nos estudos envolvendo o derivado fotoquimico da enrofloxacina, as
amostras preparadas em meio basico e irradiadas com UV foram injetadas (5

pL) diretamente do cromatografo.
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Eletroforese Capilar

O processo de eletroforese é definido como “0 movimento ou migragéo
diferenciada de espécies carregadas pela atragdo ou repulsdo em um campo
elétrico”. Eletroforese foi introduzida como uma técnica de separagdo por
Tiselisus em 1937, quando este colocou uma mistura de proteinas entre
solucBes-tampdo conectadas por um tubo onde se aplicou uma diferenca de
potencial. Tiselius percebeu que componentes da amostra migraram em uma
direcdo definida e a uma taxa dependente da carga e da mobilidade dos
componentes. Este trabalho rendeu a Tiselius o prémio Nobel em 1948 #2447 A
eficiéncia da separacdo em solucao livre, como a realizada por Tiselisus, foi
limitada pela difuséo térmica e por processos de conveccdo em solugéo. O calor,
gerado uniformemente por efeito Joule através do meio condutor, era dissipado
somente pelas extremidades do recipiente, gerando gradientes de temperatura
que induziam gradientes de densidade e, por conseqiiéncia, fluxos convectivos
que misturavam as bandas de componentes j& separadas®.

O uso de tubos capilares solucionou o problema relacionado com o efeito
Joule. A geometria do capilar (elevada é&rea superficial interna relativa ao
volume) favorece a dissipacéo de calor, minimizando a conveccéo e permitindo a
aplicacdo de campos elétricos mais elevados. Como resultado, separacdes de
alta eficiéncia podem ser conseguidas em tempos curtos e com pequena
quantidade de amostra e solventes. Nessa abordagem, denominada de
eletroforese capilar, a separagéo induzida pelo campo elétrico é conduzida em
tubos com dimensdes capilares (15 a 100 um de didmetro interno e 50 a 100 cm
de comprimento) preenchido com solucdo de eletrélito. O grande avanco da
eletroforese capilar em quimica analitica se deve, em parte, por sua simplicidade
instrumental. No entanto, a caracteristica mais atraente da eletroforese capilar é
a variedade dos modos de separacdo que podem ser efetuados em uma Unica
coluna capilar, o que permite a separacdo de uma grande variedade compostos
(neutros, positivamente carregados, negativamente carregados). Dentre o0s
varios modos de separacdo destacam-se: (i) fronteira mével, (ii) zona (CZE -
Capillary Zone Electrophoresis), (iii) micelar, (iii) gel, (iv) isotacoforese, (v)

focalizacao isoelétrica e (vi) eletrocromatografia capilar*®“®.
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3.1.
Conceitos Basicos

Em termos praticos, o processo de separacao por eletroforese capilar
ocorre da seguinte maneira: um eletrodo positivo (anodo) e um negativo (catodo)
séo colocados, cada um, em solucao contendo eletrélitos, onde as extremidades
do tubo capilar, preenchido com a mesma solucdo de eletrdlito, s&o
mergulhadas. A diferenca de potencial aplicada entre as extremidades do capilar
provoca a migracao de ions (cétions e anions), presentes na solugdo dentro da
capilar, em direcdo aos eletrodos de carga oposta“®.

A separacdo por eletroforese é baseada na diferenca das velocidades dos
ions no campo elétrico estabelecido. A velocidade de cada ion pode ser

expressa por:
vi= i E 1)

onde v é a velocidade de migracgéo do ion (m s™), ;é a mobilidade do fon (m?V*
s') e E é a magnitude do campo elétrico (V m™*)***®. A magnitude do campo
elétrico é uma funcdo da diferenca de potencial aplicada (V) dividida pelo

comprimento total do capilar (L):

E=~ @
L
Potencial e corrente estéo relacionadas pela lei de Ohm (V = Ri) onde a
resisténcia “R” é o inverso da condutancia “G”. A condutancia de um segmento
de solucdo imersa em um campo elétrico “E” é diretamente proporcional a
seccdo de area transversal “A”, perpendicular ao vetor campo elétrico, e
inversamente proporcional ao comprimento “L” do segmento. A constante de
proporcionalidade é chamada de condutividade, k, e é uma propriedade

intrinseca da solucao:
G= k_A (3)

Uma vez que a corrente que atravessa a solucdo € gerada pelo
movimento independente de diferentes espécies, a condutividade € de fato uma
soma das contribuicdes de todas as espécies idnicas i. Cada espécie contribui
para a condutividade total de maneira proporcional a sua concentracdo C;,

magnitude da carga z; e mobilidade W;:



PUC-Rio - Certificacao Digital N° 0621159/CA

57

k=Fx(|z|uCi 4)

7

onde “F” é a constante de Faraday™.

O ion, na presencga de um campo elétrico, é inicialmente acelerado até que
forcas de atrito, entre outras (por exemplo, o retardamento e a relaxacao),
contrabalancam a forca elétrica de forma a se atingir um estado estacionario,
onde o ion continua sua trajetéria em velocidade constante. A forca elétrica
(Fesrica) € dada pelo produto que envolve a carga do ion z, a carga elementar

“e”, e 0 campo elétrico:

| Feletrica :| z|eE (5)

A forca de atrito (Faio) pode ser aproximada pela Lei de Stokes, para ions

de forma esférica, da seguinte forma:

Fatrito = 67711 Vi (6)

onde n é a viscosidade do meio, r; € o raio i6nico efetivo da espécie quimica
ibnica e v; é a velocidade do ion.

O retardamento aparece porque a esfera idnica que envolve o ion de
interesse possui carga oposta a do ion e, conseqiientemente, tende a migrar em
direcdo oposta. Quando o ion atinge a velocidade final, a resultante de forcas é

nula, e as forcas, elétrica e de atrito se equivalem:
| ZjleE = 67mprivi )

Para efeito de simplificacdo, a contribuicdo das forcas de retardamento e
relaxacdo ao movimento final do ion sera ignorada. Assim, a mobilidade idnica

pode ser aproximada pela combinacao das equacdes 1 e 79

L

67mri (®)

7,

O produto (|zj|e), carga de cada ion, tem valor fixo para todos os ions
dissociados, como &acidos fortes ou ions pequenos, mas pode ser afetada por
mudancgas no pH no caso de acidos ou bases fracas. O raio ibnico pode ser

afetado pelo contra-ion presente ou por algum agente complexante. Na equacgéo
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acima, pode-se ver que diferengas na mobilidade i6nica (eletroforética) podem
ser decorrentes de diferengas na raz&do carga/raio das espécies quimicas. Carga
alta e pequeno tamanho de ion gera alta mobilidade enquanto que a baixa
mobilidade é gerada por pequena carga e grande raio idnico®.

Os valores das mobilidades eletroforéticas, usualmente encontradas na
literatura, sdo constantes fisicas determinadas para solutos de carga completa e
extrapolada para dilui¢cdes infinitas. Esse valor usualmente difere do que é obtido
experimentalmente, sendo essa mobilidade chamada de mobilidade efetiva que
¢é freqentemente dependente do pH da solucédo e da composicado do tampéao de
corrida. A diferenca entre mobilidade efetiva e a mobilidade absoluta pode ser
explicada, usando o exemplo de dois solutos que sao acidos fracos e que tem a
mesma mobilidade eletroforética. Pelos valores tabelados, estes solutos seriam
inseparaveis ja que possuem migracao igual. Entretanto essas espécies tem
diferentes valores de pK, e diferente mobilidades (absolutas) dependendo do pH

(controle de carga)®’.

3.1.1.
Fluxo eletroosmoético

Um constituinte fundamental nas operacdes de CE é o fluxo eletroosmético
(EOF). EOF é o volume de liquido que percorre o capilar em consequéncia do
campo elétrico aplicado sobre a solugcao que contém uma dupla camada elétrica.
Para que ocorra o0 EOF a parede do capilar precisa estar carregada®**°"®,

Entre os varios materiais utilizados na fabricacdo de capilares, a silica
fundida, uma forma pura de diéxido de silicio amorfo, tem encontrado maior
sucesso. Esse material confere aos capilares muitas propriedades interessantes,
como por exemplo, dimensbGes precisas, alta condutividade térmica,
maleabilidade, resisténcia ao ataque quimico, alta transmitancia éptica (190 a
900 nm) além da presenca de varios grupos silanol (SIOH) que permitem a
ocorréncia de intenso EOF. Esses grupos SiOH, em contato com meio aquoso,
sdo ionizados, tornando a superficie do capilar negativamente carregada (SiO-),
ou possibilitando a adsorcdo de espécies idnicas. Em ambos os casos, 0
resultado é o mesmo: surge na camada de solucdo préxima a superficie do
capilar, uma distribuicdo espacial heterogénia de carga, conhecida como dupla
camada elétrica. A dupla camada elétrica € dividida em duas regides, uma regido

mais compacta (camada de Stern) formada por ions firmemente ligados a
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superficie do capilar (sdo atraidos por forgcas eletrostaticas e/ou de coeséo), e
outra regido que contém ions que se difundem para o seio da solucéo afastando
da superficie e formando a camada difusa da dupla camada elétrica. A Figura 9

mostra um esquema da dupla cama elétrica®®.

Parede Capilar

OOOOOOO O
| ©

®

®

Camada

Camada de Difusa

Stern

Figura 9: Esquema da dupla camada elétrica no capilar.

Quando um campo elétrico é imposto tangencialmente a superficie, forcas
elétricas atuam nas cargas da camada difusa, causando um movimento
unilateral de ions em direcéo ao eletrodo de carga oposta. No caso da parede do
capilar estar carregada negativamente (SiO-), cations presentes na camada
difusa irdo migrar para o catodo (eletrodo negativo). Durante a migracdo, os ions
transportam moléculas de agua, induzindo um fluxo de solugdo como um todo,
esse é o fluxo eletroosmotico®®?’.

Os contra-ions (cations em muitos casos), que se aproximam da dupla
camada elétrica para manter o balan¢o de cargas criam um potencial diferente
perto da parede do capilar chamado de potencial zeta (¢). A magnitude do EOF

pode ser expressa em termos da velocidade (v) ou mobilidade (u) por:

VEoF = (KJE ou Meor = (ij 9)
n n

onde Veor € a velocidade do EOF, Ueor € a mobilidade do EOF, C é o pontencial
zeta e € é a constante dielétrica®’.
O potencial zeta é proporcional a densidade de carga na parede do capilar,

0 qual é dependente do pH. Consequentemente, a mobilidade do EOF varia de
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acordo com o pH do tampéo. Em solugbes de valores de pH alto (maior que
nove) os grupos silandis estdo completamente desprotonados, e o EOF é
significantemente grande, quando o valor do pH esta abaixo de quatro, a
desprotonagdo dos silandis € baixa e a mobilidade EOF é insignificante. O
pontencial zeta também é dependente da for¢a ibnica do tampé&o, pois quando a
forca ibnica aumenta, a dupla camada elétrica pode ser comprimida, o qual
resulta em uma diminuicéo do potencial e reduz a mobilidade do EOF*"*2,

A magnitude do EOF muitas vezes precisa ser controlada. Em pH alto, por
exemplo, o EOF pode ser muito rapido resultando em elui¢cdo do soluto antes de
sua separacdo. Talvez, o meio mais efetivo de controle do EOF seja a alteracéo
das propriedades fisico-quimicas da solu¢do. Neste contexto, tiram-se vantagens
das alterac6es de pH, da concentracéo e forca ibnica da solugéo tampao, do tipo
e concentracdo de um eletrélito inerte ou aditivo organico, assim como alteracédo
na viscosidade do solvente, constante dielétrica e temperatura. Outra forma
efetiva de alterar, ou mesmo inibir o EOF, consiste em modificar a composicéo
guimica do material do capilar e, portanto sua densidade de carga superficial.
Nesse contexto, outros materiais tém sido testados, como vidro e Teflon. Outra
possibilidade consiste em alterar a natureza da superficie interna do capilar,
através de revestimentos fisicos e/ou métodos de derivatizagdo. A aplicacéo de
um campo elétrico externo, transversal ao capilar é mais uma maneira de
manipular o EOF*.

Quando a veor € alta, o fluxo é responséavel pela condug¢do dos solutos,
sem distingdo de carga, em dire¢do ao detector. Assim, a analise simultanea de
amostra contendo tanto solutos catiénicos, neutros e anidnicos é possivel, muito
embora ndo haja discriminacdo temporal entre diferentes solutos neutros. Além
disso, as caracteristicas de alta eficiéncia da técnica estdo, em parte, vinculadas
ao perfil radial de vegor. O perfil linear implica que 0 mesmo componente de
velocidade € adicionado a todos os solutos, independente da sua posicao radial.
Esta peculiaridade distingue a eletroforese capilar dos métodos cromatograficos
em fase liquida, que apresenta um perfil de velocidade parabdlico, caracteristico
do fluxo induzido por pressdo®®*. A existéncia do fluxo eletroosmético tem
importantes implicacBes praticas na eletroforese capilar. Esse fluxo de solucdo
contribui  siginificativamente para a automacdo da técnica, permitindo a

introducdo de amostra e a deteccéo diretamente no capilar.
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3.2.
Instrumentacgao

A instrumentacdo da eletroforese capilar pode ser explicada e
representada de uma maneira bastante simples (Figura 10). O sistema consiste
de uma fonte de alta tensdo, tubo capilar (silica fundida é o material mais
comumente empregado), eletrodos (geralmente de platina) e um sistema de
deteccdo apropriado. Para estabelecer o campo elétrico ao longo do capilar,
uma fonte de corrente continua regulavel e de alta tensdo € usada. A fonte, em
geral, pode ser operada em voltagem constante e/ou corrente constante, com
valores tipicos de voltagem no intervalo de 0 e 50 kV e de corrente entre 0 e 200
MA. Os dois eletrodos de platina fazem o contato entre a fonte de alta tensdo e
reservatorios que contém solucdo de um eletrélito de trabalho conveniente. Os
capilares de silica fundida sao entéo preenchidos com a solu¢do e servem como
canal de migracdo dos analitos. As extremidades dos capilares sdo imersas nos
reservatorios da solucdo para fechar o contato elétrico. Para minimizar os efeitos
térmicos, o capilar € mantido a temperatura constante (o sistema deve, portanto

ser termostatizado) para esse propdsito*.

Aquisicéo dos dados _
Capilar

Catodo Anodo

@ Detector @

\Eletrélitos —

Fonte de alta

tensao

Figura 10: Esquema de um instrumento para eletroforese capilar (adapatado da ref 4).
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3.3.
Modos de injecado da amostra

Em eletroforese, pequenos volumes de amostra sdo introduzidos no capilar
para manter a alta eficiéncia na separagdo. O comprimento do volume de
amostra dentro do capilar € um parametro critico em relagdo ao volume injetado.
Como regra geral, esse comprimento deve ser inferior a 1 ou 2% do
comprimento total do capilar, isso corresponde a alguns milimetros de amostra
injetada ou entre 1 e 50 nL de volume de amostra, dependendo do comprimento
e didmetro interno do capilar. Isso se torna uma vantagem quando se dispde de
pequenos volumes de amostra cuja diluicdo ndo é possivel*’. Sobrecarga de
amostra dentro do capilar pode ter dois efeitos significantes, ambos prejudiciais
para a resolucdo. Injecdo de grandes quantidades de amostra causa difusédo
descontrolada da zona de amostra ampliando assim a largura dos picos, e
podera causar também a heterogeneidade do campo elétrico ao longo do capilar
e distorcer o formato dos picos devido a diferenca de condutividade entre o
tampé&o de corrida (eletrélito de corrida) e a zona de amostra*.

O modo de injecdo da amostra no capilar tem implicacdo direta em analise
gquantitativa. A reprodutibilidade da area do pico, ou altura, reflete a precisdo da
técnica de injecdo. As amostras podem ser introduzidas no capilar por métodos
eletrocinéticos ou hidrodindmicos. Na injecdo eletrocinética, um gradiente de
potencial é estabelecido ao longo do compartimento do capilar por um periodo
de tempo conhecido, enquanto que na injecdo hidrodindmica utiliza-se um
gradiente de presséo. Gradiente de pressao pode ser estabelecido por diferentes
mecanismos: pressurizacdo ou vacuo em um dos reservatérios de solugéo, ou
por gravidade, onde um dos reservatorios € elevado em relagdo ao outro e a
amostra é introduzida por sifonagéo®.

A injecdo hidrodindmica (usada nesse trabalho) introduz no capilar uma
aliquota representativa da composicdo do soluto na amostra. O volume de
injecdo (da ordem de nL) depende do tempo de injecdo, dimensdes do capilar,
viscosidade da solugcdo tampéo (eletrolito de corrida) e da diferenca de pressao
estabelecida. A injecdo hidrodindmica € usualmente mais precisa que a
eletrocinética porque é baseada estritamente na transferéncia de volume (a
reprodutibilidade de area é de aproximadamente 1% do desvio padrao relativo).
Entretanto, pode ocorrer um alargamento significativo da zona, como resultado
do perfil de velocidade parabdlico, caracteristico do fluxo induzido por presséo.

InjecBes hidrodindmicas sédo preferidas em aplicacdes de eletroforese de zona
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em solucgéo livre e micelar, particularmente quando a concentracdo da amostra
esta dentro dos limites de sensibilidade do detector. Na injecé@o eletrocinética, a
amostra € introduzida no capilar como resultado da combinacdo entre as
velocidades eletroforéticas e eletroosmaética. Assim sendo, a quantidade de
material injetado é funcdo da mobilidade eletroforética do soluto, das
condutividades da amostra e meio condutor, assim como da magnitude do EOF.
Uma importante consequéncia da aplicacdo deste modo de injecdo é a
amostragem nao representativa, jA que 0s componentes da amostra tém
diferentes mobilidades. A injecéo eletrocinética é mais aplicada em eletroforese

capilar em gel, onde a injecdo de volumes é impossivel*.

3.4.
Concentracdo da amostra no capilar

Uma das principais desvantagens da eletroforese capilar € em relagcédo a
sua baixa sensibilidade, resultante das pequenas dimensdes da coluna de
separacao (capilar) e de amostra. Existem duas formas de se obter melhores
sensibilidades, uma é melhorar o sistema de deteccdo com o uso de técnicas de
alta sensibilidade (por exemplo, a fluorescéncia induzida por laser), instalagéo de
cela de deteccdo em formato-Z ou o uso de capilares com caminho 6ptico
estendido. A outra forma de aumentar a sensibilidade é através do uso de
processos de pré-concentracdo no capilar denominada “empilhamento™.

Empilhamento (stacking) é o nome dado ao método que realiza a
concentracdo da amostra dentro do capilar durante ou imediatamente apos a
injecdo da amostra. Esse método é baseado na diferenca da intensidade do
campo elétrico entre a zona de amostra e o eletrélito de corrida. O fendmeno de
empilhamento de amostras em eletroforese capilar foi provavelmente sugerido
pela primeira vez por Tiselius e colaboradores em 1965 com o0 uso da
eletroforese em gel de poliacrilamida* *°.

Na literatura diferentes técnicas para realizar o “empilhamento” tém sido
discutidas. Geralmente essas técnicas podem ser divididas em duas de acordo
com o movimento da zona de amostra no eletrélito de corrida: (i) empilhamento
por fronteira movel, onde toda a zona de amostra migra com mesma velocidade
e (ii) empilhamento por fronteira estacionaria, onde a fronteira entre uma amostra
preparada em eletrélito de baixa concentracdo (baixa condutividade) e o

eletrdlito de corrida de maior concentracdo (alta condutividade) permanece
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estavel durante o processo de eletroforese®”. A concentracdo da amostra no
capilar pode ser feita tanto por injecdo hidrodindmica (gravidade ou pressao)
quanto por eletrocinética (diferenca de potencial)®.

O empilhamento da amostra amplificada por campo (FASS, acronismo de
Field Amplified Sample Stacking) é um exemplo do segundo tipo de

empilhamento que pode ser aplicado em CZE. Esta abordagem foi introduzida

51,52,53 53
1 l.

por Chien and Burgi em 199 apos Mikkers et al.” terem estabelecido seus
principios tedricos em 1979. Esta técnica permite injetar no capilar grande
volume de amostra quando comparada com o modo convencional de CZE*!. No
modo FASS um grande plug de amostra contendo ions preparados em solucao
de baixa condutividade é injetado hidrodindmicamente para dentro do capilar
cheio com eletrolito de corrida de alta condutividade. A diferenca de potencial é
entdo aplicada para que ocorra a eletroforese. Devido a diferenca de
condutividade entre os meios (eletrdlito de corrida e amostra) dentro do capilar, a
forca do campo elétrico serda maior na regido da amostra do que no resto do
capilar. Os ions inseridos na regido de baixa condutividade irdo sofrer uma
intensa for¢ca de campo elétrico e irdo mover com maior velocidade do que os
ions inseridos na regido de alta condutividade (Figura 11a). Quando os ions
atingem a regido de baixo campo elétrico (regido do eletrélito de corrida) sua
velocidade diminui, ocorrendo assim o empilhamento dos ions no tampéo de
corrida® (Figura 11b). O modo de concentracdo no capilar descrito acima é
também denominado modo de empilhamento normal (NSM) sendo o mais
simples dos métodos de empilhamento por campo amplificado. Uma limitac&o
desse modo estd na quantidade de amostra que pode ser injetada no capilar
sem perder a resolucdo da separacdo. A concentracdo do limite de deteccéo
com o uso do modo NSM pode ser reduzida em pelo menos uma ordem de
grandeza®.
Regiédo

Regi&o amostra eletrdlito de trabalho

@ -

P9
®
I

(b) -

Figura 11: Esquema geral do modo de empilhamento de uma amostra anidnica.
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Para que o limite de detecc¢éo alcance valores de concentracdo menores ,
se faz necesséaria a aplicacdo de outros modos de empilhamento, como por
exemplo, o modo de empilhamento onde se aplica inversdo da polaridade do
eletrodo (REPSM, acronismo de Reverse electrode polarity stacking mode). Pelo
modo REPSM fatores de concentracdo maiores que 100 s&o obtidos*. No modo
REPSM uma grande quantidade de amostra € injetada para dentro do capilar,
para manter a eficiéncia da separacdo e minimizar a dispersdo da zona de
amostra, a matriz de baixa condutividade precisa ser retirada de dentro do
capilar logo apds o processo de empilhamento, isso ocorre pela aplicacdo de um
potencial de polaridade inversa ao potencial de separac¢do. A remo¢ao da matriz
€ necessaria para que a forca do campo elétrico e a Veor Sejam uniformes
durante o processo de eletroforese. O processo de remocdo da matriz do capilar
envolve as seguintes etapas: (i) Primeiro o capilar é preenchido com o eletrélito
de corrida e entdo os analitos dissolvidos em matriz de baixa condutividade séo
injetados hidrodindmicamente; (ii) Imediatamente apos a injecdo da amostra, a
polaridade dos eletrodos é invertida, como a parede de silica esta carregada
negativamente, ions da amostra carregados negativamente irdo parar
(empilhamento) na parte de tras da zona do tampé&o (eletrolito de corrida) e irdo
migrar em direcdo ao lado da injecdo (eletrodo negativo) sob orientacdo do
campo elétrico invertido; (i) Quando a matriz da amostra foi quase
completamente retirada do capilar, a qual pode ser monitorada pelo valor da
corrente elétrica, a polaridade dos eletrodos € retomada. A matriz é retirada
nesse processo pelo EOF; (iv) Ocorre entdo a separacdo e deteccdo dos
analitos negativos que foram concentrados*.

Os fendmenos descritos acima séo validos para os analitos que possuem
cargas, pois os analitos neutros ndo possuem mobilidade eletoforética. Para
resolver este problema o empilhamento tem que ser realizado com a presenca
de micelas anibnicas, que interagem com as moléculas neutras que podem
assim sofrer o processo de concentracdo no capilar™.

Em um capilar de silica fundida o EOF migra em dire¢cdo ao catodo (pdlo
negativo) e as micelas migram para o anodo (p6lo positivo), geralmente, um forte
EOF carreia as micelas carregadas negativamente em dire¢do ao catodo (em pH
maior que 5). A oposi¢do das micelas ao EOF promove uma situagao ideal para
o empilhamento de moléculas neutras®. Na literatura podemos encontrar muitos
trabalhos que fazem aplicacbes de empilhamento com o uso de micelas para

pré-concentrar analitos neutros a fim de obter valores cada vez melhores de
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sensibilidade para aplicagdo de medotologias analiticas baseadas na técnica de
eletroforese capilar para uma miriade de novos analitos®>**,

Neste trabalho foi utilizado como modo de separacdo das moléculas
neutras das estrobilurinas a MECC e o modo de empilhamento foi feito pelo

modo NSM.

3.5.
Deteccéo

A busca por melhorias no sistema de deteccdo em CE é um tema de
intensa pesquisa, sendo as maiores dificuldades relacionadas com as pequenas
dimensdes do capilar e de volume de amostra. Um grande niamero de métodos
de deteccdo que sado utilizados em HPLC foram adaptados para CE, apos
pequenas modificacbes para se adaptar as dimensées dos capilares*®*’.

Como em HPLC, a deteccéo espectrofotométrica de absorcdo na regido do
UV-vis é a mais utilizada em CE. Com capilares de silica fundida a transparéncia
entre 190 e 900 nm é alcancada. A alta eficiéncia observada em CE é
decorrente, em parte, da deteccdo direta no capilar, onde a janela optica é feita
diretamente no capilar. Desse modo, a deteccdo ocorre em um momento onde a
separacdo de espécies ainda estd ocorrendo, ao contrario da cromatografia
liquida, onde o processo de separagdo termina quando as espécies deixam a
coluna cromatografica. Como todos os detectores Opticos, a largura da regido de
deteccdo deve ser relativamente pequena em relagdo a zona da amostra para
manter a alta resolucdo. Isto € compativel com as dimensdes do capilar. Os
picos em CE sédo de 2 a 5 mm de largura, o tamanho da regido de deteccdo
dever ser no maximo um terco desse valor. O design do detector é critico devido
ao curto caminho Optico. O feixe éptico deve ser firmemente focado no capilar
para obter maximo sinal e minimizar a luz dispersa que alcanca o detector. Estes
aspectos s&o importantes para ambas, sensibilidade e faixa linear de deteccéo®’.
No caso da sensibilidade, a dimenséo do capilar imp&e um fator limitante na lei

z

de Beer-Lambert (A = ebc, onde “A” é absorvancia, “€” € a abortividade molar da
espécie absorvente, “b” é comprimento do caminho 6ptico que a luz percorre na
amostra e “c” é a concentracdo de analito). No caso da CE, o parametro “b” é
pequeno, impondo limites a detectabilidade.

Para uma molécula ser detectada por absorcdo no UV-vis, ela precisa

possuir grupos croméforos (grupo funcional que absorve radiacdo no UV-vis do
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espectro eletromagnético). A deteccdo de um analito que ndo possui um
cromoéforo ou que absorve pouco nessa regido pode ser feita apdés a
derivatizagdo da molécula (inclusdo de grupos cromoforos na estrutura do
analito), ou por método de deteccdo indireta (o croméforo esta presente em CE
no eletrélito de corrida). A lei de Beer-Lambert € beneficiada quando se trabalha
com analitos com valores de ¢ da ordem de 10° a 10° L mol* cm™
Adicionalmente, o pH, a composicdo do eletrdlito de corrida e o grau de
ionizacdo do analito sdo também fatores importantes, pois estes podem
ocasionar mudancas nos valores da absortividade molar e deslocamento no
comprimento de onda maximo. Valores tipicos para limites de deteccdo com CE

com detecc&o fotométrica na regisio do UV-Vis ficam na ordem de 10° — 10°® mol
L—l 42.

3.6.
Cromatografia eletrocinética capilar micelar (MECC)

Como foi mencionado, na CE véarios modos de separacdo podem ser
efetuados com apenas pequenas mudancas de condi¢des, particularmente no
eletrélito de corrida. O modo de separacgdo deve ser escolhido de acordo com as
caracteristicas quimicas dos analitos, em especial, se ele possui ou ndo carga
guando em solucdo. Nesse trabalho a cromatografia eletrocinética capilar
micelar (MECC) foi escolhida como modo de separacdo para as estrobilurinas.

Os métodos eletroforéticos em solugdo livre (CZE) s&o limitados a
separacdo de compostos que contém carga ou apresentam grande diferenca em
suas massas moleculares. MECC é o Unico modo de CE que é capaz de separar
tanto os compostos neutros quanto os carregados sendo introduzida por Terabe
et al. em 19844,

A cromatografia eletrocinética (EKC) pertence a uma familia de técnicas de
separacdo com eletromigracdo que envolve fendmenos eletrocinéticos
(eletroforese e eletroosmose) na separacdo de constituintes da amostra. Em
EKC, o equilibrio quimico (distribuicdo, troca ibnica, formacdo de complexo e
particdo) € componente importante do processo de separacdo. De acordo com
Terabe et al.®* EKC é definida como uma técnica de separacdo com
eletromigracdo em capilar envolvendo uma fase denominada pseudo-
estacionaria responsavel pela separacdo. A fase pseudo-estacionaria € uma

unidade (por exemplo, uma micela ou um polimero dissolvido) que interage com
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0 soluto, ndo afetando sua velocidade de migragdo. Por recomendacdo da
IUPAC, EKC é definida como uma técnica de separacdo baseada na
combinacdo de eletroforese e interagcdes do analito com aditivos (por exemplo,
surfactantes), os quais formam uma fase dispersa (secundaria) que se move
com velocidade diferente do analito. Para conseguir a separagao dos analitos,
essa fase secundéria deve ser carregada. MECC € um caso especial de EKC, na
qual a fase secundaria é uma fase micelar dispersa no capilar®.

Em MECC, agentes tensoativos ibnicos, em condicfes apropriadas a
formacdo de micelas, sdo adicionados ao eletrolito de corrida, proporcionando
assim um sistema cromatografico de duas fases. O eletrdlito representa a fase
primaria, a qual é transportada eletroosmoticamente sob acdo do campo elétrico,
enquanto que as micelas representam a fase pseudo-estacionaria, a qual é
transportada por uma combinacdo de eletroforese e eletroosmose. Solutos
neutros com diferentes coeficientes de particdo (Pn.) entre a fase aquosa
(eletrolito) e a fase micelar podem ser separados***® (Figura 12). Em MECC
existe um limite de eluigcdo, chamado janela de elui¢cdo, que € definido pelo
tempo de eluigdo do EOF (teo) e 0 tempo de migragao das micelas (tmc). MECC
pode ser visto como hibrido da cromatogradia liquida de fase reversa e CZE,
com um processo de separacdo tendo interagBes hidrofébicas e polares,
mecanismo de particdo e eletromigragdo. MECC oferece uma combinacdo de
fatores de CZE e cromatografia liquida como a alta eficiéncia, curtos tempos de

andlise, pequeno volume de amostra e o consumo muito reduzido de solvente®.
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Figura 12: Esquema representativo da separa¢do por MECC usando micelas anidnicas
(adaptado da ref. 48).
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3.6.1.
Micelas

Surfactantes sdo moléculas anfifiicas que contém grupamentos com
carater hidrofébico (cauda apolar) e hidrofilico (“cabeca” polar ou idnica). Eles
podem ser reconhecidos pela parte hidrofilica, como surfactantes anibnico,
catibnico, neutro ou anfotéro; ou pelas caracteristicas da parte organica
(hidrofébica). Os surfactantes tém, em geral, a propriedade de formar micelas
guando estdo em concentragdo superior a um valor critico, denominada
concentracao critica micelar (CMC). As micelas estdo sempre em equilibrio com
0s monbmeros (moléculas de surfactantes) presentes em solucdo. O ndmero de
mondmero e tamanho das micelas varia entre os tipos de surfactantes. O
processo de formacdo de micelas por surfactantes em meio aquoso ocorre do
fato da reducdo da interacdo hidrocarboneto-dgua ser energeticamente
favoravel. A CMC na qual a agregacao ocorre reflete o fato de que interacbes
hidrofébicas entre a parte apolar das moléculas do surfactante € balanceada
pela hidratac&o e pela repulséo eletrostatica do grupo hidrofilico*.

Os surfactantes que apresentam altos valores de CMC sao inadequados
para MECC, pois as micelas formadas coexistem com grandes quantidades de
mondémero livre, 0 que representa uma sobrecarga térmica (aumento de calor a
ser dissipado pelo capilar)*.

O surfactante utilizado para formacdo de micelas nesse trabalho foi o
dodecil sulfato de sodio (SDS), um surfactante anidnico. As micelas aniénicas
tém mobilidade eletroforética em sentido contrario ao do EOF, com isso sua
velocidade de migracdo € diferente da solucdo eletrolitica o que favorece a
interacdo analito-micela’®. Para o sucesso da separaco é necessario que essa

interacdo seja diferente para os diversos solutos.

3.6.2.
Migracdo em MECC

Como citado, micelas aniénicas migram em direcdo oposta ao EOF em um
capilar de silica. Tipicamente em capilares de silica fundida e em pH maior que
6, a Veor € maior que a velocidade eletroforética das micelas aniénicas. Como
resultado as micelas séo carreadas para o catodo. Quando micelas catidnicas

sdo usadas, a parede do capilar € recoberta com surfactante positivamente

carregado para inverter o EOF, e conseqlentemente a polaridade dos eletrodos
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também deve ser invertida para permitir a eluigdo das micelas dentro da janela
de eluicdo. Existem dois extremos que define uma janela de eluigdo em MECC.
O extremo t, € marcado por analitos que ndo interagem com as micelas (P ~
0) e que passam todo o tempo de migragdo na fase aquosa, migrando com
mobilidade eletroosmética. O outro extremo t,. € definido pela eluicdo de
analitos que interagem fortemente com as micelas e (P, ~ «), €5ses compostos
sdo muito hidrofébicos e seus tempos de migracdo coincidem com o tempo de
migracdo das micelas (t,.). A existéncia da janela de eluicdo limita a capacidade
de pico em MECC ja que todos os analitos neutros devem ser separados entre
0s tempos tg, e tn.. O tamanho da janela de eluicdo pode ser alterado pela
adicdo de modificadores organicos, misturas de micelas ou pela modificacdo da

parede do capilar*® (Figura 13).

Solutos Micela

EOF

- - mc

Figura 13: Esquema da janela de eluicdo em MECC (adaptado da ref 47).

3.6.2.1.
Parametros de migracao

O fator de retencdo em MECC (k') € definido como a razdo do numero de
moles de soluto na fase pseudo-estacionaria (micela), nn., pelo numero de

moles na fase aquosa, N,y *°.

n
k'= Zime (10)
Nagq
O fator de retengdo em MECC para analitos neutros pode ser determinado

pelo tempo de migrac&o usando®®:
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tr —teo

K=—— (11)
tr
teg1—-| —
tmc
onde t; € o tempo de migracdo do analito.

Esta expressdo é muito similar a equacdo para fator de retencdo em
cromatografia convencional, com a exce¢ao do termo adicional [1 — (t;/ tnc)] no
denominador. Este termo indica a existéncia de uma janela de elui¢do, porque a
fase “estacionaria” em MECC é também movel. Se t,. tender a infinito (micela
estaciondria), o termo extra no demominador € omitido e o fator de retencéo é o

mesmo da cromatografia convencional.

3.6.3.
Resolucao

A resolucdo Rs em MECC é dada por:

Rs= [ﬂj(a—lj( k'2 j{ 1—(te0/tmc) } (12)
4 a 1+k'2) 1+ (teo/tmc)k'l

onde N € o numero de pratos tedricos, k’; e k', sdo os fatores de retencdo dos

analitos 1 e 2, respectivamente e a € o fator de seletividade dado por k’y/K’,.

A equacdo 12 difere da equacdo de resolugcdo para cromatografia
convencional apenas pela inclusédo do dltimo termo, o qual refere a existéncia da
janela de deteccdo. A migracdo da micela inserida no capilar causa reducéo do
tamanho efetivo da coluna (capilar). Se t,. tender ao infinito, o Gltimo termo da
equacdo sera igual a unidade e a expressdo da resolugcédo € simplificada para
aquela definida para cromatografia convencional®**°.

Em cromatografia, a resolucdo aumenta com o aumento do fator de
retencdo. Em MECC, entretanto, a relacéo entre Rs e k’ ndo € intuitiva, devido ao
ultimo termo da equacao, que de fato diminui com o aumento de k'. A resolucao
passa por um maximo, para valores de k' entre 1 e 5. O valor étimo depende do
intervalo de eluicdo. Quando a velocidade de migragéo da micela e a velocidade
eletroosmodtica tém magnitudes aproximadas, mas dire¢des opostas, o intervalo
de eluicdo pode ser estendido e o valor 6timo de k' aumentado. No entanto, sob
estas condi¢cdes, a reprodutibilidade dos tempos de eluicho pode ser

comprometida. Em geral, a reducédo dos valores de k’ dos ultimos componentes
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da mistura é necessaria para melhorar a resolugdo. Um aumento de ty, relativo a
t, é suficiente para diminuir k. O tempo de eluicido da fase micelar é determinado
pela velocidade aparente da micela, vy, que por sua vez, € a soma vetorial das
velocidades eletroosmética (Vosm) € eletroforética da micela (vew). Em condicdes
de rotina (micela aniénica, pH > 5), a Vosm € maior que Vey. Dessa forma, uma
diminuicdo do potencial zeta do capilar ira reduzir tanto Vesm quanto Vey. Isto
produz o efeito desejado de aumento de t,, relativo a t.. Além disso, desde que o
fator teo/tme diminui, o valor de resolucdo 6tima aumenta, deslocando-se para
valores maiores de k™°.

O fator de retencdo de um soluto é o produto do coeficiente de particao, K,
e a razao entre as fases, 8 (razdo entre 0os volumes da fase estacionéaria e fase

movel):

k=BK (13)

Em cromatografia liquida de fase reversa, a incorporacdo de solventes na fase
mével afeta os valores de k’, pois afeta o coeficiente de particdo. Em MECC, a
situacdo € diferente, o solvente organico afeta ndo s6 K, mas também .
Solventes organicos alteram a CMC e, portanto, o volume micelar. Além disso, a
adicdo de solventes orgéanicos altera a viscosidade e a constante dielétrica da
fase movel e, consequientemente, o potencial zeta do capilar, resultando na
variagdo da velocidade eletrosmotica. Metanol, isopropanol e acetonitrila s&o
alguns dos solventes (aditivos) utilizados para amplificar o intervalo de tempos
de eluicdo. Em geral, a reducéo do fator de capacidade dos solutos que eluem
por ultimo é conseguida a custa de longos tempos de analise.

Em MECC, a capacidade de picos (n) é dada pela seguinte expresséo:

n=1+ — (14)

vV N th
—In
4 €0
Em geral, se nhenhum procedimento € usado para estender o intervalo de
eluicdo, um numero de aproximadamente 100 solutos, assumindo te,/tn. = 0,3 €
N = 10°, poderia ser separado por MECC, esse nimero é pequeno em relacéo
ao numero de pratos considerado. Com outras técnicas que ndo tem a limitacédo

da janela de eluicdo esse nimero de solutos separados seria maior*.
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3.6.4.
Eficiéncia

Eficiéncia € a média de alagarmento de banda que ocorre durante a
separacao. Os termos definidos para cromatografia foram transferidos para
métodos de separacdo em eletromigracdo capilar. A altura equivalente de um
prato teorico (altura do prato) H corresponde a variancia do pico (em unidades
de comprimento) dividida pela distancia de migragdo. O numero de pratos N é a
distancia que foi migrada dividida pela altura do prato. Em EKC com parametros
experimentais padrées um numero de pratos de 200.000 a 300.000 podem ser
obtido®®.

Em MECC, a variancia da zona do soluto resultante de difuséo longitudinal
€ proporcional ao coeficiente de difusdo do soluto e ao tempo de migracdo. O
soluto tem a difusdo na fase movel e a difusdo na fase micelar. Os solutos que
apresentam altos valores de K ficam muito tempo no interior da micela, que por
sua vez migra lentamente. Esses solutos levam mais tempo para eluir do capilar
e as bandas sdo mais vulneraveis ao alargamento gerado por difusdo. Outro
fator que pode produzir bandas largas é a variacdo de tamanho das micelas com
tempo, em decorréncia do equilibrio de troca entre 0 mondmero e a micela. A
mobilidade eletroforética da micela € determinada por fatores como tamanho e
forma, os quais dependem do numero de agregacdo. Surfactantes que geram
micelas em um amplo intervalo de tamanhos e formas podem néo ser
adequados para MECC. Solutos interagindo com micelas de diferentes
tamanhos exibem um amplo intervalo de velocidades de migracdo e podem
produzir bandas largas. Um aumento da concentracdo do surfactante, assim
como um aumento da temperatura pode contribuir para acelerar o processo de
troca entre micela e monémero, melhorando a eficiéncia da separacdo. Outro
efeito relacionado com a resisténcia a transferéncia de massa entre as fases
pseudo-estacionaria e movel também podem ocorrer em MECC. Em geral,
baixas voltagens e altos coeficientes de difusdo do soluto minimizam estes
efeitos. No entanto, devido a natureza das forcas envolvidas, o processo de
particdo entre solutos polares ou ibnicos e a micela pode apresentar uma
cinética lenta, e causar o alargamento de bandas. Resisténcia da transferéncia
de massa na fase mével envolve dois processos distintos: difusédo intermicelar e
intracoluna. O efeito intermicelar ocorre porque a difusdo do soluto entre as
micelas é um processo lento. Mesmo em concentracbes moderadas de

surfactantes, a distancia entre as micelas é extremamente pequena, dificultando
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a passagem do soluto. As micelas constituem uma fase secundaria mais
uniforme e homogeneamente dispersa (devido a repulsdo de cargas entre as
micelas) e tém dimensdes menores que as particulas usadas nas colunas
empacotadas. Devido a quase perfeita distribuicdo de micelas e sua natureza
fluidica, diferengcas de percurso na migracdo dos solutos sdo praticamente
eliminadas, explicando-se assim a maior eficiéncia obtida nas separagfes por
MECC. A transferéncia de massa intracoluna é lenta e contribui para o
alargamento das bandas somente se existir um gradiente de velocidade radial no
capilar. Tais gradientes podem ser originados apenas por efeitos térmicos, ja que
a natureza do fluxo eletroosmotico, constancia do perfil radial da velocidade,

minimiza esta fonte de dispersao®.

3.6.5.
Parametros experimentais relacionados com a otimiza  ¢ao da
resolucao

A escolha de varios constituintes quimicos que devem estar presentes na
andlise por MECC influenciam na resolucdo da separagdo dos analitos. As
escolhas do surfactante e do modificador adicionado ao eletrélito de corrida sé&o
0S mais importantes parametros para aumentar a resolucdo. Outro parametro
que afeta a resolucdo é a temperatura®. Alguns parametros experimentais
estudados neste trabalho serdo discutidos mostrando a importancia de cada um

na resolucdo.

3.6.5.1.
Escolha da micela — Surfactante aniénico

Para a separacdo de analitos neutros, a micela usada em MECC deve ser
ibnica. O que mais se utiliza sdo surfactantes ibnicos ou mistura de surfactantes
ibnicos e nao ibnicos. Os grupos hidrofébicos e hidrofilicos presentes na
molécula dos surfactantes tém influencia direta na seletividade em MECC. O
surfactante mais comum em MECC é o SDS, que foi utilizado neste trabalho. A
micela de SDS é muito utilizada por ter formato esférico, com os grupos polares
ficando na parte externa da micela e os grupos alquila constituindo o nudcleo
hidrofébico. Quando um analito é incorporado na micela, trés tipos de interacbes

sdo possiveis: (i) o analito € adsorvido na superficie da micela por interacédo
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eletrostatica ou de dipolo; (ii) o analito comporta-se como um co-surfactante por
particdo na formacdo da micela; ou (iii) o analito € incorporado dentro do nucleo
da micela. O efeito da estrutura molecular do surfactante na seletividade da
separacao pode deferir de acordo com o tipo de interacdo envolvida. O grupo
hidrofilico, ou ibnico, € geralmente mais importante na determinacdo da
seletividade que o grupo hidrofébico, mais analitos interagem com a superficie
da micela. A diferenca de seletividade em MECC entre varios surfactantes
anibnicos é primariamente devido a interagBes de hidrogénio e um pouco de

interacdes dipolar®®.

3.6.5.2.
Concentracao e pH da solucéo tampéao

Em geral, a concentracdo do tampao, na qual a fase pseudo-estacionaria é
dissolvida ndo tem influéncia significativa na resolucdo, no entanto, o pH do
tampdo é um importante fator na manipulacdo da resolu¢cdo de analitos
ionizaveis. Um analito ionizado com a mesma carga da micela poderd ser
incorporado dentro da micela de forma menos intensa do que um analito ndo
ionizado. O fator de retencao de um &cido € a média dada pelo fator de retengéo
de sua forma néo dissociada com o fator de retencdo de sua forma dissociada.
Assim, o coeficiente de distribuicdo, tempo de migracéo e resolucdo podem ser
alterados por mudangcas no pH para analitos ionizdveis. Se a amostra
compreende somente analitos neutros, o pH do tampdao tera pouco efeito na
seletividade. A consideracdo que deve ser feita é selecionar um pH onde as
moléculas de surfactantes estejam ionizadas (as micelas irdo migrar em uma
taxa diferente a do EOF) e que o EOF seja suficiente. O pH ira influenciar no
tempo de migracdo das micelas e precisa ser otimizado para verificar a influéncia

no tamanho da janela de migrag&o*®°.

3.6.5.3.
Temperatura

O coeficiente de distribuicdo é dependente da temperatura, e seu aumento
causa a reducdo do tempo de migracdo, pois o coeficiente de distribuicdo é
diminuido. O aumento da temperatura também resulta em aumento da

velocidade do EOF e das micelas ha mesma proporcdo devido a reducdo da
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viscosidade do eletrélito de separacdo. Existe também a dependéncia do
coeficiente de distribuicdo (particdo) dos solutos em fungdo da temperatura.
Consequentemente, a temperatura pode afetar a resolucdo. Embora, se a
temperatura ndo tem um impacto significativo na seletividade e resolucdo tem

forte efeito no tempo de migracdo. No entanto é importante manter a

temperatura sempre constante para reprodutibilidade dos resultados®.

3.6.5.4.
Adicao de aditivos na fase aquosa

Véarios modificadores de fase mdvel utilizados para cromatografia liquida
sdo aplicados a MECC. Entre os aditivos mais utilizados temos solventes
organicos, ciclodextrinas (CDs), reagente ion-par e uréia®®. Nesse trabalho foi
adicionado ao eletrdlito de trabalho apenas solvente organico.

Solventes organicos misciveis em agua como metanol (MeOH) e
acetonitrila (ACN) podem ser utilizados em MECC. Estes solventes orgéanicos
reduzem o fator de retencdo e alteram a seletividade da separacdo. Quando
esses solventes sédo adicionados na solucdo do eletrdlito de trabalho alteram a
polaridade da fase aquosa do eletrélito causando um aumento na atracdo do
analito para essa fase. A alta concentragdo de solvente organico pode dividir a
estrutura da micela, assim, € recomendado que a fracdo de volume ndo exceda
20% da composicao. A adicdo de solvente organico na solugdo micelar reduz a
Veor €, desse modo, estende a janela de migracdo aumentando a resolugdo. Um

estudo para escolher a porcentagem de solvente deve ser realizado®®*®.
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3.7.
Resultados e Discussao

3.7.1.
Composigdo do eletrdlito

O primeiro estudo foi realizado com intuito de separar trés estrobilurinas
(azoxistrobina, picoxistrobina e piraclostrobina) utilizando o método MECC, uma
vez que os analitos s&o neutros em solugéo.

Em experimentos preliminares, usando 30 mmol L* de SDS e 20 mmol L™
tampéao borato (pH 8,5), observou-se que somente a interagéo analito-micela de
SDS néo era suficiente para que ocorresse a separacao de componentes (Figura
14). Essas condicdes iniciais foram escolhidas com base nos procedimentos
descritos na literatura para separacao de outras espécies neutras por CE. Como
a resolucdo pode ser melhorada pela adi¢cdo de outras substancias (aditivos) no
tampdo de analise, o solvente organico metanol foi testado, variando sua
proporcéo entre 5 e 20%, em volume. A separacdo efetiva dos analitos ocorreu
somente apos a adicdo de 20 % de metanol ao eletrdlito de trabalho (Figura 15).
Uma porcentagem maior de solvente foi evitada por causa do possivel efeito

deletério na formacéo das micelas®.
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Figura 14: Analise de uma mistura padrdo das estrobilurinas (1 x 10®° mol L'l) pelo
método MECC. Eletrélito de trabalho: 30 mmol L™ de SDS, tampéo borato 20 mmol LY,
pH 8,5, capilar de silica fundida de 50 cm x 75 pm d.i. (42,5 cm até o detector), os
analitos foram injetados hidrodindmicamente, com presséo de 50 mbar por 10 segundos.

O potencial aplicado (V) foi de 25 kV, temperatura (T) de 25°C e deteccdo em 200 nm.
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Figura 15: Separacdo das estrobilurinas em uma mistura padrdo (1 x 10° mol L™).
Eletrdlito de trabalho: 30 mmol L™ de SDS, tampao borato 20 mmol L™, pH 8,5, capilar de
50 cm x 75 um d.i., Injecdo por pressao (50 mbar) por 10 segundos, V=25 kV, T=25°C e
deteccdo em 200nm. Variacdo da porcentagem de metanol (a) 5, (b) 10, (c) 15 e (d) 20

%. 1) Azoxistrobina, 2) Picoxistrobina e 3) Piraclostrobina.

Verificadas as condi¢des iniciais de contorno da solugéo de eletrélito, um
estudo univariado dos parametros experimentais e instrumentais foi realizado
para otimizar a separacdo desses analitos. O tempo de analise, representado
pelo tempo de migragdo do ultimo pico, e a resolugdo entre os picos foram as
respostas avaliadas na escolha da condigéo experimental final.

O melhor pH do eletrdlito de trabalho foi determinado através de um estudo
com diferentes tamp8es em uma faixa de pH entre 6,00 e 10,0 usando variacdes
de uma unidade. Os tampdes utilizados foram: citrato (pH = 6,01), fosfato (pH =
6,02; 7,05; e 8,05) e borato (pH = 8,02; 9,08; 10,1). Os outros parametros foram
mantidos constantes, 30 mmol L™ de SDS e 20% de metanol. Como referéncia,
foi utilizado o resultado obtido no estudo preliminar. Esse estudo mostrou que o
melhor tampao realmente foi o borato nos pH 8,02 e 9,08. Na Tabela 1, esses

resultados sao resumidos.
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Tabela 1: Resumo do tempo de migragéo dos analitos na otimizagao do pH do eletrdlito.

Tempo de migracao (minutos)

Tampodes Citrato Fosfato Borato
pH 6,01 6,02 7,05 805 8,02 908 10,1
Analitos
Azoxistrobina X X 17,5 19,0 16,0 13,5 14,0
Picoxistrobina X X X X 16,5 14,0 15,5
Piraclostrobina X X X X 19,7 16,0 18,7

X = ndo apareceu o pico referente ao analito durante um tempo de analise de 30

minutos.

Um ajuste fino de pH foi feito para o tampao borato, agora com variacoes,
dentro da faixa entre 8,0 e 9,1, agora variando os valores de pH em intervalos
menores. A separacdo dos trés picos foi possivel em todos os pHs testados
dentro da faixa do tampao borato, mas um maior tempo de analise foi obtido com
pH = 8,06. Entre pH 8,52 e pH 9,08 foi possivel verificar que ndo houve diferenca
significativa entre os tempos de separacédo dos picos, assim como nos tempo de
analise (Figura 16). Assim, o pH em torno de 8,5 foi escolhido para os proximos
testes. E importante salientar que durante o estudo com diferentes valores de
pH, um condicionamento do capilar com solucdo eletrolitica em questdo foi

realizada antes da injecdo no sentido de estabilizar o sistema.
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Figura 16: Estudo da influéncia do pH na resolucdo e tempo de analise. Eletrélito de
trabalho: 30 mmol L-1 de SDS, tamp&o borato 20 mmol L%, capilar de 50 cm x 75 pm d.i.
Injecdo por pressdo por 10 segundos, V= 25kV, T= 25°C e deteccdo em 200 nm.
Variacdo do pH em (a) 8,06, (b) 8,52 (c) 9,08. 1) Azoxistrobina, 2) Picoxistrobina e 3)

Piraclostrobina.

A presenca de metanol no eletrélito de corrida mostrou ser importante na
separacdo dos picos, mas outro solvente organico foi testado, a acetonitrila
(ACN), para verificar qual seria a resposta em relacdo a resolucdo dos picos e
tempo de analise. A faixa percentual de acetonitrila adicionada na solucdo do
eletrdlito de trabalho foi igual a faixa utilizada para o teste do metanol (5 — 20%
v/v). A Figura 17a mostra que com 15% v/v de ACN na solucdo eletrolitica é
possivel a separacdo dos trés picos de interesse. Com o solvente ACN o tempo
de separacédo entre os picos do azoxistrobina e picoxistrobina foi maior e um
menor tempo de andlise foi obtido quando comparado ao resultado obtido com
metanol (Figura 17b). A adi¢do de solvente organico na solugéo eletrolitica altera
a janela de migragéo e a resolugdo entre os picos. A concentracao de 15% v/v
de ACN na solucdo do eletrélito de trabalho foi a quantidade de modificador

organico presente nos proximos testes.
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Figura 17: Comparacao entre MeOH e ACN como modificador. Figura A: (a) 5, (b) 10, (c)
15 e (d) 20 % de ACN. Figura B: (a) 15% de ACN e (b) 20% de MeOH. Eletrdlito de
trabalho: 30 mmol L-1 de SDS, tamp&o borato 20 mmol L™, pH 8,5, capilar de 50 cm x 75
pum d.i., V= 25 kV, T = 25°C e deteccdo em 200 nm injecdo por 10 segundos. 1)

Azoxistrobina, 2) Picoxistrobina e 3) Piraclostrobina.

Em outro experimento, avaliou-se a influéncia da concentra¢éo do tampao
borato no eletrolito de trabalho. O resultado obtido mostra que a concentragéo do
tampd&o nédo tem grande influéncia na resolu¢do dos picos e também no tempo
de andlise. A concentracdo de 40 mmol L™ de borato foi escolhida para os
préximos testes apenas por ter apresentado uma pequena melhora no formato

dos picos (Figura 18).
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Figura 18: VariagGes na concentracdo do tamp&o. Eletrolito de trabalho: 30 mmol L de

SDS, pH 8,50, 15% v/v de ACN, capilar de 50 cm x 75 pm d.i., injec@o por 10 segundos,

V =25 kV, T = 25°C e deteccdo em 200 nm. Concentracdo de borato: (a) 10, (b) 20, (c)

30 (d) 40 e (e) 50 mmol L™.. 1) Azoxistrobina, 2) Picoxistrobina e 3) Piraclostrobina.

O efeito da concentracdo do surfactante (SDS) foi otimizado numa faixa
entre 10-50 mmol L™ (faixa de concentracdo acima da CMC — 8,2 mmol L™ - do
surfactante em agua). O aumento da concentracdo de surfactante aumentou a
janela de migracdo, melhorou a resolucdo e alterou a eficiéncia dos picos. Um
aumento na concentracdo de SDS na solucao eletrolitica provocou um aumento
significativo no tempo de migracdo e um alargamento dos picos, diminuindo a
eficiéncia da separacdo. Com uma concentracdo de 50 mmol L™, o tempo total
da andlise foi de aproximadamente 30 minutos, j& com a concentracdo de 30
mmol L™ a andlise teve um tempo total de aproximadamente 17 minutos, uma
reducdo de 13 minutos, o que é mais viavel para uma andlise de rotina. Com a
concentracdo de 30 mmol L*, a eficiéncia dos picos foi melhor (Figura 19). Um
dos efeitos de alargamento dos picos com o aumento da concentracdo de SDS
esta relacionado com o efeito de transferéncia de massa intermicelar do soluto,
esse processo € lento e em concentragfes maiores de surfactante a distancia
entre as micelas é ainda menor o que dificulta a eluicdo do soluto pelo capilar®®.

A concentracdo de 30 mmol L™ de SDS foi escolhida para os proximos testes.
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Figura 19: Variagcdes na concentracdo do surfactante (SDS). Eletrdlito de trabalho: 40
mmol L™ de borato, pH 8,50, 15% v/v de ACN, capilar de 50 cm x 75 pm d.i., injecéo por
10 segundos, V = 25 kV, T = 25°C e deteccao em 200 nm. Concentracfes de SDS (a)
10, (b) 20, (c) 30 (d) 40 e (e) 50 mmol L™ 1) Azoxistrobina, 2) Picoxistrobina e 3)

Piraclostrobina.

Os parametros instrumentais como temperatura, diferenca de potencial e
tempo de injecdo da amostra também foram otimizados. A forca do campo
elétrico é diretamente proporcional a diferenca de potencial aplicada (Equagéo 2)
e EOF é diretamente proporcional a forca do campo elétrico, sendo assim um
aumento do potencial aplicado ira proporcionar maior intensidade do EOF e
menor tempo de migracdo dos analitos, porém reduzindo a resolucdo entre os
picos devido a diminuicdo da janela de deteccdo. A variacdo do potencial foi
realizada entre os valores de 10 e 30 kV. A Figura 20 mostra que com 0 aumento
da voltagem ocorreu realmente diminuicdo do tempo de migracéo do ultimo pico,
mas também uma pequena reducéo entre os tempos de migracdo. Um potencial
de 25 kV foi tomado como 6timo para os demais testes devido ao tempo de
analise ser menor em relacdo a voltagem de 20 kV e melhor resolugdo quando
comparada a 30 kV. A voltagem de 30 kV é a limite do equipamento, e 0 uso
continuo de altas voltagens pode afetar os constituintes do eletrolito e analitos na

solugao.
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Figura 20: Variacdes no potencial aplicado. Eletrdlito de trabalho: 40 mmol L™ de borato,
30 mmol L™ de SDS, pH 8,50, 15% v/v de ACN, capilar de 50 cm x 75 um d.i., injecdo por
10 segundos, V = 25 kV, T = 25°C e deteccdo em 200 nm. Potenciais aplicados: (a) 10,
(b) 20, (c) 25 e (d) 30 kV. 1) Azoxistrobina, 2) Picoxistrobina e 3) Piraclostrobina.

O proximo parametro avaliado foi a temperatura, que deve ser mantida
constante durante a analise. O aumento da temperatura leva a reducdo da
viscosidade do tampé&o, com isso a velocidade do EOF e das micelas aumentam
na mesma proporcao. O tempo de migracdo dos picos ser4 menor, mas pode
afetar também a resolucéo. O estudo foi realizado na faixa entre 10 e 40°C. Os
picos dos trés analitos apareceram em todas as temperaturas estudadas, mas
com temperatura de 40°C foi possivel observar uma pequena deformidade nos
mesmos. A temperatura de 25°C foi escolhida para o trabalho, por causa da
separacao entre 0s picos e também para garantir a estabilidade dos compostos

em solucéo (Figura 21).
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Figura 21: Variacdes na temperatura de andlise. Eletrdlito de trabalho: 40 mmol L™ de
borato, 30 mmol L™ de SDS, pH 8,50, 15% v/v de ACN, capilar de 50 cm x 75 pm d.i.,
injecdo por 10 segundos, V = 25 kV, T = 25°C e detec¢do em 200 nm. Temperaturas
estudadas: (a) 10, (b) 20, (c) 25 e (d) 30 e (d) 40 °C. 1) Azoxistrobina, 2) Picoxistrobina e

3) Piraclostrobina.

O volume de amostra dentro do capilar € um fator critico em CE. Um
grande volume de amostra pode ampliar a largura dos picos e impedir a
homogeneidade do campo elétrico ao longo do capilar*’. O volume de amostra
injetado depende, entre outros fatores, do tempo de injecdo. Foi realizado um
estudo para verificar o maximo de tempo que a amostra poderia ser injetada sem
prejudicar a eficiéncia dos picos. O teste foi feito dentro da faixa entre 5 e 20 s.
Apesar da area dos picos serem maiores com 20 s de inje¢do o tempo de 15 s
foi escolhido como ideal para 0 método devido a melhor eficiéncia dos picos
(Figura 22).
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Figura 22: Variagdes no tempo de injecdo. Eletrélito de trabalho: 40 mmol L™ de borato,
30 mmol L™ de SDS, pH 8,50, 15% v/v de ACN, capilar de 50 cm x 75 pm d.i., injec&o por
10 segundos, V = 25 kV, T = 25°C e deteccdo em 200 nm. Os tempos de injecdo
variaram em: (a) 5, (b) 7, (c) 10 e (d) 12, (e) 15 e (f) 20 segundos. 1) Azoxistrobina, 2)

Picoxistrobina e 3) Piraclostrobina.

Assim sendo, as condi¢cbes de trabalho foram estabelecidas e sé&o
resumidas na Tabela 2. Vale lembrar que essas condicbes sdo aquelas que
serdo utilizadas nos trabalhos sem pré-concentracdo no capilar. Quando se
utiliza a pré-concentracdo em linha pequenos ajustes de condicdo devem ser

realizados.
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Tabela 2: Resumo das condi¢6es 6timas de trabalho.

Parametros Condicao 6tima
Tampéo 40 mmol L™ de Borato
Surfactante 30 mmol L™ de SDS
Modificador orgéncico 15% v/v de ACN
pH 8,50
Potencial 25 kV
Temperatura 25°C
Presséo injecéo 50 mbar
Tempo de injecéo 15 segundos
Tamanho capilar 50 cm comprimento total (42,5 cm até o detector)
Diametro interno do capilar 75 pm

A Tabela 3 apresenta os valores médios de tempos de migracéo, simetria
e resolucao obtidos com as condi¢des escolhidas. Picos simétricos sdo obtidos
gquando a mobilidade dos analitos dentro do capilar é préxima a mobilidade do
tampdo. Outro fator que influencia na simetria é a concentracdo do tampao, se a
concentracdo dos analitos é alta em relacdo aos ions do tampdo o campo
elétrico no capilar pode ser distorcido o que leva a picos irregulares. Para obter
melhores resolucdo e formato do pico, a concentracdo do tampao deve se
aproximadamente 100 vezes maior que a concentracdo de analito injetada®. Na
Tabela 3 os valores de simetria dos picos ficaram em torno de um valor ideal
(1,0), o que indica um bom resultado ao longo das andlises. A resolucéao foi
calculada pela Equacdo 14, onde utilizou o critério da largura do pico a meia

altura®’.

(t; )

R=1,1764 - =
Wiz) + Woiy2)

(15)

onde: t; e t, sdo os tempos de migragao dos analitos 1 e 2, Wy € W 112 S80 as
larguras dos picos 1 e 2 calculadas a meia altura e 1,176 é o fator de

multiplicacéo.
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A resolucdo entre os picos referentes a azoxistrobina e picoxistrobina foi
de 6,07 e entre os picos do picoxistrobina e piraclostrobina a resolucdo foi de
7,32, esses valores indicam uma resolucédo excelente entre os picos, pois o valor

considerado como 6timo é igual a 1,5

Tabela 3: Valores médios do tempo de migragéo e simetria dos analitos na condi¢ao

otima.
Tempo de migragéo Resolucéo
Analitos Simetria
(minutos) le?2 2e3
1 10,5+0,4 1,05 + 0,09 6,07 £ 0,43 7,32 £0,43
2 11,4+04 1,15+ 0,10
3 129+0,5 1,03+0,11

Analitos: (1) Azoxistrobina; (2) Picoxistrobina e (3) Piraclostrobina. Resolucéo: 1
e 2 = resolucdo entre azoxistrobina e picoxistrobina; 2 e 3 = resolucdo entre

picoxistrobina e piraclostrobina.

Depois de estabelecidas as condi¢Ges de trabalho, foi feito um estudo para
otimizar as condicbes de condicionamento e pré-condicionamento do capilar no
inicio de cada dia e entre corridas para que um nimero maximo de andlises
sucessivas fosse realizado. Esses condicionamentos sdo fundamentais para se
garantir a reproducdo dos resultados e a capacidade do sistema em obter a
separacao de componentes. De fato, um dos problemas mais criticos da CE vem
da falta de manutencdo das condicbes de separacdo por periodos de tempo
mais longos. A principal causa disso sdo as mudancas na dupla camada do
capilar, alteracBes na solucdo causada pela aplicacdo de potencial elevado,
entupimentos, criagdo de bolhas dentro do capilar. Testes foram realizados
através da realizacdo de eletroferogramas sucessivos de uma mesma amostra.
O resultado foi avaliado como repetitividade das areas dos picos e dos tempos
de migracdo. Pequenos ajustes foram feitos, como por exemplo, alteracédo dos
tempos de condicionamento do capilar com NaOH (1 mol L™) e eletrdlito de
trabalho, como também a substituicdo dos vials contendo a solugéo eletrolitica
utilizada na aplicacao do potencial. O potencial aplicado varias vezes ha mesma
solucdo pode alterar a composi¢cado quimica dos constituintes do eletrélito. Os
resultados mostraram que no inicio de cada dia o capilar deve passar por um

sistema de condicionamento com as seguintes etapas: (ii) passagem de uma
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solucdo de NaOH 1 mol L™ por 10 min, a solugéo é mantida dentro do capilar por
2 min; (ii) injecdo de &gua no capilar por 10 min; (iii) injecdo de solucao
eletrolitica por 2 min. Entre cada corrida, um pré-condicionamento do capilar foi
necessario com as seguintes etapas: (i) inje¢cdo de agua por 1 min; (ii) injecéo de
ACN por 0,3 min; (iii) injecdo de agua por 1 min; (iv) injecdo de NaOH (1 mol L™
por 1 min e (v) injecdo de solugéo eletrolitica por 2 min. Com tal procedimento
aplicado entre corridas, foi possivel realizar um total de oito eletroferogramas
consecutivos com desvio padrdo relativo percentual de aproximadamente 8%
para as areas dos picos e 5% para os tempos de migracdo. Depois das oito
analises, foi necessario trocar os vials com as solugdes eletroliticas. No final do
dia o capilar passou por um procedimento de limpeza com i) 5 mim com agua
ultrapurificada; ii) 5 min com NaOH 1 mol L™ e iii) 5 mim com solucdo agua
ultrapurificada:ACN 50:50% v/v, o capilar foi mantido com as extremidades

imersas nesta solucdo para evitar entupimento entre dias de analise.

3.7.2.
Cela de caminho 6ptico alongado

A absorvancia das estribulirinas foi medida em 200 nm, como mostrado
nos espectros de absorcéo dessas substancias (Figura 23) o relativo fraco sinal
analitico das estribulirinas estimulou a busca de abordagens para o aumento da
sensilibidade. Com esse aumento de sinal a resposta de uma sensibilidade
maior para o0 método seria alcancada, evitando a aplicacdo de método de pré-

concetracao off-line, o que muitas vezes € demorado, podendo, ao longo do
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processo, provocar interferéncias. Em busca do aumento da sensibilidade, o uso

da cela de caminho 6ptico alongado foi testado.
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Figura 23: Espectro de absor¢céo dos compostos piraclostrobina (1) e picoxistrobina (2).
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Os testes com a cela de caminho 6ptico estendido indicaram realmente
gque a amplificacéo de sinal da ordem de dez vezes poderia ser alcancada, como
pode ser verificado na Figura 24, onde as solu¢des-padrdo contendo os analitos
estdo na mesma concentracdo (1 x 10®° mol L™). No entanto, o aumento do
tempo de migragéo para 40 min e a dificuldade do uso dessa cela impediu o seu
uso rotineiro nesse trabalho. O aumento do tempo de migracdo foi decorrente
tamanho do capilar do kit de alta sensibilidade (72 cm de comprimento até a
janela de deteccdo). Ja a dificuldade de uso esteve relacionada com a
montagem trabalhosa do aparato e a dificil adaptacdo da cela no capilar. Nesse
caso, as extremidades do capilar precisam ser perfeitamente ajustadas dentro da
cela para que a amostra passe pelo caminho éptico alongado. Esse ajuste

requer muito cuidado e trabalho para que a cela possa ser utilizada em anélise

de rotina.
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Figura 24: Diferenca entre o uso da capilar normal e capilar acoplado a cela de caminho
6ptico alongado; (a) eletroferograma da solucdo padrdo (1 x 10®° mol L™) analisada no
capilar normal e (b) eletrogerograma da mesma solugcédo padrdo em capilar acoplado a
cela de caminho éptico alongado. Eletrélito de trabalho: 40 mmol L™ de borato, 30 mmol
L™" de SDS, pH 8,50, 15% v/v de ACN, capilar de 50 cm x 75 pm d.i., injecdo por 15
segundos, V = 25 kV, T = 25°C e deteccdo em 200 nm. 1) Azoxistrobina, 2)

Picoxistrobina e 3) Piraclostrobina.
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3.7.3.
Pré-concentracdo da amostra em linha

O procedimento de pré-concentracdo de analito em linha, foi realizado
como indicado no trabalho de Pérez et al**. A pré-concentracdo NSM envolve a
utilizacdo de micelas carregadas negativamente, sendo o modo mais simples de
pré-concentragdo de amostra no capilar (on-line). A pré-concentracdo da
amostra no capilar envolveu a dissolugcdo dos analitos em uma matriz de baixa
condutividade em relagéo ao eletrdlito de corrida, permitindo que o processo de
acumulagdo em zona ocorra devido a diferenga de campo elétrico entre as zonas
de amostra e o tamp&o*.

A matriz de baixa condutividade onde os analitos foram dissolvidos foi
otimizada com proposito de obter maior sinal analitico dos pesticidas. Os testes
foram realizados dissolvendo a amostra em diferentes proporcdes de tampdao
borato e de agua ultrapurificada. O maior sinal analitico foi obtido com
preparacdo da amostra em tamp&o borato/agua ultrapurificada (40 mmol L™ pH
8,5) 50:50 % v/v. ApoGs a otimizacdo da matriz, o tempo de injecdo da solucao foi
otimizado e 0 maximo de tempo de injecdo que permitiu compromisso entre o
melhor formato dos picos e maior sinal foi com 75 s. Com esse procedimento, o
sinal analitico teve um aumento em &rea de aproximadamente 5 vezes em
relacdo ao padréo injetado em modo normal. O tempo de migracdo dos analitos

foi menor quando aplicado o modo de pré-concentra¢do em linha (Figura 25).
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Figura 25: Aplicacdo da pré-concentracdo em linha em solucdo padrao dos pesticidas;
(a) eletrogerograma de uma solucéo padrdo dos pesticidas (todos em 1 x 10®° mol L)
diluida em acetonitrila: agua ultrapurificada 6:94% v/v; (b) eletroferograma no modo pré-
concentracdo em linha da solugéo padrédo dos fungicidas picoxistrobina e piraclostrobina
(ambos na concentragéo 1 x 10" mol L'l) e padréo interno (azoxistrobina - 5 x 10°® mol L’
1). Eletrélito de trabalho: 40 mmol L™ de borato, 30 mmol L™ de SDS, pH 8,50, 15% v/v de
ACN, capilar de 50 cm x 75 um d.i., injecdo por pressao de acordo com o modo de
analise, V = 25 kV, T = 25°C e deteccao em 200 nm. 1) Azoxistrobina, 2) Picoxistrobina e

3) Piraclostrobina.

3.7.4.
Validacdo do método

Todo método analitico desenvolvido em um laboratério deve passar por
processo de validacdo para demonstrar que os resultados obtidos sao confiaveis
e adequados a qualidade pretendida. A validacdo de um método analitico é um
processo continuo que comeca no planejamento da estratégia analitica e
continua ao longo de todo o seu desenvolvimento e transferéncia. A ABNT, diz
que a validacdo é a comprovacdo, através do fornecimento de evidéncia
objetiva, de que o método atende 0s requisitos para uma aplicacdo ou uso
especifico®*%%2,

A orientacdo sobre validacdo de métodos de ensaios quimicos elaborada
pelo INMETRO sugere que, quando aplicavel, as seguintes caracteristicas de
desempenho sejam investigadas: especificidade e seletividade, linearidade, faixa

de trabalho e faixa linear de trabalho, sensibilidade, limite de deteccdo e
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quantificacéo, exatiddo e tendéncia, precisdo, robustez e incerteza de medic&o®.
Alguns parametros de validacdo para o método na determinac@o dos pesticidas
picoxistrobina e piraclostrobina serdo discutidos. A azoxistrobina foi utilizada

como padréo interno para se tentar a melhoria do desempenho do método.

3.7.4.1.
Linearidade

A linearidade de resposta para um método analitico é observada quando
seus resultados sao diretamente proporcionais as concentracbes do analito nas
amostras. A linearidade pode ser um comportamento natural do sistema ou pode
ser forcada por meio de padronizacdo interna, quando interferéncias de matriz
ou variacdes na resposta causadas por variacdes de condi¢cdes instrumentais de
analise sdo observadas. A resposta linear é representada como expressao
matematica usada para o calculo da concentracdo do analito a ser determinado
na amostra real e pode ser observada graficamente através da curva analitica.
Os parametros da curva (Equacéo 16) podem ser obtidos pela regressao linear
simples usando o método dos minimos quadrados (quando a variancia €

homogénea ao longo dos pontos amostrados - homoscedasticidade)® onde:

Y=aX+b (16)

z z

onde “Y” é a variavel de resposta; “X” é a concentracdo ou massa do analito; “a”
€ a inclinacdo ou sensibilidade da curva de calibracdo; “b"é a interseccdo com o
eixo y, quando x=0 e b € o erro aleatorio.

A padronizacdo interna consiste na adicdo nas amostras e nas solucdes-
padrdo de analito de quantidades conhecidas e constantes de uma substancia
denominada de padréo interno. Nesses casos, estabelece-se uma relacéo entre
a resposta dos analitos nas amostras e nos padrées, sendo a relacdo de
resposta mais comum a raz&o entre os sinais do analito e do padréo interno de
concentracdo conhecida. O método de padronizacdo interna € bastante util,
especialmente por compensar o efeito de pequenas mudancas em variaveis
experimentais, oscilagbes de condicdo instrumental e perdas em processos de
pré-concentracio®. Para que essa estratégia funcione, o padréo interno deve
ser uma substancia com propriedades fisicas e quimicas semelhantes aos dos

analitos de interesse, de modo a sofrer as mesmas variagbes de comportamento
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do analito. Devem também ser espécies quimicas que ndo deveriam ser
encontradas na amostra.** O uso de uma estrobilurina (azoxistrobina) como
padrdo interno de outras (picoxistrobina e piraclostrobina) é interessante do
ponto de vista do comportamento das espécies quimicas, mas pode ser
inconveniente do ponto de vista da auséncia nas amostras. Assume-se aqui que
as amostras para 0s quais esse método de padronizacdo interna for utilizado
deve ser necessariamente aquele onde a azoxistrobina € conhecidamente
ausente.

De um modo geral, a linearidade de um método € avaliada através do
coeficiente de determinacéo (R?). Entretanto, também é necessario avaliar a
homogeneidade das variaveis. Esta pode ser avaliada através de alguns testes
estatisticos, como por exemplo, os testes t de Student, a prova F de Fischer, o
intervalo de confianca do coeficiente angular e também pelo grafico de
residuos®. A linearidade dos compostos picoxistrobina e piraclostrobina foi

avaliada sem e com padronizacao interna.

3.74.1.1.
Linearidade da Picoxistrobina

Na construc¢do da curva analitica da picoxistrobina tanto com resposta néo
compensada como por resposta padronizada com padréo interno, as faixas
lineares ficou no intervalo entre 5,45 x 107 a 1,09 x 10 mol L. Quando do uso
da padronizagdo interna, a azoxistrobina foi adicionada as solu¢gfes-padrées na
concentracdio de 1,05 x 10° mol L™. A Figura 26 e a Figura 28 representam duas
curvas analiticas da picoxistrobina obtidas em dias diferentes, para a
padronizacéo interna e sem considerar o padrao interno, respectivamente. Cada

ponto da curva foi medido em triplicata.
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Figura 26: Curva analitica para picoxistrobina por padronizacao interna. S, = area do

analito e Sp = area padrao interno.
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Figura 27: Grafico de residuo da picoxistrobina por padronizacao interna.
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Tabela 4: Parametros das curvas analiticas da padronizacgao interna.

400 - /
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200 - / Y = (39,9 x 10°) x - 2,47
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Parametro Curva l Curva 2
Coeficiente angular (36,6 +0,6) x 10* (37,1+0,9) x 10*
Coeficiente linear (4,37 +1,03) x 1072 (4,97 +1,88) x 102
R? 0,998 0,998
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Figura 28 Curva analitica para picoxistrobina sem considerar o padrao interno.
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Figura 29: Grafico de residuos da curva analitica da picoxistrobina sem considerar

padréo interno.

Tabela 5: Parametros das curvas analiticas da padronizagcdo sem padrao interno.

Parametros Curva 1 Curva 2

Coeficiente angular (39,4 +1,57) x 10° (39,9+1,8) x 10°

Coeficiente linear -5,84+1,80 -2,47 +2,31
R? 0,994 0,998
R%aqi 0,992 0,993

Nos dois casos (com e sem padronizacéo interna), o comportamento linear
foi indicado pelo valor do coeficiente de determinacdo (R?) e pelo coeficiente de
determinacdo ajustado (Rzadj), superiores a 99% (Tabelas 4 e 5). Os desvios
padrdes dos coeficientes lineares indicaram que a faixa onde as curvas atingem
0 eixo da ordenada estd muito proxima do valor zero, indicando auséncia de erro
sistemético. Ja os desvios padrbes dos coeficientes angulares representam a
boa preciséo intermediéria (reprodutibilidade intralaboratorial) das medi¢gfes. No
caso dos gréficos de residuos (Figura 27 e 29), o padréo de distribuigdo para o
processo padronizado pode indicar falta de ajuste linear. Isso pode ser
facilmente visto na curva, onde o ponto de concentracdo 5 x 10° mol L™ (meio
da curva) esta acima da melhor reta da regressdo. No entanto, os coeficientes

apontam valores proximos da unidade, fazendo-se aceitavel assumir o risco de
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considerar a resposta como linear. Adicionalmente, na auséncia de padronizacao
interna, o grafico de residuos aponta a aleatoriedade dos desvios ao longo da
melhor reta, confirmando esta escolha pelo comportamento linear.

A adequacdo do modelo linear pode ser avaliada através do teste F de
Snedecor—Fisher. Este teste € baseado no principio da ANOVA, onde a média
quadratica da regresséo (MQ.g) € dividida pela meédia quadratica do residuo
(MQ.es), para seus respectivos graus de liberdade, conforme mostrado na

Equacéo 17.

F =MQ,,/MQ,. (17)

reg

O resultado encontrado € comparado com o da tabela F, considerando
seus graus de liberdade (gl). Um valor estatisticamente significativo (a = 0,05) da
razdo entre as meédias (F.ac> Feiico) rejeita-se a hipétese nula de ndo existéncia
de relacdo linear, ou seja, se aceita a equacdo da regressao linear. Os
resultados dos testes do picoxistrobina podem ser encontrados na Tabela 6.
Como o valor calculado (Fcac = 1944 e 839 na presenca de padrdo interno e Fey
= 529 e 606 por padronizacdo externa) foi muito superior ao valor critico (Fgitico=
10,3) podemos dizer que o modelo linear € estatisticamente valido.

O modelo linear também pode ser avaliado por meio do teste t de Student,
que trata como hipotese nula (Hy) a suposicdo de que a area do pico e a
concentracdo de analito ndo se relacionam linearmente. Em um nivel de
significancia de 5%, o valor calculado de t comprovaria ou rejeitaria esta
hipétese. Como mostrado na Tabela 6, os valores de t calculados (t = 44,1 e
29,0 para o picoxistrobina na padronizacdo interna e t = 23,0 e 24,6 para a
padronizacdo externa) sdo bastante superiores ao valor critico (toos4 = 2,776),
sendo a hipétese nula rejeitada, resultando em um modelo que relaciona
linearmente intensidade de sinal e concentragdo. Os valores de p s&o menores
do valor de a (significAncia) para o qual rejeitamos a hip6tese nula para ambos
0s casos. Se 0=0,05, entdo, para um valor p=0,05 ndo se rejeita Hy, caso
contrario, rejeita-se Hy. No caso deste estudo, p<0,05. Assim, temos que, no
nivel de 5% de significAncia, rejeita-se H,, resultando em um modelo que
relaciona linearmente a area do pico com a concentracao do analito. A partir dos
diversos testes estatisticos, pdde-se concluir que o método apresenta resposta

linear tanto para a padronizacdo interna quanto externa da picoxistrobina.
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Tabela 6: Valores da analise da varidncia (ANOVA) para picoxistrobina.

Padronizacgéao interna Curva l Curva 2
Fea 1944 839
teal 441 29,0
Peal 2,57 x 10° 9,04 x 10°
Padronizagéo externa
Fea 529 606
tea 23,0 24,6
Pca 1,80 x 10 1,47 x 10™

3.7.4.1.2.
Linearidade da Piraclostrobina

As curvas analiticas para a piraclostrobina foram construidas da mesma
forma anterior. A faixa linear ficou no intervalo entre 4,90 x 107 a 1,12 x 10” mol
L. O padrdo interno (azoxistrobina) foi adicionado as solucbes padrbes na
concentracédo de 1,05 x 10° mol L™. A Figura 30 e a Figura 32 representam duas
curvas analiticas do piraclostrobina obtidas em dias diferentes, usando ou nédo a

padronizacdo interna. Cada ponto da curva foi medido em triplicata.
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Figura 30: Curva analitica para piraclostrobina por padronizacao interna (S, = area do

analito, Sp, = area padréo interno).
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Figura 31: Grafico de residuos da curva analitica da piraclostrobina por padronizagao

interna.

Tabela 7: Pardmetros das curvas analiticas da padronizacao interna da piraclostrobina.

PUC-Rio - Certificacao Digital N° 0621159/CA

Parametros Curval Curva 2
Coeficiente angular (38,6 +1,0) x 10* (38,9 +0,6) x 10*
Coeficiente linear - 0,141 £ 0,032 (1,85 + 3,36) x 102
R? 0,994 0,998
R%aqi 0,992 0,998
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Figura 32: Curva analitica para piraclostrobina sem considerar o padrao interno.

Figura 33:

Residuos
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Grafico de residuos da piraclostrobina sem considerar o padrao interno.
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Tabela 8: Parametros das curvas analiticas da piraclostrobina sem considerar o

pdréo interno.

Parametros Curva l Curva 2
Coeficiente angular (39,4 £1,2) x 10° (39,7 £3,04) x 10°
Coeficiente linear -5,51 + 1,66 -18,3+4,4
R? 0,9996 0,9995
R 0,9995 0,9988

O comportamento linear para a piraclostrobina foi obtido, como indicado
pelos varios coeficientes (R?, R%g e gréfico de residuos), Tabela 7 e 8 e Figura
30 e 32 superiores a 99 % e pelos graficos de residuos. Os desvios padrdo dos
coeficientes lineares indicaram que a faixa onde as curvas atingem o eixo da
ordenada esta muito proxima do valor zero. Os desvios padrées dos coeficientes
angulares indicam que o método apresenta uma boa precisédo intermediaria das
medi¢Bes. Similarmente ao exposto para a picoxistronina, o grafico de residuos
(Figura 31) aponta um comportamento ndo linear, mas essa informacao foi
ignorada em funcéo de outros indicadores de linearidade, em especial, o grafico
de residuos quando da auséncia de padronizacdo interna (Figura 33).

Similarmente aos testes realizados para a picoxistrobina, a adequacgao do
modelo para piraclostrobina para ambos os casos foi avaliada pelos testes F e t
de Student, assim como pelos valores de P, que indicaram ser linear para os

dois casos estudados. A Tabela 9 apresenta os valores obtidos para F, t e P.

Tabela 9: Valores da analise da variancia (ANOVA) para piraclostrobina.

Padronizagéo interna Curva 1 Curva 2
Feal 471 1631
tea 21,7 40,4
Peal 2,14 x 10 3,34 x 10-5
Padronizagéo externa
Feal 9615 3377
tea 98,1 58,1

I::’cal 2,34E'6 1,12E-5
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3.7.4.2.
Detectabilidade

A sensibilidade € um parametro que demonstra a variacdo da resposta em
funcdo da concentracdo do analito, sendo representado pela inclinacdo das
curvas analiticas. Os limites de deteccdo e de quantificagdo sdo critérios de
avaliacdo de detectabilidade. O LD é a menor quantidade ou concentracdo do
analito presente em uma amostra que pode ser detectada, mas n&o
necessariamente quantificada, sob as condi¢cdes experimentais estabelecidas.
Existem varios critérios para a definicho do LD. No caso de métodos
instrumentais a estimativa do limite de deteccdo pode ser feita com base na
relacdo de trés vezes o ruido-sinal da linha de base, conforme demonstrado na
Equacdo 18, ou pela distribuicio de Student, Equacdo 19, ou ainda por

parametros da curva analitica (Equacao 20)°%°.

LD =x+3s, (18)

LD =x+ts,  (19)

LD=3x2 (20
a

onde “x” € a média dos valores dos brancos e “sy” € o desvio padrdo dos brancos
e “t” é a abcissa da distribuicdo de Student (dependente do tamanho da amostra
e do grau de confianca) e “a” € a inclinacao da curva analitica.

Nesse trabalho o critério utilizado para calcular o LD, foi através de
medi¢cBes realizadas com a amostra contendo a menor concentracdo de analito
que poderia ser distinguida do sinal de ruido da linha base. Esse método para se
obter s, foi adotado devido a dificuldade de medicdo de um sinal de branco (o
sinal do branco seria préximo a zero). O calculo foi realizado utilizando as
Equacbes 18 e 20.

O LQ é definido como a menor concentracdo do analito que pode ser
determinada com um nivel aceitdvel de exatidao e precisdo. O procedimento de
avaliacdo do LQ é semelhante a do LD, podendo ser estimado como sendo a
concentracao do analito correspondente ao valor da média do branco mais 5, 6
ou 10 vezes o desvio padrdo do branco (Equacao 21) ou por meio de parametros

58,59

da curva analitica>~~, conforme Equacao 22.

LQ=x+10s, (21)
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LQ = x+% (22)

A obtencéo dos limites de deteccédo e de quantificacao foi feita para os dois
analitos, picoxistrobina e piraclostrobina nas condicdes estabelecidas,
considerando a andlise de 10 solu¢Bes-padrdo com a menor concentracdo para
os dois analitos. A Tabela 10 apresenta os resultados de LD e LQ para a
picoxistrobina e piraclostrobina calculados pelos critérios indicados nas
Equacgbes 18, 19, 20,21 e 22.

Tabela 10: Parametros de mérito de sensibilidade para picoxistrobina e piraclostrobina

Parametro Analitos

Picoxistrobina (mol L)  Piraclostrobina (mol L)

LD
o+ 352) 2,52 x 107 3,62 x 107
X + 3Sy
LD 8 7
(3s/a) 6,84 x 10° 1,76 x 10°
Sp/a
L
Q 4,11 x 107 4,03 x 107
(x + 10sp)
L
Q 2,27 x 107 5,85 x 108
(10sp/a)

3.7.4.3.
Exatidao

3.7.4.3.1.
Comentario geral

Exatiddo do método é definida como sendo a concordancia entre o
resultado obtido por um ensaio e o valor de referéncia aceito como
convencionalmente verdadeiro. Os processos normalmente utilizados para
avaliar a exatiddo de um método sdo, entre outros: uso de materiais de
referéncia, participacdo em comparacfes interlaboratoriais e realizacdo de
ensaios de recuperacdo. Nesse trabalho a exatiddo foi avaliada por meio de

ensaios de recuperacdo com amostras fortificadas com os analitos™®.
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A recuperacgédo € definida como a propor¢do da quantidade de substancia
de interesse, presente ou adicionada na porcao analitica do material teste, que &
extraida e passivel de ser quantificada. As medi¢cdes de recuperacdo sao as
mais comuns devido a dificuldade em se obter CRM (Material de Referéncia
Certificado), e séo expressas em termos de porcentagem da quantidade medida
da substadncia em relacdo a quantidade adicionada na matriz (branco ou
placebo), em um determinado nimero de ensaios. Os intervalos aceitaveis de
recuperacao para analise de residuos geralmente estdo entre 70 e 120%, com
precisdo de até + 20%. Porém dependendo da complexidade analitica e da
amostra, este valor pode ser de 50 a 120%, com precisdo de até + 15%°*%,
Alguns valores de recuperacdo considerados adequados em fungcdo da

concentracao do analito sdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11: Recuperacéo do analito em funcdo da sua concentracao (adaptacédo da fonte

Brito, Junior e Polese®)

Concentracdo do analito  Intervalo de recuperaco aceito, %

> 10 % 98 - 102
>1% 97 - 103
>0,1% 95- 105

> 100 ug g'i 90 - 107
2100 ng g, 80 - 110
>10ng g 60 - 115
>1ngg” 40 - 120

Para os ensaios de recuperacdo, amostras em branco de urina e agua do
riacho foram fortificadas com os fungicidas de interesse picoxistrobina,
piraclostrobina (azoxistrobina com padréo interno) de modo que a concentracdo
final da solucdo ficasse proxima ao ponto médio das respectivas curvas
analiticas. Para as amostras de agua de riacho a andlise foi mais simples,
apenas enriquecimento dos pesticidas e diluicdo em solugdo otimizada no
procedimento de pré-concentracdo “on-line”. Porém, no caso da urina, a

complexidade da matriz forcou o ajuste em algumas condi¢des.

3.7.4.3.2.
Tratamento nas amostras de urina e agua do riacho

A primeira tentativa para viabilizar a analise da amostra de urina foi

realizada fazendo um ajuste de pH da amostra fortificada com as estrobilurinas.
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O pH foi ajustado para 7,0 pela adicdo de NaOH (1 mol L™) para forcar a
precipitacdo de proteinas. Posteriormente, a solugéo resultante foi centrifugada
por 20 min a 3000 rpm*°. Em seguida a soluc&o foi diluida em solug&o contendo
acetonitrilazagua ultrapurificada 6:94 % v/v, passada por filtros de PTFE (0,45
pm) e analisada por CE nas condic¢des otimizadas anteriormente.

Devido a presenca de picos interferentes no inicio do eletroferograma,
mesmo apos a diluicdo da amostra, foram realizados novos testes para limpeza
das amostras de urina antes de ser injetada no CE. Sulfato de aménio® foi
utilizado para teste de desproteinacdo da urina e um cartucho de silica foi usado
para se tentar a extracdo dos interferentes em fase sélida. Os procedimentos
nao apresentaram resultados satisfatérios. Os picos no inicio do eletroferograma
continuaram e no tratamento com sulfato de aménio os picos dos analitos nem

apareceram (Figura 34).
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Figura 34: Analise das estrobilurinas em amostra de urina enriquecidas (1 x 10° mol L™).
Eletrdlito de trabalho: 40 mmol L™ de borato, 30 mmol L™ de SDS, pH 8,50, 15% v/v de
ACN, capilar de 50 cm x 75 um d.i., injecdo por pressdo (pressdo 50 mbar, 15
segundos), V = 25 kV, T = 25°C e deteccdo em 200 nm. (a) Amostra apoés
desproteinacdo com sulfato de aménio; (b) desproteinagdo com ajsute de pH para 7,0 e
limpeza da amostra com coluna de silica e (c) amostra de urina apés desproteinacao

somente com ajuste de pH.

A urina fortificada foi entdo submetida a procedimentos de extracdo em
fase sélida com cartuchos de C18. Antes da passagem pelo cartucho C18, a

amostra foi apenas centrifugada por 20 min a 3000 rpm. Varios eluentes foram



PUC-Rio - Certificacao Digital N° 0621159/CA

107

testados, diclorometano, acetona e acetonitrila. No caso do uso dos solventes
diclorometano e acetona, apoés diluicdo, estes foram evaporados sob fluxo de
nitrogénio, para que o residuo fosse entdo retomado com solugdo contendo
acetonitrila:agua ultrapurificada 6:94 % v/v. Com a acetonitrila como eluente, ndo
foi preciso fazer a evaporacao do solvente, sendo a solucao eluida (1 ou 1,5 mL)
e diluida com agua (volume final de 10 mL).

As extracbes com o0s solventes diclorometano e acetona ndo foram
eficientes, com valores de sinal aproximadamente 50% do esperado para as
picoxistrobina e piraclostrobina. Melhores resultados foram obtidos com elui¢do

dos analitos com 1 mL de acetonitrila (Figura 35).
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Figura 35: Analise das estrobilurinas em solugéo padrao (1 x 10" mol L'l). Eletrolito de
trabalho: 40 mmol L™ de borato, 30 mmol L™ de SDS, pH 8,50, 15% v/v de ACN, capilar
de 50 cm x 75 um d.i., injecdo por presséo (pressado 50 mbar, 15 segundos), V =25kV, T
= 25°C e deteccdo em 200 nm. Eletroferogramas de solucdes padrdo apds passar por
cartucho de extracéo C18 e eluido com (a) 1 ml e (b) 1,5 mL de ACN. 1) Azoxistrobina,

2) Picoxistrobina e 3)Piraclostrobina.

Apesar das perdas observadas para a picoxistrobina e piraclostrobina apos
extracdo em C-18, o ruido da matriz no eletroferograma foi minimizado. Assim,
como a azoxistrobina sofreu perdas similares ao longo do pré-tratamento,
decidiu-se que o procedimento de passagem de amostra em C-18 com retomada
em acetonitrila era 0 mais adequado, sendo obrigatoriamente necessario o uso
da padronizacdo interna. O procedimento para extracdo dos pesticidas com
cartucho C-18 foi entdo realizado com as seguintes etapas: i) condicionamento

do cartucho com 2 mL de ACN e 2 mL de &gua ultrapurificada; ii) 10 mL de
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amostra foi em seguida adicionado; iii) 10 mL de agua ultrapurificada foi utilizado
para remogdo de impurezas da urina retidas no cartucho e iv) eluicdo dos
analitos com 1mL de ACN para bal&o volumétrico de 10 mL. A Figura 36 mostra
o eletroferograma de uma amostra de urina e seu respectivo branco analisados
apos passarem pelo processo de extracdo e volume ajustado com agua

ultrapurificada.
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Figura 36: Comparacdo entre solugdo padrdo e amostra de urina. Eletrélito de trabalho:
40 mmol L™ de borato, 30 mmol L™ de SDS, pH 8,50, 15% v/v de ACN, capilar de 50 cm
X 75 pm d.i., os analitos foram injetados por pressao (pressédo 50 mbar, 15 segundos), V
=25 kV, T = 25°C e deteccdo em 200 nm. (a) eletroferograma da solucdo padrdo; (b)
eletroferograma da amostra de urina apés passar por extragcdo em cartuchos C-18
(eluicdo com 1,0 mL de acetonitrila) e (c) branco da urina apés o mesmo tratamento da

amostra. 1) Azoxistrobina, 2) Picoxistrobina e 3) Piraclsotrobina.

Para as amostras de agua de riacho, os eletroferogramas foram obtidos

sem dificuldade, sendo alguns indicados na Figura 37.
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Figura 37: Analise das estrobilurinas em amostras de agua do riacho enriquecidas com
os fungicidas e solucdo padrdo (1 x 10®° mol L'l). Eletrélito de trabalho: 40 mmol L™ de
borato, 30 mmol L™ de SDS, pH 8,50, 15% v/v de ACN, capilar de 50 cm x 75 pum d.i., 0s
analitos foram injetados por presséo (50 mbar, 15 segundos), V = 25 kV, T = 25°C e
deteccdo em 200 nm. (a) eletroferograma da solucdo padrdo e (b) eletroferograma da
amostra de agua do riacho fortificada. 1) Azoxistrobina, 2) Picoxistrobina e 3)

Piraclostrobina.

Depois destes testes um estudo foi realizado para avaliar o procedimento
de pré-concentracdo na amostra de urina e agua de riacho. Essas amostras e 0s
padrbes dos pesticidas passaram a ser diluidos todos na solucdo de agua
ultrapurificada: tamp&o borato (40 mmol L™ pH = 8,5) 50:50% v/v e injetados no
capilar por 75 segundos (condicBes otimizadas no processo de pré-concentracdo
“on-line”). Quando aplicada as condicBes de pré-concentracdo “on-line” nas
amostras o pico referente ao analito piraclostrobina (terceiro pico) apresentou um
alargamento (diminuiu sua eficiéncia), mas esse efeito ndo prejudicou a

separagao entre 0s picos.
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Figura 38: Aplicacdo da pré-concentracdo em linha em amostra de urina (a) e agua do
riacho (b) enriquecidas com os fungicidas. Eletrélito de trabalho: 40 mmol L™ de borato,
30 mmol L™ de SDS, pH 8,50, 15% v/v de ACN, capilar de 50 cm x 75 pm d.i., os analitos
foram injetados por pressédo (pressdo 50 mbar) por 75 segundos, V = 25 kV, T = 25°C e

deteccdo em 200 nm. 1) Azoxistrobina, 2) Picoxistrobina e 3) Piraclostrobina.

3.7.4.3.3.
Resultados da recuperacao

As recuperagfes nas amostras de urina e agua de riacho foi avaliada
segundo os procedimentos descritos acima, incluindo a pré-concentracdo “on-
line”. Os resultados de recuperacdo, Tabela 12, foram expressos como
recuperacao analitica (valor medido é a média de dez replicatas, dividido pelo
valor esperado) em percentual.

Os valores das recuperacdes para a determinacdo do picoxistrobina em
ambas as amostras, ficaram dentro do intervalo esperado (Tabela 11), j& que o
valor da concentracdo do analito na solucdo final das amostras foi
aproximadamente igual a 3,42 x 10° mol L™ (1,26 mg L™ > 100 pg g*). J& para o
analito piraclostrobina as recuperacao analiticas apresentaram valores diferentes
entre a amostra de agua de riacho e urina. Para as amostras de agua de riacho
as recuperacodes ficaram dentro do intervalo esperado (Tabela 11). Nas amostras
a concentracao final do piraclostrobina foi aproximadamente igual a 2,78 x 10°®
mol L™* (1,08 mg L™ > 100 pg™), entdo para a urina o valor de recuperacgéo

encontrado ficou abaixo do valor esperado segundo a Tabela 11, mas



PUC-Rio - Certificacao Digital N° 0621159/CA

111

considerando a complexidade analitica da amostra um intervalo entre 50 a 120%

com precisdo de até + 15% é aceito para anélise de residuo®.

Tabela 12: Recuperacao dos pesticidas em diferentes amostras.

Amostras
Analito Urina Agua Riacho
Picoxistrobina 109 = 9% 102 £ 9%
Piraclostrobina 74,5 + 3,6% 93,7 £9,8%

3.7.4.4.
Precisao

Precisdo é um termo geral para avaliar a dispersao de resultados entre
ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras
semelhantes ou padrdes, em condicbes definidas. Ela é normalmente
determinada para circunstancias especificas de medicdo e as duas formas mais
comuns de expressa-las sdo por meio da repetitividade e a reprodutibilidade,
sendo usualmente expressas pelo desvio-padr&o e desvio padréo relativo®®.

Repetitividade é o grau de concordancia entre os resultados de medi¢des
sucessivas de um mesmo mensurando, efetuadas sob as mesmas condi¢Bes de
medi¢do, chamadas de condicGes de repetitividade (mesmo procedimento de
medicdo, mesmo analista, mesmo instrumento usado sob mesmas condi¢fes,
mesmo local e repeticdes em curto espaco de tempo)™.

A repetitividade de sinal e de tempo de migracdo para o picoxistrobina e
piraclostrobina foi calculada pelo desvio padréo relativo (%RSD)*, indicado na
Equacédo 23. Para o tempo de migracdo dos analitos e para as areas de pico, 0s
valores foram obtidos em relagdo ao padrdo interno. Foram realizadas sete

medicdes em trés niveis de concentracgéo.

RSD(%)=— X x100
- (23)

medicao

onde “s,” € a estimativa do desvio padrdo “Mmedczor € @ média das

determinagoes.

Reprodutibilidade € o grau de concordancia entre os resultados das

medi¢cbes de um mesmo mensurando, efetuadas sob condi¢bes variadas de
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medi¢do. Embora a reprodutibilidade ndo seja um componente de validacdo de
método executado por um uUnico laboratério, € considerada importante quando
um laboratério busca a verificagdo do desempenho dos seus métodos em
relagdo aos dados de validagcdo obtidos por meio de comparagao
interlaboratorial. Precisédo sob condi¢des de reprodutibilidade, por exemplo, onde
resultados dos ensaios sdo obtidos com o mesmo método, variando-se
laboratérios, operadores ou equipamentos € denominada precisdo intermediaria
ou reprodutibilidade interna®®.

Neste trabalho foi calculada a precisdo intermediaria, as medidas foram
avaliadas em diferentes dias para trés niveis de concentracdo, para cada nivel
foi realizada quatro medidas. Uma vez escolhida a fonte de variacdo, as
estimativas das variancias (dentro e entre os grupos) foram obtidas através da
analise de variancia (ANOVA), no programa Excel (Microsoft Office). A
reprodutibilidade é calculada pelo desvio padrao relativo (%RSD) com os valores
de MQenre que é a soma dos minimos quadrados entre dias € MQgentro qUE € a
soma dos minimos quadrados de cada dia conforme mostrado nas Equacdes 24
e 25%.

Sgntre = (MQentre - MQdentro)/ n (24)

RSDV6 = —""_ %100 (25)

entre

3.7.4.5.
Precisao do tempo de migracéo dos analitos picoxist robina e
piraclostrobina

A repetitividade e reprodutibilidade interna para o tempo de migracdo dos
pesticidas foram avaliadas de duas formas, com e sem considerar o padrdo
interno.

A repetitividade do tempo de migracdo para a picoxistrobina e
piraclostrobina sem considerar o comportamento do padrdo interno
apresentaram variacoes entre 1 a 3% e 1 a 4%, respectivamente (Tabela 13),
esses valores sdo muitos bons para a técnica de CE. Por outro lado, quando o
padréo interno foi levado em consideracdo, os resultados mostraram que a
repetitividade desses valores teve uma maior variacdo para ambos analitos,

ficando entre 3 a 6% e 2 a 13% para a picoxistrobina e piraclostrobina,
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respectivamente. Surpreendentemente, melhores resultados foram obtidos sem
se considerar o tempo de migracdo do padrdo interno. Provavelmente, o tempo
de migracao da azoxistrobina esté sofrendo maior efeito da variagédo instrumental
que os tempos do picoxistrobina e piraclostrobina. No entanto,
independentemente disso, e considerando o grande numero de variaveis
envolvidas na técnica os valores obtidos sem considerar ou considerando o
padréo interno sdo satisfatorios para todos os niveis de concentracdo, presentes
no estudo, da picoxistrobina e para os niveis 2 e 3 da piraclostrobina. A variacao
maior da repetitividade (13%) foi observada para o menor nivel de concentracdo
da piraclostrobina.

Os resultados obtidos para a reprodutibilidade interna do tempo de
migracdo da picoxistrobina (Tabela 13) mostraram que se for considerado o
comportamento do padrdo interno, os valores variaram entre 2 a 12%, sendo a
maior variacdo referente ao nivel de concentracdo mais alto do estudo (nivel 3).
Uma variacdo percentual bem mais satisfatéria para este nivel de concentracdo
pode ser observada sem o uso do padréo interno.

Para a piraclostrobina os resultados obtidos para a reprodutibilidade
interna (Tabela 13), mostraram que ao se considerar o padr&o interno os valores
variaram entre 0,2 a 12%, sendo a maior variacdo referente ao nivel 1 que
também teve maior variagcdo na repetitividade. O uso do padréo interno no tempo
de migracdo da piraclostrobina provou uma menor variagdo nos valores da
reprodutibilidade interna para os niveis 2 e 3 quando comparada aos resultados
obtido sem a presenca do padréo interno. Esse resultado mostrou que o padréo
interno é mais eficiente no caso da piraclostrobina, corrigindo as variagcdes do
tempo de migracdo entre dias de andlise. Outra observacao interessante € que,
para alguns casos, a reprodutibilidade interna apresentou valores menores ou

muito proximos dos valores da repetitividade.
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Tabela 13: Pardmetros da precisdo dos tempos de migrac&o do picoxistrobina e

piraclostrobina.

Repetitividade (%) Reprodutibilidade interna (%)
Analitos
Sem P. I. ComP. I SemP. I. ComP. I

Picoxistrobina

1 3 6 5 4

2 1 3 1 2

3 3 6 2 12
Piraclostrobina

1 4 13 2 12

2 1 6 0,2 0,2

3 4 2 5 0,2

Niveis de concentraco: (1) = 5,15 x 10" mol L™; (2) = 2,06 x 10° mol L™;
(3) = 1,03 x 10° mol L™*; P.1. = padrdo interno.

3.7.4.6.
Precisdo da area do picoxistrobina e piraclostrobin a

A repetitividade do sinal em funcdo da area de pico da picoxistrobina foi
avaliada considerando a padronizacdo interna sendo que os valores ficaram
entre 3 e 5% (Tabela 14). Esses resultados foram piores do que o obtido sem
considerar o padréo interno (2 a 3%) como indicado na Tabela 14. Tal fato indica
que o picoxistrobina pode ser determinado com boa repetitividade sem a
presenca desse padrdo interno. Nos dois casos uma melhor repetitividade foi
obtida para o nivel de concentracdo intermediério, 0 que representa o ponto
médio da curva analitica onde a incerteza nas medi¢8es é menor.

A repetitividade da raz8o das &reas da piraclostrobina na padronizacdo
interna apresentou valores proximos a repetitividade quando o padréo interno
néo foi considerado, o uso do padréo interno nesse caso ndo alterou a precisdo
das medidas de repetitividade, Tabela 14.

A reprodutibilidade interna para o picoxistrobina teve variagées no intervalo
entre 1 a 2% quando o padrdo interno nédo foi considerado. Esse resultado pode

ser considerado excelente para a técnica de CE. Considerando o resultado em
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funcdo do padréo interno, o intervalo de variacdo foi maior (2 a 8%). A maior
variacdo neste caso foi para a menor concentracéo de analito.

O teste F baseado no principio da ANOVA, onde a média quadratica dos
valores obtidos em dias diferentes (MQenre) € dividida pela média quadréatica dos
valores obtidos em um mesmo dia (MQqenro), fOi utilizado para dizer se existe
diferenca significativa entre as médias das areas. O resultado encontrado é
comparado com o da tabela F, considerando seus graus de liberdade (gl). Um
valor estatisticamente significativo (a = 0,05) da razdo entre as médias (Fcac.<
Feitco) iNdica que ndo ha diferenca significativa entre as meédias. O teste F foi
aplicado para o picoxistrobina e apenas o valor de F. (14) para a menor
concentracao de analito (nivel 1) medido com padronizacédo interna foi maior do
que 0 Fgiico (5,99). Por esse resultado poderia-se dizer que existe diferenca
significativa, com nivel de confianca de 95%, entre as médias dessa
concentracao.

A reprodutibilida interna do piraclostrobina considerando o padréo interno
teve menor variagdo para os niveis 1 e 2, o nivel 1 (padrdo de menor
concentracdo) apresentou grande variagdo sem o uso de padrdo interno (14%),
para trabalhar com esse nivel de concentracdo a padronizagcdo interna é
fundamental. O teste F aplicado nesse estudo mostrou a importancia da
utilizacdo do padréo interno, os valores encontrados neste caso, Sdo0 muito
menores do que os valores obtidos sem considerar o padréo interno. Pelos
valores de F.,, para todos os niveis de concentracdo com o uso de padrdo
interno ndo existe diferenca significativa entre as médias (MQenre € MQqentro), j&
que Fe < Fuiico @ Um nivel de confianca de 95%. Para os niveis 1 e 3 sem
considerar o padréo interno os valores de F., foi igual a 9 e 23, respectivamente,
sendo maiores do que 0 Fguiico- A Tabela 14 apresenta todos os valores

encontrados.
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Tabela 14: Parametros da precisdo da area para picoxistrobina e piraclostrobina

L Reprodutibilidade
Repetitividade (%) Fea

Analitos interna (%)

SemP.l. ComP.l. SemP.l. ComP.l. SemP.l. ComP.lI.

Picoxistrobina

1 3 5 2 8 3 14
2 2 3 1 3 0,4 4
3 3 5 1 2 1 0,01

Piraclostrobina

1 10 10 14 5 9 0,4
2 6 7 3 3 2 0,5
3 4 5 2 3 23 0,2

Niveis de concentraco: (1) = 5,15 x 10" mol L™"; (2) = 2,06 x 10° mol L™;
(3) = 1,03 x 10° mol L™; P.1. = padréo interno.

O papel desse padrédo interno na melhoria da qualidade do resultado de
medicdo dos analitos ndo foi cumprido como se esperava, com excecdo do
piraclostrobina que teve precisdo de medi¢do de sinal (em area de pico) mais
satisfatdria. A utilizacdo do padrdo interno se mostrou mais importante em
termos das recuperacdes obtidas para a piraclostrobina nas amostras de urina,
provavelmente corrigindo alguma perda de analito ao longo do processo de

tratamento da amostra.
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Fosforescéncia

A luminescéncia estimulada pela absor¢cdo de radiacdo é denominada
fotoluminescéncia, a qual se divide em fluorescéncia e fosforescéncia. O
fendmeno luminescente é definido como a radiagdo emitida por espécies
guimicas (luminoforos) quando elas sofrem uma transicao radiativa de um nivel
de energia excitado para outro nivel de menor energia, isto € decorrente da
interacdo entre a matéria com a radiacdo eletromagnética na regido do visivel e
do ultravioleta. A diferenca entre fluorescéncia e fosforescéncia se da pelo tipo
de transicdo eletrbnica radiativa responsavel pela desativacdo do estado
excitado. A fosforescéncia ocorre quando moléculas excitadas no estado tripleto
retornam para o estado fundamental emitindo radiac&o®®®’.

Os estados excitados moleculares de onde se originam os fenbmenos
fotoluminescentes séo classificados de acordo com a orientacdo de spin do
elétron promovido. Quando a direcdo do spin do elétron que € promovido para
um orbital de maior energia é preservada, tem-se o estado excitado singleto. No
estado excitado tripleto o spin do elétron promovido € invertido, como
representado na Figura 39. No processo fosforescente a direcdo do spin do
elétron da espécie molecular no estado excitado sofre uma inversao (mudanca
de multiplicidade do estado excitado de singleto para tripleto), assim a emisséo
de radiacdo ocorre com um tempo de vida da ordem de 10* a 10' s,
significativamente maior que o da fluorescéncia (107 -10° s). Adicionalmente, as
energias dos estados excitados tripletos s&o relativamente menores que a dos
seus equivalentes singletos, conseqientemente, a banda de emisséo
fosforescente ocorre em regido espectral de menor energia (comprimento de

onda maior)®".
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Figura 39: Diagrama esquematico de um arranjo de spin nos orbitais
moleculares para o estado fundamental, e para os estados excitados singleto e

tripleto.

z

O estado fundamental é singleto e denominado S,. Ja os estados
excitados singleto e ftripleto de menor energia sdo chamados de S; e Ty,
respectivamente, sendo que, normalmente, o estado T, possui menor energia
que S;. Em geral, simultaneamente a uma transi¢éo eletrdnica, ocorrem também
mudangas nos estados vibracionais e rotacionais da molécula. Assim, ao se
considerar que uma populacdo de moléculas esteja envolvida no processo, as
bandas espectrais sdo relativamente largas (AA na ordem de 100 nm), pois
varios niveis rotacionais e vibracionais diferentes estédo disponiveis em energias
ligeiramente diferentes®®":%8,

O diagrama de Jablonski (Figura 40) pode ser usado para compreender 0s
processos fotoluminescentes. A partir da absorcdo de fétons de energia
apropriada, uma populacdo de moléculas pode passar do estado fundamental
(So) para qualquer dos estados vibracionais de um estado excitado singleto (S,).
Por meio de uma série de relaxamentos vibracionais (RV), essa populacdo
excitada € levada através dos niveis vibracionais de estados eletronicos de
mesma multiplicidade, até atingir o primeiro nivel vibracional do primeiro estado
excitado singleto (S;) - regra de Kasha. O RV ocorre na escala de tempo da
ordem de 10™ a 10" s. Essa transicdo, que ndo envolve emisséo de radiacio,
pode também ocorrer pela transferéncia de energia vibracional para outras
moléculas (solvente, por exemplo) através de colisbes. O efeito final é a
conversdo de parte da energia do féton absorvido em calor, que é disseminado

por todo o meio®.
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Niveis rotacional e
vibracional excitados de
estados eletronicos T;

S:
T:
So E“ RV
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Figura 40: Diagrama modificado de Jablonskii (adaptacdo da fonte Vo-Dinh, Jonh Wiley
& Sons,1984). Absor¢cdo (A), relaxamento vibracional (RV), cruzamento interno (Cl),
fluorescéncia (F), cuzamento intersistemas (CIS), fosforescéncia (P), estado fundamental

(So), estado exitado singleto (S;) e estado excitado tripleto (T).

A partir de S;, a populagédo de moléculas pode retornar para o S, por uma
combinagdo de etapas envolvendo processos radiativos (fluorescéncia e
fosforescéncia) e/ou ndo-radiativos (relaxamento vibracional e cruzamento
interno). O cruzamento interno (Cl) ocorre quando a populagdo passa para niveis
vibracionais de S, que possuem energia mais elevada, semelhante ao do nivel
vibracional de menor energia de S;, esse processo ocorre em intervalos de
tempo similares ao do relaxamento vibracional. O relaxamento vibracional ocorre
se a diferenca de energia entre S; e Sy ndo for muito grande e existir
sobreposicao de niveis vibracionais. No caso da fluorescéncia (F), a desativacao
a Sy por emissdo de féton ocorre se a diferenca energética entre S; e Sy for
relativamente grande e as condicfes do meio favoravel. Se houver possibilidade
de acoplamento spin-orbital, a transicdo eletrénica entre estados excitados de
diferente multiplicidade (S; — T,) deve acontecer no processo denominado de
cruzamento intersistemas — CIS. Nesse caso, a molécula pode se desativar, a
partir de T, por meio de relaxamento vibracional ou por meio de fosforescéncia

(P), com emissdo de fotons. O Cl e a fluorescéncia competem muito
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eficientemente pela desativagéo do estado excitado, por isso, a fosforescéncia é
observada somente em condi¢des especiais®®’.

O CIS é um processo ndo-radiativo fundamental para a observacdo de
fosforescéncia e que envolve a troca de multiplicidade da populagdo no estado
excitado. O CIS tem duracéo na ordem de 107 s e compete com a fluorescéncia
e com o Cl. Embora a transicAo de estados excitados de diferentes
multiplicidades seja guantomecanicamente proibida, o CIS pode ocorrer em
casos onde existe acoplamento spin-orbital. Este tipo de fenbmeno, que consiste
no acoplamento entre os campos magnéticos gerados pelo movimento do spin e
pelo movimento angular do orbital do elétron, promove a mistura
quantomecanica de estados excitados®®.

As taxas relativas de CI, relaxamento vibracional, CIS, fluorescéncia e
fosforescéncia sdo dependentes da estrutura da molécula, do sistema de
solventes ou substrato, da presenca de espécies quimicas concomitantes e de
condicBes como a temperatura e a pressdo. Pode-se observar na Figura 40, que
a energia da fosforescéncia € menor do que a energia da fluorescéncia, de forma
gque as bandas de emisséo fosforescentes aparecem em comprimentos de onda
maiores (energias menores) do que as bandas de emisséo fluorescente®.

O uso da fosforescéncia em quimica analitica (fosforimetria) € bem menos
comum que o da fluorescéncia, pois se requer condicdes especiais para
aumentar a eficiéncia da transicdo radiativa entre estados de diferentes
multiplicidades. Os primeiros estudos com fosforimetria foram realizados em
baixas temperaturas (usando nitrogénio liquido) e solventes apropriados para a
criogenia. No entanto, a evolugdo da técnica mostrou que 0s sinais
fosforescentes podiam ser obtidos em temperatura ambiente, pela adsorcdo do
fésforo em uma matriz solida, em solu¢do com meio organizado, ou mesmo
diretamente em solucdo aquosa®’. Desde entdo, muitos grupos de pesquisa se
dedicaram na viabilizacdo da fosforimetria como técnica analitica de rotina,
valorizando sua seletividade e sensibilidade, decorrente de um ambiente
espectral potencialmente de baixo sinal de fundo.

A eficiéncia quantica luminescente (@) € um parametro que avalia a
contribuicdo do processo radiativo no processo geral da desativacdo da molécula
no estado excitado. A eficiéncia quéantica fosforescente é expressa pela razdo
entre o numero total de fétons emitidos pela molécula na forma fosforescente e o
namero total de fotons absorvidos no estado excitado singleto. A fosforescéncia
€ uma caracteristica intrinseca do composto e depende de certas condi¢cdes

experimentais (temperatura, solvente, rigidez da matriz do analito). A Equagéo
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26 descreve a eficiéncia quantica da fosforescéncia (@) em termos de

constantes de velocidades de todos os processos radiativos e ndo-radiativos de

desativacdo de uma molécula excitada®®®"™.

kp kcis
= 26
» [kP+ij(kcis+kf+lej (26)
onde;:
kcis
§= ——————— 27
e etk + ke @n)
onde:

kp — Constante de velocidade da fosforescéncia
Kn e kg — Constante de velocidade dos processos ndao-radiativos de
desativagéo de T,

kcis — Constante de velocidade do cruzamento intersistemas

ki — Constante de velocidade da fluorescéncia

kc— Constante de velocidade dos processos ndo-radiativos de desativacdo

de S;

Os valores de @ podem assumir valores entre zero e um, assim
compostos com @ proximos da unidade certamente apresentardo alta
probabilidade de desativacéo de T, através de emisséo fosforescente’.

Conforme ja foi mencionado, moléculas no estado T; possuem grande
probabilidade de se desativar para Sy por processos nao-radiativos, por isso,
para aumentar a chance de uma molécula fosforescer, se faz necessario
minimizar a probabilidade dos processos néo-radiativos ocorrerem. Pela
Equacdo 26 pode-se ver que a eficiéncia da fosforescéncia € favorecida tanto
pela reducéo do valor de K, quanto pelo aumento de k¢s.

A reducéo do valor de K, pode ser alcancada pela reducédo de liberdade
vibracional e de difuséo do luminéforo (molécula luminescente) colocando-se em
uma matriz rigida ou organizada. Nesse caso, solu¢cdes congeladas a 77K,
solventes viscosos, meio organizado ou substratos sélidos sao artificios que
podem ser aplicados®®®" ™.

No caso do @, a presenca de atomos de elevado numero atdbmico
(&tomos pesados) nas vizinhangas da molécula de interesse pode provocar um
aumento na magnitude desse parametro®®"’2. Como conseqiiéncia, 0 aumento

da fosforescéncia pode ser provocado pela presenca de atomos pesados na
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forma de ligantes na molécula de interesse (efeito interno do atomo pesado)’ ou
simplesmente pela proximidade entre a molécula de interesse e atomos pesados
na forma, por exemplo, de sais inorganicos (efeito externo do atomo pesado)’.
Em ambos os casos, um favorecimento das constantes de velocidades dos
processos envolvendo troca de spin eletrénico € observado. Esse aumento da
fosforescéncia é acompanhado pela reducéo da fluorescéncia.

A minimizacao das colis6es moleculares entre o luminéforo e as moléculas
do solvente e a restricAo das vibracBes moleculares foram primeiramente
realizados pelo congelamento da amostra a 77 K. Atualmente, o uso de
substratos sélidos ou de meio organizado em solugdo aquosa (micelas, por
exemplo) vem permitindo a observacdo de fosforescéncia na temperatura
ambiente (RTP).

4.1.
Fosforimetria em temperatura ambiente em substrato sélido (SSRTP)

O uso de matrizes que proporcionem a molécula a rigidez em sua estrutura
(reducéo da liberdade vibracional) minimiza os processos de desativacao nao-
radiativos do estado tripleto, além de proteger a molécula contra colisdes com
outras espécies (pela diminui¢do da difusdo de componentes)®’.

Durante muitos anos, a fosforimetria se baseou na imobilizacdo da
substancia fotoluminescente em uma matriz vitrea rigida a baixas temperaturas
(em geral 77 K). Apesar das muitas vantagens que esta metodologia oferecia
(baixos limites de deteccdo, ampla faixa linear dindmica nas curvas analiticas e
grande seletividade), existia uma grande resisténcia ao uso desta abordagem
devido a necessidade de criostatos, aos transtornos observados no processo de
imersdo das solugdes em N, liquido; as limitacbes a respeito da escolha do
solvente e a dificuldade de se obter uma matriz homogénea que pudesse
minimizar a reflexdo e o espalhamento de radiacéo durante o congelamento®’.

A fosforimetria na temperatura ambiente suportada em substrato solido
(SSRTP) surgiu como uma alternativa a técnica fosforimétrica em baixa
temperatura. A SSRTP € uma técnica simples (viavel para o uso rotineiro), de
baixo custo, de boa seletividade e baixos niveis de deteccéo (analise de traco).
Entretanto, esta técnica também apresenta algumas desvantagens, como, a
dificuldade em termos de automatizacdo e a repetitividade relativamente mais

alta que a observada em técnicas que utilizam solucéo.
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O uso de substratos solidos de baixo custo e de facil preparacgéo facilitou a
observacao de intensa fosforescéncia na temperatura ambiente. Gragcas a sua
eficiéncia na imobilizacdo de moléculas organicas, o substrato sélido tem
demonstrado uma capacidade impressionante em permitir a observacdo de
fosforescéncia de varias classes de analitos. Além disso, o substrato sélido é
compativel com o uso de diferentes sais de atomos pesados, quando comparado
com a outra maneira de se obter RTP: o meio micelar. O uso do meio micelar, na
pratica, tolera o uso de apenas dois (I" e de TI") dos seis ions de atomos
pesados tradicionalmente aplicados em fosforimetria. Esses fatos aumentam a
versatilidade e a seletividade da aplicacdo analitica desse fenémeno com
substrato sélido™.

A fosforimetria em temperatura ambiente em substrato sélido (SSRTP) s6
foi reconhecida apos estudos feitos por Schulman e Walling’™. Esses autores
identificaram o fenbmeno da RTP em uma variedade de suportes, incluindo
silica, alumina, papel e asbestos, mostrando que as moléculas do analito
adsorvidas no substrato sélido adquirem a rigidez necessaria para minimizar 0s
efeitos de desativagéo colisional e vibracional do estado excitado.

Entre os diversos materiais pesquisados para servir de substrato sélido, a
celulose, na forma de papel de filtro ou papel cromatogréfico, € o que tem sido
mais utilizada. O papel de filtro, quando tratado adequadamente, tem baixo custo
e é compativel com a utilizacdo dos mais variados sais de atomos pesados, que
sdo utilizados como indutores e amplificadores de fosforescéncia. A principal
interacdo, responsavel pela imobilizacdo, entre o analito e o grupo hidroxila da
celulose foram atribuidos as ligacdes de hidrogénio™. Além disso, os poros da
superficie do papel séo sitios onde as moléculas do analito podem penetrar e
interagir tridimensionalmente com o substrato apds a secagem. Na téchica em
substrato sélido, a solucdo do analito é colocada na matriz solida e, apds a
secagem do solvente, a fosforescéncia é medida em atmosfera inerte®.

Uma grande desvantagem do uso dos substratos de celulose é sua
fosforescéncia natural, proveniente das ligninas e hemiceluloses do papel
(apresentam uma extensa banda de emissdo de 400 a 600 nm) que limita a
sensibilidade da SSRTP’*. O principal procedimento para diminuir o sinal de
fundo’’ do papel consiste em uma etapa de lavagem com agua fervente seguida
de uma etapa de exposicdo a radiacdo ultravioleta. Esse procedimento,
desenvolvido simultaneamente por Campiglia e de Lima’® e por McLeese e
Dunlap79, € capaz de reduzir o sinal de fundo em até 98%. Mais recentemente,

Cardoso® adaptou esses procedimentos para reduzir o tempo total do
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tratamento de 16 para apenas 4 h, com reducéo de sinal de fundo semelhante
aos obtidos com os procedimentos originais.

Varios fatores experimentais estdo relacionados com a inducdo e
maximizagdo da SSRTP, como: oxigénio e umidade no meio; ions de atomo
pesado; modificadores de superficie tais como surfactantes; espécies
desativadoras; a natureza do solvente e o pH do meio onde o analito é
dissolvido. Esses fatores quando ndo otimizados podem minimizar ou até
eliminar o sinal fosforescente. A seguir faz-se uma descricdo do efeito dos
fatores mais importantes e que devem ser avaliados no desenvolvimento de

métodos baseados na SSRTP.

4.2.
Parametros que afetam o sinal fosforescente

4.2.1.
Efeito do oxigénio e da umidade

A interacdo de espécies quimicas presentes no meio fosforescente com as
espécies luminescentes pode minimizar ou até mesmo eliminar sua
fosforescéncia. Este fénomemo € denominado de “quenching” (desativacdo do
estado excitado), podendo ser classificado em dois tipos: o estatico e o
dindmico. Na desativacdo estatica, interacdes entre o luminéforo e a espécie
desativadora formam um complexo estavel no estado fundamental n&o-
luminescente, impedindo a excita¢cdo do lumin6foro. No processo de desativagédo
dindmica, a espécie desativadora pode interagir com o lumin6foro durante o
tempo em que este se encontra no estado excitado, indisponibilizando a
fosforescéncia™

A presenca de oxigénio molecular € um fator importante, pois este provoca
a diminuicdo e até mesmo a eliminacdo do sinal fosforescente. A umidade no
substrato pode aumentar as colisbes (atenuacdo dindmica) que desativam as
moléculas excitadas sem emisséo de radiacdo®®®’.

Estudos te6ricos mostram que a interacdo do oxigénio com moléculas no
estado tripleto provoca a desativacdo da molécula excitada para o estado
fundamental (T, 2> Sg). Esta desativacdo da molécula excitada € acompanhada

pela transicdo do oxigénio de seu estado tripleto natural para um estado singleto
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excitado. Um dos modelos seguidos para descrever este tipo de interagdo
propde a transferéncia de carga, por contato, entre o oxigénio e o analito®®’.

Os efeitos dieletérios provocados pela umidade e pelo oxigénio podem ser
reduzidos através de secagem prévia do substrato e da purga de nitrogénio seco
sobre a superficie do substrato de celulose antes e durante o procedimento de
leitura da fosforescéncia.

O mecanismo de desativacdo do estado excitado pode ser descrito pela

equacao de Stern-Volmer®:
|/|Q:1+KQT[Q] (28)

onde:l e I séo as intensidades luminescentes na auséncia e na presenca da
substéancia desativadora Q em uma concentracédo [Q], respectivamente. kq € a
constante de velocidade do processo de desativacdo nao radiativa do estado
excitado e T é o tempo de vida da fosforescéncia. Assim, a equagdo acima nos
mostra que, como o tempo de vida da fosforescéncia € elevado, a influéncia do
oxigénio e da umidade € muito acentuada quando comparado com a

fluorescéncia. Além disso, a diminuicdo da fosforescéncia € diretamente

proporcional ao aumento da concentracéo da espécie desativadora®.

4.2.2.
Efeito do atomo pesado

O efeito do &tomo pesado pode ser justificado pelo aumento do fenébmeno
chamado de acoplamento de spin-orbital, no qual o estado tripleto adquire
algumas caracteristicas de singleto e vice-versa. Esta condicdo aumenta a taxa
do cruzamento intersistemas (CIS) do estado singleto para o estado excitado
tripleto, aumentando a probabilidade de ocorrer fosforescéncia®.

O efeito do &tomo pesado na luminescéncia foi primeiramente observado
por McClure em 1949, e logo em seguida por Kasha (1952), o qual percebeu que
atomos pesados aumentam a velocidade da transicdo S—T®. A primeira
aplicacdo de ions de atomo pesado como amplificador do sinal fosforescente foi
em 1975, quando White e Seybold testaram o efeito do Nal em diversas
substancias, como o 1-sulfonato naftaleno, 1-naftol e 2-naftol. Intensidades 40
vezes mais fortes foram obtidas quando o Nal foi usado®. White e Seybold®
(1977) fizeram um estudo da influéncia de ions halogenetos e descreveram que
a eficiéncia do efeito do &tomo pesado entre estes anions segue a seguinte

ordem: I > Br > CI > F.. Lue-Yen Bower e Winefordner®® (1978) compararam o
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efeito de outros sais de &tomos pesados de varios hidrocarbonetos
poliarométicos adsorvidos em papel de filtro e concluiram que a intensidade da
fosforescéncia de hidrocarbonetos poliaromaticos aumentava na seguinte ordem
de atomo pesado adicionado: TI* > Ag* > Pb®* > Hg*".

O aumento do sinal fosforescente por &tomos pesados pode ser induzido
pela presenca destes na forma de ligantes (efeito interno do atomo pesado)® ou
por sais inorganicos de atomos pesados adicionados a matriz do analito (efeito
externo do atomo pesado). No entanto, a presenca de atomos pesados também
pode aumentar as constantes de velocidade dos processos de desativacdo de T,
sem emissao de radiacdo. Nestes casos, a eficiéncia quéantica da fosforescéncia
(p) sera desfavorecida e uma redugcdo no sinal fosforescente serd
observada®®®" ",

O aumento de sinal devido a presenca de atomo pesado € dificil de ser
previsto, € necessério um estudo sistematico para verificar qual tipo ir4 favorecer
a fosforescéncia. Os atomos pesados mais utilizados sao iddo, talio, chumbo,

prata, cadmio e mercurio®*% 88,

4.2.3.
Efeito do surfactante como modificador de superfici e

A adicdo de um surfactante, como o dodecil sulfato de soédio (SDS),
previamente a adicdo do atomo pesado e da solucdo do analito no substrato
sélido, pode produzir um grande aumento de sinal fosforescente, pois a longa
cadeia alquidica do éanion do surfactante pode proteger o analito contra
fotodecomposicdo causada pela fonte de irradiacdo durante as medicbes
espectrais. Além disso, o surfactante na superficie do papel pode organizar as
moléculas do analito, aumentando a quantidade de sitios ativos e a rigidez da
molécula, e aproximando-as mais dos ions de metais pesados. Esse maior
contato entre o analito e os ions de atomo pesado aumenta a probabilidade de
acoplamento spin-orbital. O surfactante também evita que as moléculas do
analito e do atomo pesado penetrem nos poros da celulose, facilitando a
interacdo destas moléculas com a superficie do papel. Entretanto, se a
guantidade de SDS for excessiva, 0 sinal tende a cair por causa, por exemplo,
da dificuldade de interacdo entre o &tomo pesado e a radiacdo incidente (efeito

filtro)®’ %
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4.2.4.
Influéncia do pH

O pH da solucdo a ser depositada no papel € um fator muito importante
para a obtencdo de um bom sinal fosforescente. Von Wandruszka e Hurtubise®
primeiro notaram que a RTP do &acido p-aminobenzéico adsorvido em acetato de
sédio diminuia muito em meios extremamente acidos ou basicos. De Lima e M.
Nicola® em seus estudos com diversas substancias organicas depositadas em
papel de filtro, concluiram que cada composto em particular tem o seu melhor
pH, cujo sinal fosforescente serd maximo.

Um dos aspectos mais relevantes das reacfes acido-base de moléculas
potencialmente luminescentes é a producdo de derivados com maior eficiéncia
gquéantica luminescente. Além disso, espécies com cargas tém maior
probabilidade de mostrar sinais mais intensos, o que se deve ao fato de que

espécies ionizadas possuem maior rigidez molecular depois de adsorvidas no

papel®’.
O efeito do pH na intensidade fosforescente é largamente dependente da
molécula analisada, sendo a escolha do pH muito importante para melhorar a

sensitividade da SSRTPC.
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4.3.
Resultados e Discussao

4.3.1.
Caracteristicas fosforescentes da enrofloxacina

Sabendo-se que a capacidade fotoluminescente de um composto né&o
depende s6 de sua estrutura molecular mas também de todo o meio que o cerca,
o0 desenvolvimento de uma metodologia baseada em fosforimetria na
temperatura ambiente (RTP) para a determinagcdo de um composto, deve
necessariamente comecar com o estudo das condigbes experimentais que
afetam as caracteristicas fosforescentes dos analitos de interesse no substrato
de escolha. Desse modo, diferentes condi¢cdes experimentais foram estudadas
visando induzir ou amplificar a fosforescéncia na temperatura ambiente da
enrofloxacina. Em todos esses estudos, 0s pardmetros instrumentais foram
fixados como indicado a seguir: tempo de abertura do detector (3 ms), tempo de
retardo do detector (3 ms), velocidade de varredura (1500 nm min™) e bandas

espectrais de passagem de excitacdo e emissao (ambas 10 nm).

4.3.1.1.
Estudos preliminares

Estudos preliminares foram realizados com o intuito de se encontrar
condi¢des de contorno para o desenvolvimento do método fosforimétrico para a
enrofloxacina. O primeiro estudo foi a avaliacdo da influéncia de quatro
diferentes sais de 4&tomos pesados em substrato de papel onde a enrofloxacina
foi colocada. As massas dos sais de atomos pesados adicionados no centro dos
substratos foram: 333 pg de TINO; (5 pL de solucdo 0,25 mol L™?), 504 pg de
CdCl,.H,0 (5 pL de solugéo 0,50 mol L), 166 pg de Pb(NOs), (5 pL de solugéo
0,10 mol L™), 271 pg de AgNO; (5 pL de solucédo 0,25 mol L™?). Esses sais de
atomos pesados foram usados como recurso para tentar induzir a fosforescéncia
da enrofloxacina jA que este analito ndo apresentou fosforescéncia quando
imobilizadas diretamente nos substratos de papel. A escolha desses sais foi
baseada nos resultados obtidos por Nava®” em estudos com outras

fluorquinolonas.
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Diferentes 4tomos pesados devem ser testados, pois um composto ou
grupo de compostos responde positivamente na presenca daqueles atomos
pesados especificos que promovem as mudancas adequadas nos niveis de
energia de modo a criar um corredor por onde a populagdo molecular troca de
multiplicidade (cruzamento intersistemas).

Nesse mesmo estudo preliminar, as solucdes de enrofloxacina (5 x 10
mol L), preparadas em sistema de solventes com duas composicdes diferentes,
foram também avaliadas. As composi¢Bes das solucdes foram acetona/dgua
50/50% e acetona/solucdo de NaOH (0,1 mol L) 50/50% v/v. A acetona foi
utilizada para garantir a solubilizacdo completa da enrofloxacina?. O efeito da
exposicdo da solucdo de trabalho a radiacdo UV foi também avaliado. Esse
ultimo estudo se mostrard importante mais a frente por causa da instabilidade do
analito frente a radiacao de excitacao.

Em nenhuma das condi¢cdes estudadas foi detectada fosforescéncia em
substratos contendo AgNOs. A enrofloxacina adicionada no substrato a partir da
solugdo preparada em acetona/agua apresentou pequeno sinal fosforescente na
presenca dos sais TINO; e CdCl,.H,O. Um maior sinal foi observado com
Pb(NOs), (Figura 41). Quando a enrofloxacina foi preparada em meio contendo
NaOH, o sinal fosforescente do analito pode ser observado em substratos sem
atomos pesados. As caracteristicas desse sinal foram muito préximas ao do sinal
encontrado na presenca TINO; (Figura 42). Este resultado mostrou que a
enrofloxacina foi sensivel a presenca de NaOH na solugdo de origem. Na
presenca de CdCl,.H,O e Pb(NO3), ndo foi observado sinal fosforescente do
analito nessa condicao.

O estudo realizado com solucdo de enrofloxacina irradiada com UV (60
min de exposicdo) ndo indicou nenhum aumento significativo de sinal foi
observado em relacdo aos valores ja descritos para solugcbes preparadas em
acetona/dgua (Figura 43). Para a solucdo de enrofloxacina preparada em
acetona/solucdo NaOH 0,1 mol L?, a irradiagdo provocou um grande aumento
de sinal na presenca do sal TINOs, indicando que o processo de irradiacdo
induziu a formacéo de um derivado cuja fosforescéncia é favorecida na presenca
de talio(l) (Figura 44). A partir desses testes, o desenvolvimento do método
seguiu com a otimizacdo das condicbes experimentais que promoveram esse
sinal fosforescente mais promissor para a enrofloxacina.

Na Tabela 15 encontram-se resumidamente os resultados obtidos nos
estudos preliminares. Nela, os valores de comprimento de onda méximos de

luminescéncia assim como as razdes entre 0s sinais dos analitos em relagdo aos
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respectivos brancos (Ix/lg razdo entre o sinal fosforescente de cada um dos
analitos e o sinal medido do substrato) sédo indicados.

Importante ressaltar que os sinais fosforescentes obtidos das solugbes de
enrofloxacina néo irradiadas tiveram uma grande variacdo, o que indicou que

esses sinais estavam variando em fungéo do tempo de exposi¢éo a radiacdo de

excitacdo durante o processo de medicao fosforescente.

Tabela 15: Fosforescéncia da enrofloxacina e de seus derivados na presenca de

diferentes sais de atomos pesados.

Acetona/Agua Acetona/Solugdo NaOH 0,1 mol L™
S Irradiado o Irradiado
Sem irradiar ) Sem irradiar )
(60 min) (60 min)
Auséncia de |A/|B = 1,9 |A/|B = 2,9 |A/|B = 4,2
atomo pesado Aexc/Aem = 270/436 | Aexc/Aem = 265/463 | Aexc/Aem = 260/432
T|NO |A/|B = 1,5 |A/|B = 2,9 |A/|B = 2,9 |A/|B =13
: Aexc/hem = 254/490 | Aexc/Aem =265/494 | Aexc/Aem = 265/425 | Aexc/Aem =274/463
|A/|B = 1,5 |A/|B = 2,9 |A/|B = 3,3
CdCl.H.O | | e
Aexc/hem =254/438 | Aexc/Aem = 260/439 Aexc/hem =274/443
|A/|B = 4,3 |A/|B = 7,8 |A/|B = 2,0
Pb(NOz)> | | e
Aexc/hem = 260/470 | Aexc/Aem = 246/455 Aexc/hem = 265/472
AgN03 --------------------

--- auséncia de sinal fosforescente
Aexo/Aem — cOmprimento de onda de excitacdo\ comprimento de onda de emissdo
Ia/lg — razdo entre a intensidade sinal fosforescente do analito e do branco
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Figura 41: Espectros de fosforescéncia de 889 ng de enrofloxacina (5 x 10 mol L™) com

e sem a presenca de sais de atomos pesados em acetona/agua sem exposicédo ao UV.
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Figura 42: Espectros de fosforescéncia de 889 ng de enrofloxacina (5 x 10 mol L™) em

acetona/solucdo NaOH 0,1 mol L™* sem exposicao ao UV.
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Figura 43: Espectros de fosforescéncia de 889 ng de enrofloxacina (5 x 10" mol L'l) em

acetona/agua apoés exposicao ao UV.
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Figura 44: Espectros de fosforescéncia de 889 ng de enrofloxacina (5 x 10 mol L™) em

acetona/solucdo NaOH 0,1 mol L™ apds exposicdo ao UV.
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4.3.2.
Otimizag&o dos parametros experimentais

Com objetivo de maximizar o sinal fosforescente da enrofloxacina os
parametros mais relevantes foram avaliados por estudo univariado. Os seguintes
fatores foram estudados: (i) influéncia da quantidade do sal de &tomo pesado no
substrato sélido (ii); concentracdo de NaOH na solug&o de analito; (iii) influéncia
da presenca de surfactante (SDS) no substrato solido e (iv) tempo de irradiacao
UVv.

4.3.2.1.
Influéncia da quantidade de sal de atomo

Conforme mencionado, o efeito externo do atomo pesado tem um papel
muito importante na inducdo ou amplificacdo da fosforescéncia de substancias
organicas. O atomo pesado atua aumentando a velocidade do cruzamento entre
0s estados excitados singleto e tripleto, aumentando a intensidade fosforescente.
Sabendo que a magnitude da amplificacdo de sinal fosforescente é dependente
da quantidade depositada de sal de atomo pesado, foi realizada a otimizacdo
desse pardmetro experimental. Este estudo deve ser realizado de modo
cuidadoso, pois se a quantidade do sal de atomo pesado estiver abaixo da
guantidade ideal, podera ndo haver observacao de sinal fosforescente do analito
de interesse ou a amplificacdo da fosforescéncia do mesmo podera ser aquém
do que potencialmente poderia ser obtido. Por outro lado, elevadas quantidades
de sal podem acarretar em decréscimo do sinal fosforescente, provocado efeito
pré-filtro que atenua a radiancia do feixe de excitacao incidente.

Para o teste, solucdo de enrofloxacina preparada em acetona/NaOH (0,1
mol L") 50/50% v/v na concentracdo 5 x 10®° mol L™ foi utilizada apds ser
irradiada com UV durante 60 min, jA que os testes preliminares mostraram
aumento de sinal nessa condicdo. O estudo foi realizado com adicdo no
substrato de volumes de 5 pl de solu¢des de TINO; em diversas concentracdes
(de 0,05 a 0,25 mol LY. Para estender a faixa estudada de quantidades de
TINO; no substrato, adigdes sucessivas de 5 pl da solucéo 0,25 mol L™ de TINO;
foram feitas no substrato. Assim, em termos de massa do sal, a faixa estudada
foi entre 66,5 a 1332 ug. O resultado desse teste mostrou que uma faixa menor
deveria ser analisada, pois o sinal fosforescente diminuiu com uma quantidade

de TINOj;. Consequentemente, um novo estudo foi realizado com solucdes de
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TINO3; em uma faixa de concentracdo entre 0,01 a 0,20 mol Lt (de 13,3 a 266
Mg). A concentragdo de sal que induziu melhor sinal para a enrofloxacina foi 0,06
mol L™ (79,9 pg do sal) , como mostra a Figura 45. Testes de robustez indicaram
que uma variagéo de = 0,01 mol L™ na concentragéo podem ocorrer sem alterar

o sinal fosforescente da enrofloxacina.
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Figura 45: Influéncia da massa de TINO3 no sinal fosforescente da enrofloxacina (89.8

ng).

4.3.2.2.
Concentracao de NaOH na solucao de analito

O controle da concentracdo hidrogeniénica da solucdo do analito aplicada
na matriz sélida é um fator que tem sido de grande importancia na SSRTP.
Normalmente, a intensidade do sinal é diminuida tanto em meios extremamente
acidos quanto em meios extremamente basicos.”® Porém, isto ndo é uma regra e
cada molécula pode ter um comportamento diferente em fungéo da variagdo do
pH. A protonagcdo ou desprotonacdo de espécies quimicas em solucdo pode
também proporcionar criacdo de sitios com carga elétrica e uma melhor
adsorc¢ao do analito quando depositado no substrato de celulose. Tal fato implica

em maior rigidez molecular depois de adsorvidas no papel. No estudo realizado
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por Nava®’, o pH teve influéncia no sinal fosforescente das fluorquinolonas
analisadas (levofloxacina, norfloxacina e ciprofloxacina).

Para os testes a solugéo de enrofloxacina 5 x 10 mol L™ foi preparada em
meio basico (acetona: solu¢cdo de NaOH 50/50% v/v) sendo que a concentra¢ao
final de NaOH foi variada entre 0,01 a 0,5 mol L. Essas solugbes foram
irradiadas com UV por 60 min e em seguida depositadas nos substratos sélidos
contendo 79,9 pg de TINOs;. O resultado obtido, Figura 46, mostrou que a
intensidade do sinal fosforescente passa por um maximo em concentracéo final
de NaOH igual a 0,05 mol L™, sendo que esse foi o valor 6timo escolhido para os

demais estudos.
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Figura 46: Influéncia da basicidade da soluc&o do analito no sinal fosforescente da

enrofloxacina (89.8 ng).

4.3.2.3.
Influéncia da concentragdo de SDS no substrato séli  do

Modificadores de superficie, principalmente surfactantes, tém sido
utilizados para melhorar as intera¢des entre o analito, o ion de 4&tomo pesado e 0
substrato de celulose. O efeito causado pelo surfactante tem se mostrado
bastante dependente de sua quantidade no local onde o analito € aplicado, visto
que usando uma grande quantidade do mesmo, pode haver um decréscimo de
sinal fosforescente por causa da dificuldade de interacdo entre o atomo pesado e

o analito.
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O efeito do SDS depositado no substrato solido foi estudado na faixa de
concentracdo entre 0,01 a 0,25 mol L* (13,3 a 333 pg). As condicdes
experimentais otimizadas para concentragdo de NaOH e de massa de TINO;
foram usadas. A solugéo de enrofloxacina foi irradiada por 60 min. O resultado,
Figura 47, indicou que a presenca de SDS ndo causou alteragdo significativa no

sinal fosforescente da enrofloxacina.
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Figura 47: Estudo do sinal fosforescente da enrofloxacina em funcdo da variacdo da

massa de SDS depositado no substrato de papel na presenca de 79,9 ug de TINOs .

4.3.2.4.
Influéncia do tempo de exposicao da enrofloxacinaa o UV

O tratamento da solugdo de analito com UV pode gerar derivados
fotoquimicos com caracteristicas fosforescentes distintas dos compostos
originais. Tal tratamento pode ser vantajoso por gerar fotoproduto com maior
intensidade de sinal e/ou com modificagbes nas bandas espectrais.

Nos estudos preliminares, um maior sinal fosforescente foi observado
quando a solucéo de enrofloxacina em meio basico foi irradiada com UV por 60
min. Adicionalmente, a exposicdo ao UV se mostrou necessdria por causa da
instabilidade do sinal do analito original durante o processo de medi¢céo de sinal
luminescente. Nesse caso, ficou evidente que o sinal da enrofloxacina se
modificava na medida em que a radiacdo de excitacdo incidia no substrato.

Como o substrato deve ficar pelo menos 2 min no compartimento de amostra
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antes da medicao, esse tipo de degradacdo sem controle é um problema para o
bom desempenho de um método analitico. Assim, o tratamento fotoquimico foi
realizado também com o intuito de gerar um fotoproduto mais estavel frente a
radiacdo de excitacao.

O estudo foi realizado com solugdes de enrofloxacina (5 x 10° mol L™
preparadas nas condi¢cBes otimizadas em meio basico e levadas ao reator
fotoquimico onde foram expostas ao UV por diferentes tempos. As solucdes
irradiadas foram entao adicionadas em substratos soélido contendo TINOs.

Para cada caso (solucdes irradiadas por tempos especificos) foram
realizadas medicBes apoOs diferentes intervalos de tempo de exposicdo do
substrato a radiacdo de excitacdo no compartimento de amostra. Em outras
palavras, as medicoes foram feitas em substratos (triplicata) apos 2, 4 e 6 min de
permanéncia no compartimento de amostra. A Figura 48 mostra a variagdo do
sinal fosforescente em funcdo do tempo em que a solucdo de analito ficou
exposta a radiacdo UV no reator. Cada barra do grafico representa a média dos
sinais obtidos (levando em consideracdo todos os tempos de permanéncia no
compartimento de amostra) e seu respectivo desvio padréo.

O gréfico (Figura 48) mostrou que com o tempo de radia¢éo da solucéo de
analito por 30 min, o sinal fosforescente foi maior em aproximadamente 2,5
vezes o sinal da solugdo ndo-irradiada. Nessa situacao, foi também verificada
uma pequena variacdo de sinal fosforescente (em torno de 4,8%). Esse
resultado indicou estabilidade do analito frente a radiacdo de excitacdo no
compartimento de amostra, ao contrario do resultado obtido com a solugé&o ndo
irradiada, cuja variacdo ficou em torno de 20%. O tempo de 30 min foi escolhido

para irradiacdo da solucédo de enrofloxacina em meio basico.
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Figura 48: Estudo do tempo de irradiagdo UV no sinal fosforescente da solucdo da

enrofloxacina em meio basico.

Estudos adicionais foram realizados visando compreender o processo de
derivagdo fotoquimica da enrofloxacina. Para tal, solugbes de enrofloxacina
preparadas em meio basico foram analisadas por HPLC com deteccdo por
fluorescéncia antes e apos irradiacdo com UV. O método para as analises no
HPLC foi adaptado do trabalho de Marazuela e Moreno-Bondi** como descrito no
Capitulo 2.

Testes preliminares foram realizados para ajuste do método, como, a
verificacdo da aplicacdo do método em amostra de enrofloxacina em meio
basico, ja que no método de referéncia a enrofloxacina é preparada em metanol.
Como o interesse € apenas a verificacdo de possivel sinal de um ou mais
fotoproduto um teste foi feito para simplificar o método usando o modo isocratico
com fase moével acetonitrila: tamp&o fosfato (25 mmol L™ em pH = 3,0) 18:82%
v/v. O resultado da Figura 49 mostrou que a adaptacdo do método para eluicédo

isocrética foi viavel, assim os estudos foram realizados nessa condicéo.
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Figura 49: Cromatograma obtidos para solugdo de enrofloxacina com eluigdo isocratica

(a) e com eluicdo com gradiente (b) de fase movel.

Depois do ajuste de método, os testes foram realizados com solugdes de
enrofloxacina preparadas em meio basico e irradiadas com UV durante uma
faixa de tempo entre 0 a 180 min com intervalos de 30 min. Pelo cromatograma
(Figura 50) pode-se perceber que o sinal fluorescente original da enrofloxacina
(tempo de retencdo em 5,5 min) diminui bastante com os primeiros 30 minutos
de irradiagdo UV, mas seu sinal ainda € intenso quando comparado aos
pequenos picos que parecem no cromatograma com tempos de eluicdo de
aproximadamente 3,5 e 4,5 min. Um outro pico pode ser percebido nesse
cromatograma, mas com baixa intensidade, junto ao pico da enrofloxacina com
eluicdo em aproximadamente 6 min.

Esses cromatogramas provavelmente n&o apontam o derivado
fosforescente da enrofloxacina, pois a fosforescéncia ndo poderia ser medida no
meio em questao e sem a presenca do atomo pesado. No entanto, os resultados
apontam a clara modificacdo na estrutura da enrofloxacina apos tratamento com
UV. Estudos adicionais devem ser feitos para se tentar identificar a estrutura do

fotoproduto em questéo.
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Figura 50: Andlise das solucdes de enrofloxacina irradiada com UV em diferentes
tempos. Cromatogramas: (a) 0, (b) 30, (c) 60, (d) 90, (e) 120, (f) 150 e (g) 180 minutos.

As condi¢des experimentais escolhidas para o método fosforescente sdo

resumidas na Tabela 16.

Tabela 16: Condicdes experimentais para 0 método.

Parametros CondigOes experimentais

)\exc/)\em 274/463 nm
Acetona:solucédo de NaOH (0,05 mol L-1)
50:50% viv

Tempo de irradiacdo UV 30 minutos

Preparo da solucdo do analito

Sal de &tomo pesado 80 ug de TINO;

4.3.3.
Validacdo do método

Seguindo 0os mesmos conceitos tedricos apresentados no Capitulo 3, o
método fosforimetrico foi validado. As caracteristicas de desempenho analisada

para este método foram: linearidade, detectabilidade, exatiddo, precisdo e
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incerteza de medi¢do de fosforescéncia. Os conceitos tedricos para o calculo

das incertezas serao discutidos assim como os resultados encontrados.

4.3.3.1.
Linearidade

Para estudo da linearidade da enrofloxacina uma curva analitica foi feita
utilizando a relacdo entre a massa de analito depositado no substrato e sinal
fosforescente medido na condicdo O6tima. Os parédmetros da curva foram
determinados pela regressédo linear simples obtida pelo método dos minimos
gquadrados (sabendo que sua aplicacdo deve ser realizada em caso de
homoscedasticidade nos pontos amostrados). A linearidade foi avaliada através
do coeficiente de determinacéo (R?), para avaliar homogeneidade das variaveis
foram realizados os testes t de Student, a prova F de Fischer, o intervalo de
confianca do coeficiente angular e também pelo gréfico de residuos®.

A faixa linear para a determinacdo da enrofloxacina ficou no intervalo entre
8,99 ng (5 pL da solugéo 5 x 10° mol L™) a 180 ng (5 pL da solucdo 1 x 10 mol
L") de massa do analito. A Figura 51 apresenta duas curvas analiticas para a
enrofloxacina obtidas em dias diferentes. Cada ponto da curva representa a

média de trés medicdes do sinal fosforescente.
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Figura 51: Curva analitica para enrofloxacina.
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Figura 52: Gréfico de residuos da curva analitica para enrofloxacina.

Tabela 17: Parametros da curva analitica da enrofloxacina

Parametros Curva l Curva 2
Coeficiente angular 1,77 £ 0,06 1,57 £0,04
Coeficiente linear 0,547 + 0,131 4,57 +0,73
R? 0,998 0,999
R%aqi 0,998 0,998

O comportamento linear foi indicado pelos valores dos coeficientes de
determinacéo (R?) e pelo coeficiente de determinacéo ajustado (Rzadj), superiores
a 99% (Tabela 17). Os desvios padrdes dos coeficientes lineares indicaram que
a faixa onde as curvas atingem o eixo da ordenada est&4 muito proxima do valor
zero, indicando auséncia de erro sistematico. J& os desvios padrbes dos
coeficientes angulares representam & boa precisdo intermediaria
(reprodutibilidade intralaboratorial) das medicdes.

O grafico de residuos aponta a aleatoriedade dos desvios ao longo da
melhor reta, confirmando o comportamento linear da curva analitica (Figura 52).

A adequacao do modelo linear pode ser avaliada através dos testes F e t
de Student e pelos valores de p. Pelo teste F realizado pelo principio da ANOVA
(Fca = MQre¢/MQres) @ adequacédo do modelo pode ser confirmada. Os valores de

F apresentados ha Tabela 18 indicam a nado existéncia de relacdo linear (Fcac>
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Feitico), OU S€ja, Se aceita a equacdo da regressao linear (a = 0,05 e Feitico= 10,3).
Os valores de t calculados (41,5 e 54,7) mostram que a hipétese nula (suposicao
de que a éarea do pico e a concentracdo de analito ndo se relacionam
linearmente) pode ser rejeitada, pois esses valores sdo superiores ao valor de t
critico (to0s4 = 2,776). Os valores de p sdo menores do valor de a (significancia)
para o qual rejeitamos a hipGtese nula para esta curva analitica. Se 0a=0,05,
entdo, para um valor p=0,05 ndo se rejeita Hy, caso contrério, rejeita-se Ho. NoO
caso deste estudo, p<0,05. Assim, temos que, no nivel de 5% de significancia,
rejeita-se Hy, resultando em um modelo que relaciona linearmente a area do pico
com a concentracdo do analito. A partir dos diversos testes estatisticos, péde-se

concluir que o método apresenta resposta linear para a enrofloxacina.

Tabela 18: Valores da analise da variancia (ANOVA) para enrofloxacina.

Padronizacéao interna Curva l Curva 2
I:cal 1719 2997
1:cal 41,5 54,7
Pea 3,09 x 10° 1,34 x 10°
4.3.3.2.

Detectabilidade

Os limites de deteccdo do método foram calculados por dois critérios ja
apresentados: LD = x, + 3s, € LD = 3s,/a. No caso da SSRTP, onde o sinal do
branco pode ser relevante, o primeiro critério parece ser o mais adequado pois
leva em consideragéo o sinal do branco (x,). No caso da técnica SSRTP, o limite
de deteccdo também pode ser expresso em termos de massa efetiva de analito
depositado no substrato (limites de deteccdo absoluto, LDA) considerando 5 L
de amostra, 0 que permite avaliar a capacidade de deteccdo em termos de

massa. O LDA pode ser expresso como indicado na Equacao 29:

LDA=(LD)NM MM (29)
onde “V” é o volume depositado no substrato (5 pL) e “MM” é a massa molar do
analito em g mol™.
O procedimento de avaliacdo do LQ foi semelhante a do LD, foi estimado
como sendo a concentracdo do analito correspondente ao valor da média do

branco mais 10 vezes o desvio padréo do branco (LQ = x, + 10s;,) e por meio de
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parametros da curva analitica (LQ = 10sy/a). No caso da massa efetiva de analito
(limite de quantificacdo absoluto, LQA) a equacéo similar & usada no célculo do
LDA foi aplicada.

A determinacdo dos LD e dos LQ foi feita considerando a andlise de 10
amostras em branco e os resultados sdo apresentados na Tabela 19.

Os valores encontrados para os limites de deteccéo e quantificagdo pelos
dois critérios utilizados foram préximos, sendo o parametro mais realista para
detectabilidade em SSRTP aquele que leva em consideracdo a magnitude do

sinal do branco.

Tabela 19: Parametros da sensibilidade da enrofloxacina.

3sp/a Xp + 3Sp 10sp/a Xp + 10sp

Parametros D LDA LD LDA LQ LQA LQ LQA
(molL")  (ng) (molL™) (ng) (molL) (ng)  (molL™)  (ng)

Enrofloxacina 6,24 x107 1,12 1,18x10°® 2,12 2,08x10°® 3,74 264x10° 4,74

4.3.3.3.
Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada por meio de testes de recuperac¢do nos
medicamentos  Flotrii e Baytril contendo enrofloxacina (formulagbes
farmacéuticas contendo enrofloxacina e que s&o utlizadas na medicina
veterinaria). Nesse caso, foi realizada a comparacdo de resultados do SSRTP
com o de um método de referéncia (HPLC-fluorescéncia).

O procedimento de preparacdo das amostras comerciais foi ajustado para
que a concentracdo esperada de enrofloxacina nas solucbes estoque dos
medicamentos fossem 1,0 x 10 mol L™. Aliquotas de 200 pL dessas solucdes
foram coletadas para baldes volumétricos de 5 mL e diluida com acetona/NaOH
(0,05 mol L™) 50/50 % v/v para se obter solucdes de trabalho de 3,0 x 10”° mol L’
!, As solugdes foram irradiadas com UV (30 min), sendo em seguida adicionadas
no substrato de celulose para determinacéo fosforimétrica. Para a analise por
HPLC, as aliquotas de 200 pL retiradas foram dluidas em metanol.

Os resultados encontrados pela andlise das amostras dos medicamentos
pelo método fosforimétrico e por HPLC foram comparados com as

concentracdes de enrofloxacina descrita em suas respectivas bulas.
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Tabela 20: Valores das recuperagdes encontradas na andlise dos medicamentos por
SSRTP e HPLC.

Amostras SSRTP (%) HPLC (%)
Comprimido 108 +8 91,6 4,7
Injetavel 107 +7 96,6 + 6,7

Valor esperado nas solugdes: Comprimido = 1,03 x 10° mol L™; Injetavel = 1,04

x 10° mol L?.

A comparacao de resultados obtidos empregando-se o método SSRTP e o
método de referéncia (HPLC) foi feito de modo a avaliar o grau de proximidade
entre os resultados, ou seja, 0 grau de exatiddo do método testado em relacéo
ao de referéncia. As analises foram efetudas em replicatas auténticas (com seis
solucBes independentes de amostra), utilizando o0 método em desenvolvimento e
o método de referéncia®, nas mesmas amostras de medicamentos em
concentracdes iguais.

A comparacdo entre os métodos SSRTP e HPLC foi feita aplicando-se o
teste de hipbétese, com comparacdo de médias. Curvas analiticas foram
realizadas em ambos os métodos. Os resultados obtidos mostraram que nao
existe diferencga significativa para o nivel de 95% de confianca (t.a= 0,975 e
tanelado= 2,228) para as amostras analisadas. A Tabela 21 mostra os valores dos

parametros calculados para o teste estatistico realizado nas amostras.

Tabela 21: Resultado do teste de comparacéo entre SSRTP e HPLC para enrofloxacina.

Parametros Amostra injetavel Amostra comprimido
Sp 9,0x10° 8,0x10°
1:cal 0,480 1,04
gl 10 10

S, = desvio padréao agrupado.
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4.3.3.4.
Precisao

Para o estudo de repetitividade da enrofloxacina, o calculo foi feito a partir
do desvio padréo relativo (%RSD), realizando dez medi¢cdes de uma mesma
amostra sob as mesmas condi¢cdes. A repetitividade foi avaliada em trés
diferentes niveis de concentragéao.

Para medi¢cbes sucessivas no mesmo substrato, a repetitividade da
enrofloxacina apresentou variagbes de 0,69 a 3,49%, sendo consideradas
excelentes para esta técnica. Esse resultado também indicou a estabilidade do
sinal do analito apds o procedimento de fotoderivacdo. No entanto, no caso da
SSRTP, as replicatas séo realizadas utilizando substratos de papel distintos, ou
seja, cada replicata é adicionada em um substrato de papel. Sendo assim,
entende-se que para técnicas com esse tipo de caracteristica, o estudo de
repetitividade deve também ser realizado usando diferentes substratos. Neste
caso, as repetitividades da enrofloxacina apresentaram um aumento significativo,
quando comparado com os resultados anteriores medidos em seqiéncia no
mesmo substrato. Os valores variaram entre 12,9 a 18,5%, indicando problemas
de homogeneidade dos substratos (variacdo de sinal de fundo) e as pequenas
diferencas na posicdo de aplicagdo das solugbes no substrato (variacdo na
posicdo de depdsito da solugdo de analito e coadjuvante). A menor variacao foi
para o nivel médio, que representa 0 meio da curva analitica onde a incerteza na
medicao € menor, para esse nivel considerando as limitagcdes o resultado obtido
foi satisfatorio (12,9%).

A reprodutibilidade interna foi calculada neste trabalho, sendo o analista a
fonte de variacdo de medicdo. As estimativas das variancias (dentro e entre 0s
grupos) foram obtidas através da andlise de variancia (ANOVA), no programa
Excel (Microsoft Office). A reprodutibilidade é calculada pelo desvio padrédo
relativo (%RSD) com os valores de MQenre que € a soma das médias quadraticas
entre dias € MQgenro quUe € a soma dos médias quandraticas de cada dia
(Equacbes 24 e 25).

Os resultados obtidos para a reprodutibilidade interna variaram entre 1,88
a 4,18%. Para todos os niveis estudados, a reprodutibilidade interna apresentou
menor variacdo quando comparada com os valores de repetitividade com troca

de substrato. Este fato indica que, o substrato é o fator mais relevante na

degradacéo da precisdo, ndo importante a troca de analista.
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O teste F baseado no principio da ANOVA, onde a média quadratica dos
valores obtidos entre analista (MQenre) € dividida pela média quadratica dos
valores obtidos por um mesmo analista (MQuentro), fOi utilizado para dizer se
existe diferenca significativa entre as médias obtidas. Pelos valores de F
encontrados (Tabela 22) podemos dizer, com um nivel de confianca de 95%, que
ndo existe diferenca significativa entre as médias obtidas pelos analistas, pois
Fea<Feitico para todos os niveis (Feiico = 4,41). Todos os dados obtidos neste

estudo estdo apresentados na Tabela 22.

Tabela 22: Precisao da enrofloxacina.

Repetitividade (%) o o )
Repetitividade (%) Reprodutibilidade interna (%)

Nivel (mesmo _ Feal
(troca de substrato) (troca de analista)
substrato)
1 3,49 18,5 4,07 0,558
2 1,80 12,9 4,18 1,71
3 0,693 17,2 1,88 0,904

Niveis: 1 =5,1 x 10°molL*;2=2,2x10°mol L* 3=1,2x 10* mol L™.

4.3.3.5.
Incertezas

Quando uma medicdo quimica é realizada, este resultado é somente uma
aproximacao ou estimativa do valor do mensurando. A expressdo completa de
um resultado deve incluir a incerteza de medicdo. Segundo 0 guia
EURACHEM/CITAC® a incerteza de medicdo é um parametro associado ao
resultado de uma medicéo, que caracteriza a dispersdo de valores que podem
ser obtidos em torno da média. Este pardmetro pode ser um desvio padrdo ou a
metade de um intervalo correspondente a um nivel da confianca declarado. Para
estabelecer a estimativa de incerteza de medicdo se faz necessario identificar as
variaveis que contribuem para a incerteza, e quantificar seus valores. A incerteza
de um resultado pode ser oriunda de diversas fontes, tais como: definicdo
incompleta do mensurando, amostragem nédo representativa, homogeneidade da
amostra, estabilidade da solucdo, pesagem, efeitos de matriz e interferéncias,
equipamentos volumétricos, tendéncias pessoais na leitura de instrumentos

analdgicos, entre outras.
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A implementacdo do ISO GUM (Guia para a expressédo da incerteza de
medic&o0)™ parte da andlise que o modelo matematico da medicdo (equaco da
medicdo propriamente dita) inclui todas as contribuicbes relevantes para o
ensaio ou calibragdo. A incerteza global é entdo estimada pela lei da propagacéo
da incerteza, seguindo a identificacdo e a quantificagdo da incerteza individual
dos fatores de influéncia®. Previamente, para se calcular a estimativa da

incerteza de medicao alguns procedimentos precisam ser seguidos:

(i) Especificar o mensurando, definindo claramente o que estd sendo
medido.

(ii) Indentificar fontes de incerteza, podendo utlilizar o diagrama de causa e
efeito para indicar as fontes relevantes de incerteza.

(i) Quantificar a dimensdo do componente de incerteza associado a cada
fonte potencial de incerteza identificada.

(iv) Calcular a incerteza combinada.

Alguns componentes de incerteza podem ser avaliados experimentalmente
a partir da dispersdo de medi¢cBes repetidas (uso da estatistica freqlencista),

conforme Equacéo 30.

S
U=
A n (30)

z

onde “s” é desvio padrédo calculado e “v'n” é a raiz quadrada de n (nimero de
replicatas)

Outros componentes da incerteza podem ser adquiridos a partir de
informacBes existentes ou previamente obtidos, por exemplo, quando a
estimativa de incerteza é originada de resultados e dados ja existentes.
Assumindo que cada grandeza de entrada (resultado) tem uma distribuicdo e um
intervalo de confianca, a incerteza deve ser calculada com base nas
distribuicdes de probabilidade (normal, retangular, triangular) correspondente a
um nivel de confianca declarado®. A expressdo que representa cada tipo de

incerteza é apresentada na Equacao 31.

U
— _ _ (declaradg
u(x)=c C = Uceriificas — K (31)
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7

onde “c” é a estimativa do resultado, “Ugecarada” € @ incerteza expandida que
deve ser extraida do certificado e “k” € o coeficiente de abrangéncia,
normalmente para um nivel de 95% de confianca.

Cada incerteza de entrada pode ser formada por uma ou varias
contribui¢bes, que também sdo combinadas para se ter o valor de cada incerteza
de entrada. No processo de combinagdo das incertezas assume-se a
independéncia entre essas fontes de modo a se usar a forma mais simples da lei
da propagacao da incerteza (soma quadratica das contribuicdes) como indicado

na (Equacao 32).

uy) =12 ) v 8) @)

7

onde: “u(y)” € o resultado da combinacéo de incertezas; “dy/dx;« € o coeficiente

de sensibilidade de cada fonte (coeficientes estes utilizados para transformar
grandezas de entrada em incertezas, uniformizando as unidades das grandezas

de entrada de modo a permitir que estas possam ser combinadas ao final do

2
processo) e os valores “u (x)” sdo as variancias associadas a cada uma das

fontes.

Outra consideracdo importante esta relacionada com o Teorema Central
do Limite que mostra que uma distribuicdo estatistica proveniente da
combinacdo de outras distribuicbes ndo necessariamente normais resultara
numa distribuicdo que tende a ser normal. Como as grandezas de entrada e
obviamente as incertezas de saida sdo combinacBes de distribuicdes, essa
situacao parece ser razoavel para o modelo estudado nesse trabalho.

Uma vez identificadas as fontes de incerteza de entrada e consideradas as
suas contribuicbes, pode-se estimar a incerteza padrdo combinada (uc). A
incerteza padrdo combinada € a raiz quadrada da soma quadratica das
incertezas padrdes relativas de todos os componentes que contribuem para a
estimativa da incerteza de medicdo, Equacdo 33. Para se calcular as incertezas
combinadas sdo necessérias os valores da incerteza padréo relativa de cada
contribuicdo, que consiste na razdo do valor obtido da incerteza padrdo pelo

valor variavel.

u. (Y(x;,X,...)) = \/u(xl)z +U(X,) +... (33)

onde Y(X,X,...)é uma fungao de varios parametros X, X,...
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A incerteza expandida (U) é calculada a partir da multiplicacdo da
incerteza padrao combinada (u.) pelo fator de abrangéncia k (graus de liberdade

efetivos), como mostrado na Equagéo 34.

U=k, u. (34)

A incerteza expandida corresponde a uma probabilidade de abrangéncia
de aproximadamente 95% (na verdade 95,45%) para um “k” calculado igual a 2,
por se tratar de carater amostral. O fator “k” esta diretamente relacionado com o
grau de probabilidade de acerto do calculo da incerteza. O valor do fator de
abrangéncia k deve levar em conta, além do nivel de confianca desejado, o
namero de graus de liberdade efetivos associados ao caso para o intervalo y-U a
y+U. O valor de k geralmente esté entre 2 e 3, mas pode assumir diversos outros
valores. E comum calcular o nimero de graus de liberdade efetivos (vef) através
da Equacao 35, de Welch- Satterthwaite:
__ui(y)

4

Veff -

ZN: u; (y) (35)
T

i
onde “u;” € a incerteza combinada, “u;” é a incerteza padronizada associada
a i-ésima fonte de incerteza, “v;" € o n°de graus de liberdade associado a
i-ésima fonte de incerteza, “N “ é o n° total de fontes de incertezas
analisadas.

Da aplicacdo da Equacdo 35, resulta o numero de graus de liberdade
efetivo. O valor “k” para o nivel de confianca de 95% pode entdo ser obtido da
tabela estatisticas.

O resultado da medicéo é, entdo, convenientemente expresso como:

Y=y+U (36)

Este resultado significa que a melhor estimativa do valor atribuivel ao
mensurando Y é y, com [y - U ay + U] sendo o intervalo no qual se espera
abranger uma extensa fracdo da distribuicdo de valores que podem ser
razoavelmente atribuidos a Y.

As incertezas para este trabalho foram calculadas com base no trabalho

realizado por Cunha®®. Neste trabalho um diagrama de causa e efeito para a



PUC-Rio - Certificacao Digital N° 0621159/CA

151

medicdo de fosforescéncia por SSRTP, onde se encontra selecionados 0s

componentes relevantes para os calculos (Figura 53).

o Repetitividade
Reprodutibilidade
Substrato sélido Substrato sélido
(papel de filtro) (papel de filtro) Repeticdes
Analista
Gés _____ Variagdes do
i to L
VarlagBes do equipamento LS 55
i to LS 55
equipamento Gas
» Fosforescéncia
Balbes
volumétricos
Massa coeficientes “a” e “b”
\ (certificado da balanca) (regresséo linear)
. . - Fator de
Micro pipeta automética diluigdo

Curva analitica
Preparo da solugéo critica

Figura 53: Diagrama de causa e efeito para a técnica SSRTP.

As incertezas de entrada sdo agrupadas em quatro grupos: principais e
estimadas para cada componente relevante: (i) Preparo de Solucdes Criticas, (ii)
Repetitividade, (iii) Reprodutibilidade, (iv) Curva analitica. Uma vez estimada a
incerteza de cada componente é possivel calcular a incerteza combinada e
expandida.

A incerteza associada a repetitividade da amostra (U.pe) foi calculada pela
estimativa do desvio padrédo “s,”, com dez repeticbes de uma mesma amostra,
sob as mesmas condi¢cbes. E a incerteza associada a reprodutibilidade da
amostra foi calculada pela estimativa do desvio padrdo da reprodutibilidade “sg”,
através de 10 substratos distintos de uma mesma amostra para cada analista,
sob as mesmas condigbes. A estimativa da incerteza da reprodutibilidade (Urepro)
foi calculada pela soma dos quadrados dos desvios da repetitividade de cada

analista “s,” e entre 0s analistas “Senye”’, cONforme Equacéo 37.

yi 3\

Hrepro = \/(Sr 4 Sentre2 ) (37)
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A estimativa da incerteza do componente curva foi calculada com base nos

coeficientes da curva analitica, Equagéo 38.

Ugyrva = \/[(cia2 X sza)+ (cib2 xs2b)+ (2xciy xCiy xu, xu, x1)|  (38)

: -b
onde: ¢, é o coeficiente de sensibilidade igual a M (“b” intercepcao
a

da reta); ¢, € 0 coeficiente de sensibilidade igual a -1/a (“a” inclinacdo da reta);

2 2
L L [ 2. sx) C L
U, € a incerteza de “a” e é igual a sa ("sfa'= Tz); U, é a incerteza de
2
z H n 1" n X S z . ~ H

“b* e é igual a s’b ("sb :T); D é o desvio padrdo igual a

(nszZ)—(zC)z; “C” é a concentracdo em mol L™ e “r" é a raz&o entre “a, b" e é
igual a _ 2C .
,/inXZCZi

Conforme descrito, os pardmetros massa, micropipeta e baldo volumétrico

contribuem na estimativa da incerteza associada ao preparo de solucgdes criticas.

Sendo assim, a incerteza associada ao preparo de solugBes criticas (us) foi

calculada conforme a Equagéao 39.

2
Ug = Hg || Hmey +(u|2"j X(de)+(ur(alj .

onde: "ump:” € a incerteza da micropipeta de 20-200 pL, "unp,” € a incerteza da

micropipeta de 5 pL, "u,,” € a incerteza do baldo volumétrico, "uy” € a incerteza
do fator de diluicdo, "uy,” € a incerteza da balanca e, K é o fator de abrangéncia
de cada componente. A razdo entre o valor da incerteza expandida expressa no
certificado “U” e o fator de abrangéncia “k” serd a incerteza combinada (Ucom). OS
certificados referentes as calibracbes da balanca, 2 micropipetas e baldo
volumétrico estéo nos anexos I, Il e ll.

Com base nos resultados encontrados para cada componente de incerteza
foram calculadas a incerteza combinada e incerteza expandida, conforme calculo

apresentado nas Equacbes 40 e 41, respectivamente.

\

U, = \/(ul' 2 + uR2 + uszucurvaz) (40)
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U=uxK (1

A Tabela 23 apresenta um resumo das incertezas calculadas para o nivel

de concentragéio de analito igul a 1,2 x 10 mol L™

Tabela 23: Valores das incertezas calculadas para os trés niveis de concentragéo

Fontes de L
_ Incertezas (mol L™)
incertezas
Preparo de ;
. N 9,14 x 100
solugdes criticas
Repetitividade 1,72 x 10°
Reprodutibilidade 1,88 x 10°®
Curva analitica 4,76 x10°
Incerteza
_ 1,79 x 10°
combinada
Incerteza
_ 3,59 x 10°
expandida

Uma vez identificada e calculada a incerteza de cada componente, é
possivel verificar quais destes componentes sdo mais relevantes para o
processo. O gréfico de barra, Figura 54, apresenta a contribuicdo de cada
componente de incerteza para o nivel estudado. Considerando o valor de
concentracdo pode - se confirmar que a maior contribuicdo de incerteza é a

repetitividade.
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USSRTPcombinada
Curva analitica
Solucdes criticas

Repro

Fontes de incertezas

Repe

0,00E+00 4,00E-06 8,00E-06 1,20E-05 1,60E-05 2,00E-05

-1
Incerteza mol L

Figura 54: Gréfico de barras mostrando a contribuicdo de incerteza de cada componente

no nivel estudado.
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Conclusodes e trabalhos futuros

Métodos analiticos baseados em MECC e SSRTP foram desenvolvidos e
validados para determinac&o de estrobilurinas (picoxistrobina e piraclostrobina) e
enrofloxacina, respectivamente. O método em MECC foi inicialmente otimizado
para promover a separacao dos fungicidas e para avaliacdo dos resultados em
termos de reprodutibilidade. Uma 6tima separacao dos picos foi obtida com boa
simetria e resolucdo. A validacdo do método foi muito importante para avaliar o
desempenho das analises no CE. Em busca de aumentar a sensibilidade, ndo foi
possivel aplicar rotineiramente a cela de caminho 6ptico alongado nas analises,
mas seu uso mostrou ser eficiente no aumento do sinal analitico.
Alternativamente, para aumentar a sensibilidade, o método de pré-concentracao
em linha foi aplicado com sucesso nas determinacBes dos analitos,
possibilitando aumentar o sinal analitico em 5 vezes e chegar a limites de
deteccdo e quantificacdo na ordem de 107 mol L™ o que equivale a centenas de
mg L™. A presenca do padréo interno azoxistrobina ndo provocou, em termos da
melhoria da resposta linear e de correcdo nos tempos de migragéo relativos, a
melhoria que se esperava. No entanto, quando o método foi aplicado em
amostras de urina e agua de riacho, valores de recuperacgfes satisfatorios para
os analitos em niveis de residuos foram obtidos, em especial, 0 uso do padréo
interno foi importante no resultado encontrado para a piraclostrobina. A precisédo
do método (repetitivadade e reprodutibilidade interna) tanto para a area quanto
para o tempo de migracdo, apresentou resultados satisfatérios
independentemente do uso do padréo interno.

O desenvolvimento do método por SSRTP foi inicialmente baseado em
estudos preliminares para o conhecimento das caracteristicas fosforescentes da
enrofloxacina. O maior sinal fosforescente foi alcancado pela presenca de nitrato
de télio, a partir de solucdes de analito preparadas em meio basico apds
irradiacdo UV durante 30 minutos. Nessas condi¢cdes o sinal apresentou maior
estabilidade frente a radiacdo de excitacdo. O estudo das solucdes de
enrofloxacina irradiadas utilizando o HPLC mostrou apenas que ocorrem
modificacBes na estrutura do fotoproduto em questdo, outro método deve ser

utilizado para identificacdo do composto (espectrometria de massas). A
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validacdo do método fosforescente foi realizada e os limites de detecgcdo e
quantificacdio encontrados ficaram na ordem de 10° mol L™* com valores em
termos de massa depositada no papel igual a 2,12 e 4,74 ng, respectivamente. O
estudo de comparagéo entre os métodos de SSRTP e HPLC mostrou que néo
existe diferenca significativa (nivel de significancia de 5%) entre eles na
determinagdo da enrofloxacina em formulacdes farmacéuticas. A precisdo do
método na medicdo do sinal analitico é afetada pela ndo homogeneidade dos
substratos solidos, esse resultado foi mostrado pelos valores de repetitividade.
No célculo da incerteza da medicdo do sinal fosforescente da enrofloxacina a
repetitividade nas mudancas de substrato foi 0 componente que mais contribuiu
na incerteza combinada.

Como trabalhos futuros para o método desenvolvido por MECC sugerem-
se:

i. Uma nova avaliagdo do uso do padrdo interno, como também a
busca de outra substancia que possa ser usada para esse
propdsito sem estar presente na matriz analisada.

. Aplicagéo da cela de caminho 6ptico alongado em conjunto com a
pré-concentragdo em linha para um grande aumento na
sensibilidade do método.

ii. A inclusdo de um novo composto da familia das estrobilurinas no
método aumentado assim o nimero de compostos determinados e
possivel aplicagdo em amostras de frutas onde possam estar

presentes.

Para o método em SSRTP seria interessante trabalhar os seguintes itens:
i. Avaliacdo de outro substrato sélido, como o Nylon, visando a
minimizagcdo da repetitividade do método, uma vez que tem uma
forte contribuicdo para a incerteza de medicdo. O Nylon é um
substrato interessante, pois permite a observacdo de intenso sinal
fosforescente em ambiente de baixo sinal de fundo. Outra forma
de minimizar a repetitividade é fazer adaptacdes do suporte de
substrato sélido de modo ser possivel a busca de maior sinal
fosforescente no momento da leitura, diminuindo assim erros de
adicdo das solugdes no centro do papel.
ii. Aplicagdo do método para determinacdo da enrofloxacina em
amostras biolégicas como leite e urina, sendo necessario um

estudo de extragdo em fase solida para minimizar possiveis
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interferéncias e aumentar a sensibilidade com pré-concentragdo

da amostra.



PUC-Rio - Certificacao Digital N° 0621159/CA

6
Referéncias

L KEITH. S. D., Pesticidas Usage in the United States: History, Benefits, Risks, and
Trehds, Department of Agriculture Extension Service Nationa | Agriculture Pesticide

Impact Assessment Program special project ,v. 1121, p. 1 -7, 2000.

2 RAVELO - PEREZ, L. M. R.; BORGES, J. H.; MIQUEL, T. M. B.; DELGADO, M.
A. R., Multiple Pesticide Analysis in Wine by MEKC Combined with Solid-Phase
Microextraction and Sample Stacking, Electrophoresis , v. 28, p. 4072-4081, 2007.

® TAYLOR, M. J, HUNTER, K, HUNTER, K. H, LINDSAY, D, BOUHELLEC, S. L,
Multi-Residue Method for Rapid Screening and Confirmation of Pesticides in Crude
Extracts of Fruits and Vegetables Using Isocratic Liquid Chromatography With
Electrospray Tandem Mass Spectrometry, Journal of Chromatography, v. 982, p. 225-
236, 2002.

* JEWESS, P.; LEE, P.; NICOLSS, P.; PLIMMER, J., Metabolic Pathways of
Agrochemicals, Part 2: Insecticides and Fungicides, Royal Soc. of Chemistry , p.1, 1999.

°> ANKE, T.; OBERWINKLER, F.; STEGLICH, W.; SCHRAMM, G, The Strobilurins
— New Antifungal Antibiotics from the Basidiomycete Strobilurus Tenacellus, Journal of
Antibiotcs , v. 30, p. 806 — 810, 1977

® SCHRAMM, G.; STEGLICH, W.; ANKE, T.; OBERWINKLER, F. Antibiotics from
basidiomycetes, Ill. Strobilurin A And B, Antifungal Metabolites from Strobilurus
Tenacellus, Chemische Beriche , v. 111, p. 2779 — 2784, 1978.

" BALBA, H., Review of Strobilurin Fungicides Chemicals, Journal of
Envionmental Sciense and Health Part B, v. 42, p. 441 — 451, 2007.

® KIM, B. S.; HWANG, B. K., Microbial Fungicides in the Control of Plant Diseases,
Journal Phytopathology , v. 155, p. 641 — 653, 2007.

° FISHEL, F.M., Pesticide Toxicity Profile: Strobilurins Pesticides, PI — 67, U. F.
IFAS Extention , 2005.



PUC-Rio - Certificacao Digital N° 0621159/CA

159

1% indice Monografico, Angéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVIA, P46 e
P50.

"' ABREU, S. M.; CORREIA, M.; HERBERT, P.; SANTOS, L.; ALVES, A,
Screening of Graes and Winw for Azoxystrobin, Kresoxim-Methyl and Trifloxystrobin
Fungicides by HPLC with Diode Array Detection, Food Additives and Contaminants , v.
22, p. 549 - 556, 2005.

2 ABREU, S. M.; CABONI, P.; CABRAS, P.; GARAU, V. L.; ALVES, A., Validation
and Global Uncertainty of a Liquid Chromatographic with Diode Array Detection Method
for The Screening of Azoxystrobin, Kresoxim — Methyl, Trifloxystrobin, Famocxadone,
Pyraclostrovin and Fenamidone in Grapes and Wine, Analytica Chimica Acta , v. 573, p.
291 — 297, 2006.

¥ SANINO, A.; BOLZONI, L.; BANDINI, M., Application of Liquid Chromatrography
with Electrospray Tandem Mass Spectrometry to the Determination of a New Generation
of Pesticides in Processed Fruits and Vegetables, Journal of Chromatography A, v.
1036, p.161-169, 2004

Y CHRISTENSEN, H. B.; GRANBY, K.; Method Validation for Strobilurin
Fungicides in Cereals and Fruit, Food Additives and Contaminants , v. 18, p. 866-874,
2001.

> GRACIA, A. J.; FONT, G.; PICO, Y., On — Line Preconcentration Strategies for
Analyzing Pesticides in Fruits and Vagetables by Micellar Electrokinetic Chromatography,
Journal of Chromatography , v. 1153, p. 104-113, 2007.

' HERNANDEZ, B. J.; CIFUENTES, A.; GARCIA, M. F. J.; RODRIGUES, B. M. A,,
Combinig Solid-Phase Microextraction and On-Line Preconcentration — Capillary
Electrophoresis Sensitive Analysis of Pesticides in Foods, Electrophoresis , v. 26, p. 980
—989, 2005.

' HERNANDEZ, B. J.; CIFUENTES, A.; GARCIA, M. F. J.; RODRIGUES, B. M. A.,
Analysis of Pesticides in Soy Milk Combining Soli-Phase Extraction and Capillary
Electrophoresis-Mass Spectrometry, Journal of Separation Science , v. 28, p. 948 —
956, 2005.



PUC-Rio - Certificacao Digital N° 0621159/CA

160

¥ RAVELO - PEREZ, L. M. R.; BORGES, J. H.; MIQUEL, T. M. B.; DELGADO, M.
A. R., Pesticide Analysis in Rose Wines by Micellar Electrokinetic Chromatography,
Journal of Separation Science, V. 30, p. 3240-3246, 2007.

¥ RAVELO - PEREZ, L. M. R.; BORGES, J. H.; MIQUEL, T. M. B.; DELGADO, M.
A. R., Pesticide Analysis in Tomatoes by Solid-Phase Microextration and Micellar
Electrokinetic Chromatography, Journal of Chromatography A , v. 1185, p. 151 — 154,
2008.

%% | ESHER, G. Y.; GRUETT M. D.; FROELICH, E. J., 1,8-Naphthyridine Derivates
— A New Class of Chemotherapeutic Agents, Journal Of Medicinal & Pharmaceutical
Chemistry , v. 5, p. 1063-&, 1962.

? PETERSON, L. R., Quinolone Molecular Structure-Activity Relationships: What
We Have Learned About Improving Antimicrobial Activity, Clinical Infectious Diseses , v.
33, p. S180-S186, 2001.

22 NAVA, I. S. J. Determinacdo Seletiva de Fluorquinolonas por Fosforimetria na
Temperatura Ambiente Suportada em Substrato de Celulose com Nitrato de Torio,

Dissertacao de Mestrado — Departamento de Quimica, PUC — RIO, 2007.

* MANSILLA, A. E.; PENA, A. M. DE LA; GOMEZ, D. G.; LOPEZ, F. S
Determiantion of Fluoroquinolones in Urine and Serum by Using High Performance Liquid
Chromaography and Multiemission Scan Fluorimetric Detection, Talanta, v. 68, p. 1215 —
1221, 2006.

* MITCHELL, M. A., Therapeutic Review Enrofloxacin, Journal of Exotic Pet
Medicine , v. 15, p. 66-69, 2006.

5 http://www.kinetomax.com.br/fr_dados_tecnicos.asp?pagina=3

% HUNG, J. F.; QUIONG, W. Y., Determination of Fluroquinolones in Eggs Using
In-Tube  Solid-Phase  Microextration Coupled to High-Performance Liquid
Chromatography, Analitycal Bioanalytical Chemistry , v. 384, p. 1228 — 1235, 2006.

*’ HERRANZ, S.; MORENO-BONDI, M. C.; MARAZUELA, M. D., Development of a
New Sampe Pretreatment Procedure Based on Pressurized Liquid Extration for the
Determination of Fluoroquinolones Residues in Table Eggs, Journal of
Chromatography A v. 1140, p. 63-70, 2007.



PUC-Rio - Certificacao Digital N° 0621159/CA

161

8 BELAL, F.; AL-MAJED, A. A., AL-OBAID, A. M., Methods of Amalysis of 4 —
Quinolones Antibacterials, Talanta, v. 50, p. 765 — 786, 1999.

? NAVALON, A.; BLANC, R., REYES, L., NAVAS, N.; VILCHEZ, J. L.
Determiantion of the Anatibacterial Enrofloxacin by Differential-Pulse Adsorptive Stripping
Voltammetry, Analytical Chimica Acta , v. 454, p. 83-91, 2002.

% RIZK, M.; BELAL, F.; IBRAHIM, F.; AHMED, S.; EL-ENANY, N. M., Voltammetric
Analysis of Certain 4 —Quinolones in Pharmaceuticls and Biological Fluids, Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis , v. 24, p. 211 — 218, 2000.

L ASKAL, H.; REFAAT, I.; DARWISH, I., Evaluation of N-Bromosuccinimide as a
New Analytical Reagent for the Spectrophotometric Determination of Fluoroquinlone
Antibioticas, Chemical & Pharmaceutical Bulletin , v. 55, p. 1551-1556, 2007.

% MOSTAFA, S.; EL-SADEK, M.; ALLA, E. A.; Spectrophotometric Determination
of Ciprofloxacin and Pefloxacin Through Charge Transfer Comple Formation, Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis , v. 27, p. 133-142, 2002.

® USLU, M. O.; YEDILER, A.; BALCIOGLU, I. A.; HOSTEDE-SCHULTE, S.,
Analysis and Sorption Behavior of Fluoroquinolones in Solid Matrices, Springer Science ,
v. 190, p. 55-63, 2008.

* MORENO-BONDI, M. C.; MARAZUELA, M.D.; Multiresidue Determination of
Fluoroquinolones in Milk by Column Liquid Chromatography with Fluorescenc and
Ultraviolet Absorbance Detection. Journal of Chromatography A, v. 1034, p. 25-32,
2004.

% Diario Oficial de las Comunidades Europeas (DOCE), Council Regulation N°
2377/90 L224, 991, 2601, 1990.

% KOWALSKI, P.; PLENIS, A., Simultaneous Determination of Six Quinolones
Antibiotics in Poultry and Porcine Samples By Capillary Elctrophoresis, Bulletin of the
Veterinary Institute in Pulawy , v. 52, p. 81-85, 2008.

8 ZHAO Y. Y.; WANG L. J; LI Y.Q.; HAN Y. Y.; DU G. L., On-Line Sweeping
Determination of Quinolones in Pork Tissue by Micellar Capillary Electrophoresis,

Chemical Journal Of Chinese Universities-Chinese  , v. 28, p. 62 — 64, 2007.



PUC-Rio - Certificacao Digital N° 0621159/CA

162

% HERNANDEZ, M.; AGUILAR, C.; BORRULL, F.; CALULL, M, Determination of
Ciprofloxacin, Enrofloxacin and Flumequine in Pig Plasma Samples by Capillary
Isotachophoresis — Capillary Zone Electrophoresis, Journal of Chromatography B, v.
772, p.163 -172, 2002.

% BATTS, B. D.; FATHONI, A. Z., A Literature-Review on Fuel Stability Studies
with Particular Emphasis on Diesel Qil, Energj. Fuel , v. 5, p. 2 -21, 1991

“° MARQUES, F. F. C., Fosforimetria na Temperatura Ambiente e em Substrato
Solido (FTASS) para a Determinacao de dois Derivados da Beta — Carbolina (Harmane e

Harmine). Dissertac@o de Mestrado . Rio de Janeiro: PUC, 2005.

*' PEREZ, L. R. M.; BORGES, H. J.; CIFUENTES, A.; DELGADO, M. A. R.; MEKC
Combined with SPE and Sample Stacking for Multiple Analysis of Pesticides in Water
Samples at the ng/L Level, Electrophoresis , v. 28, p. 1805 — 1814, 2007.

2 KHALEDI, M. G, High-Performance Capillary Electrophoresis — Theory,
Techniques, and Applications, Chemical Analysis , v. 146, 1998.

43 Operating and Service Manual — Model 303A — Static Mercury Drop Electrode.
EG&G, Princeton applied Research: Estados Unidos, p. II- 3, 1984.

“* DORBON, M. e BERNASCONI, C. Nitrogen-Compounds in Light Cycle Oils -
Identification and Consequences of Aging, Fuel, v. 68, p. 1067 , 1989.

> CARDOSO, C. E. MARTINS., Utilizacdo da Fosforimetria na Temperatura
Ambiente Suportada em Substrato Sélido para a Determinagcédo Seletiva de Compostos
Policiclicos Aromaticos Nitrogenados e Sulfurados em Gasolina e em Sedimento,

Departamento de Quimica, PUC-RJ, 2007.

“° TAVARES, M. F. M, Eletroforese Capilar: Conceitos Basicos, Quimica Nova , v.
19,n. 2, p. 173 - 181. 1996.

*" HEIGER, D., High Performance Capillary Electrophoresis — An Introduction,
Hewlett — Packard , Publicacdo niamero 5968-9963E, 2000.

“ NURSTEN, R. M. A, Capillary Electrophoresis for Food Analysis — Method
Development, Royal Society of Chemistry , 2000.



PUC-Rio - Certificacao Digital N° 0621159/CA

163

“ TERABE, S.; QUIRINO, J. P, Sample Stacking of Cationic and Anionic Analytes
in Capillary Electrophoresis, Journal of Chromatography A, v. 92, p. 119 -135, 2000.

® TISELIUS, A.; JERSTEDT, S.; HJERTEN, S., Some Aspects of Use of
Continuous and Discontinuous Buffer Systems in Polyacrylamide Gel Electrophoresis,

Analitycal Biochemistry , v. 11, p.219, 1965.

* TURIEL, E.; FERNANDEZ, P.; On-Line Concentration in Micellar Electrokinetic
Chromatography for Triazine Determination in Water Samples: Evaluation of Three
Different Stacking Modes, Analyst , v. 125, p. 1725 -1731, 2000.

2 CHIEN, R. L.; BURGI, D. S., Field Amplified Sample Injection in High-
Performance Capillary Electrophoresis, Journal of Chromatography, v. 559, p. 141 -
152, 1991.

> MIKKERS, F. E. P; EVERAEST, F. M.; VERHEGGEN, T. P. E., Concentration
Distributions in Free Zone Electrophoresis, Journal of Chromatography, v. 169, p. 1 -
10, 1979.

* TERABE, M. F. M.; QUIRINO, J. P.; INOUE, N., Reversed Migration Micellar
Electrokinetic Chromatography with Off-Line and On-Line Concentration Analysis of

Phenylurea Herbicides, Journal of Chromatography A , v. 892, p. 187 — 194, 2000.

*® BORGES, J. H. J.; MONTELONGO, F .J. G; CIFUENTES, A.; DELGADO, M. A.
R., Determination of Herbicides in Mineral and Stagnant Waters at ng/L Levels Using
Capillary Electrophoresis and UV Detection Combined with Solid-Phase Extraction and

Sample Stacking, Journal of Chromatography A v. 1070, p. 171 — 177, 2005.

*® PYELL, U., Electrokinetic Chromatography, Therory, Instrumentation e
Applications, Wiley, 2006.

" NEUE, D. U., HPLC Columns: Theory, Thechnology, and Pratice, Wiley, 1997.

*® ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005. Requisitos Gerais para Competéncia de

Laboratorios de Ensaio e Calibracéo.

** INMETRO, DOQ — CGCRE — 0008, Orientacdo Sobre Validagdo de Métodos de

Ensaios Quimicos, Revisdo 02 — Junho/2007.



PUC-Rio - Certificacao Digital N° 0621159/CA

164

® HARRIS, D. C., Andlise Quimica Quantitativa, 5° Edicéo, Editora LTC, 2001.

' MEIER, P. C., Statistical Methods in Analytical Chemistry, v. 153, Wiley, 2000.

®2 RIBANI, M.; BOTTODI, C. B. G.; COLLINS, C. H.; JARDIM, |. C. S. F., Validacéo
em Métodos Cromatograficos e Eletroforéticos, Quimica Nova , v. 27, p. 771 — 7780,

2004.
® CITAC/EURACHEM, Guide to Quality in Analytical Chemistry, 2002.

® BRITO, N. M.; JUNIOR, O. P. A.; POLESE, L., et. all., Avaliacdo da Exatiddo e
da Precisdo de Métodos de Andlise de Residuos de Pesticidas Mediante Ensaios de

Recuperacao, Pesticidas: R. Ecotoxicol. E Meio Ambiente , v. 12, p.155, 2002.

® CUNHA, A. L. M. C., Desenvolvimento e Validacdo de Método Fosforimétrico em
Substrato de Celulose para Determinagcdo de Pireno e Criseno. Tesse de Doutorado —

Departamento de Quimica, PUC - Rio, Rio de Janeiro, 2007.

® VO-DINH, T. Room Temperature Phosphorimetry for Chemical Analysis,
Chemical Analysis Series , v. 68, 1984.

®*HURTUBISE, R., Phosphorimetry: Theory, Instrumentation, and Applications.
VCH Publishers: New York , 1990.

® SKOOG, D.; LEARY, J., Andlisis Instrumental, McGraw-Hikk: Espafia, 1993.

% JOBLONSKI, A. Z., Physik , v. 94, p. 38, 1935.

" GUNSHEFSKI, M., SANTANA, J. J., STEPHENSON, J. E WINEFORDNER, J.
D. Solid-surfaceRroom-Temperature Phosphorescence. Applied Spectroscopy Reviews,
v. 27(2), p. 143-192, 1992.

™ SCHULMAN, S. G.. Molecular Luminescence Spectroscopy — Methods and
Applications — Part I. New York: John Wiley & Sons, 1975.

2 VO-DINH, T. and WINEFORDNER, J. D., Applied Spectrosc. Rewiew , v. 13,
p.261, 1992.



PUC-Rio - Certificacao Digital N° 0621159/CA

165

® KASHA, M., Vibrational Fine Structure in the Absorption Spectra of Uranyl and
Plutonyl lons in Aqueous Solution, J. Chem. Phys ., v. 17, p. 349, 1949.

" MCLURE, D. S.. J. Chem. Phys ., v. 17, p. 905, 1949.

® CAMPIGLIA, A. D. e GIOIA, S. M. C. Room Temperature Phosphorescence of
Biogenic indoles in Low Background Paper Enhanced by Heavy Atom Salts and Sodium
Dodecyl Sulfate, Anal. Chim. Acta , v. 287, p. 89-94, 1994,

® ARRUDA A. F. e CAMPIGLIA A. D., Phosphorimetric Determination of
Indomethacin in Pharmaceutical Formulations, Analyst , v.122, p. 559 — 562, 1997.

" FIDANZA, J. e AARON, J. J.. Evaluation of Filter Papers as Substrates for Solid-
Surface Room-Temperature Fluorimetry and Photochemical Fluorimetry. Talanta, v. 33
(3), p. 215-218, 1986.

® CAMPIGLIA, A. D. e DE LIMA, G. C., Room-Temperature Phosphorimetry of
Carbaryl in Low-Background Paper, Anal. Chem , v. 59, p. 2822 - 2827, 1987.

" MCALEESE, D. L. e DUNLAP, R. B.. Reduction of Background Emission in

Room-Temperature Fosforescence, Anal. Chem ., v. 56, p. 600, 1984.

% HURTUBISE, R. J., Solid-Matrix Luminescence Analysis: Photophysics,
Physicochemical Interactions and Applications, Anal. Chim. Acta , v. 351, p. 1-22, 1997.

8 SEYBOLD, P. G e WHITE, W. Room Temperature Phosphorescence Analysis:
Use of the External Heavy-Atom Effect. Anal. Chem ., v. 47 (7), p. 1199 - 1200, 1975.

% WHITE, W. e SEYBOLD, P. G., External Heavy-Atom Effect on Room-
Temperature Luminescence of Adsorbed Dyes, J. Phys. Chem ., v. 81, p. 2035 - 2040,
1977.

® BOWER, E. L. e WINEFORDNER, J.D., Effect Of Sample Environment on
Room-Temperature Phosphorescence of Several Polynuclear Aromatic-Hydrocarbons
Anal. Chim. Acta ., v. 102, p. 1 - 13, 1978.

8 VO-DINH, T. LUE-YEN, E. e WINEFORDNER, J. D., Room-Temperature
Phosphorescence of Several Polyaromatic Hydrocarbons, Talanta, v. 24, p. 146 - 148,
1977.



PUC-Rio - Certificacao Digital N° 0621159/CA

166

% VO-DINH, T., YEN, E. L. e WINEFORDNER, J. D., Heavy-Atom Effect on Room-
Temperature Phosphorimetry, Anal. Chem ., v. 48 (8), p. 1186 - 1188, 1976.

% ARRUDA, A. F., AUCELIO, R. Q., Room-Temperature Phosphorimetry for the
Selective Determination of Yohimbine in the Presence of Reserpine-Like Indolic

Alkaloids, Anal. Sci ., v.18, p. 831 - 834, 2002

¥ RODRIGUEZ, J. J. S., GARCIA J. H., FERRERA, Z. S. e LAZARO, B. M. Solid
Surface  Room Temperature Phosphorescence of Polychlorinated Dibenzofurans
Enhanced by a Surface Active Agent, Anal. Letters , v.28, p. 2413-2436, 1995.

% HURTUBISE, R. J. Phosphorimetry - New Developments Include Solid-Surface,
Micelle-Stabilies, and Solution-Sensitizes Room-Temperature Phosphorescence, Anal.

Chem., v. 55 (6), p. 669A-680A, 1983.

% DE LIMA, C. G. e NICOLA, M. M., Analytical Application Of Room And Low-
Temperature (77-K) Phosphorescent Properties of Some 1,8-Naphthyridine Derivatives,
Anal. Chem . v. 50, p. 1658 - 1665, 1978.

% MEIER, P. C., Statistical Methods in Analytical Chemistry, v. 153, Wiley, 2000.

%% AOAC International — Peer Verified Method Program — Manual on Policies and

Procedures, 1998.

%2 Guia para a Expressdo da Incerteza de Medicdo — 22 edic&o brasileira — ABNT,
INMETRO, SBM - Brasil, 1998.

% FREITAS, S. M., Metodologia Estatistica para Validacdo de Métodos Analiticos

Aplicaveisl & Metrologia em Quimica, Departamento de Metrologia, PUC-RJ, 2003.



PUC-Rio - Certificacao Digital N° 0621159/CA

167

Anexos

Certificado da calibragé@o da vidraria — baldo volumeétrico de 10 mL.
Certificado da calibragéo da micropipeta 100 — 1000 pL.
Certificado da calibragéo da micropipeta 10 pL.

Certificado da calibra¢é@o da balanca analitica.
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I. Certificado da calibracdo da vidraria — baldo volumétrico de 10 mL.
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II. Certificado da calibragdo da micropipeta 100 — 1000 pL.
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. Certificado da calibracdo da micropipeta 10 pL.
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. Certificado da calibrag@o da balanca analitica.
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