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RESUMO

A presente tese descreve o desenvolvimento de dois métodos analiticos: I - Sistemas de analise
em fluxo para a determinacdo de sulfaguanidina sddica em amostras farmacéuticas e
alimenticias e Il - Determinacdo de pesticidas organofosforados, em amostras alimenticias,
empregando material magnético de acesso restrito para a pré-concentracdo. Na primeira analise,
0 método se baseou na reacdo da sulfaguanidina com ion nitrénio e N-naftietilenodiamina para
produzir um complexo colorido, cuja absorbancia foi monitorada em 545 nm. O sistema foi
otimizado, utilizando um planejamento fatorial fracional 2’2 e matriz de Doehlert. O método
desenvolvido foi aplicado em amostras de medicamentos e alimentos (ovo, leite e figado de
frango). Os possiveis interferentes foram avaliados por técnica multivariada e representados em
graficos de probabilidade, ndo indicando interferéncias significativas para um nivel de
confianca de 95%. O método apresentou limites de deteccdo e quantificacdo de 0,012 mg L™t e
0,039 mg L™, respectivamente, freqliéncia analitica de 30 leituras h™ e boa precisdo expressa
por desvio padrdo relativo inferior a 4,0%. Os resultados foram concordantes com os obtidos
pela técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia, atestando a exatiddo do método
proposto. Na segunda analise, foi sintetizado um material magnético de acesso restrito (M-
RACNT), para extrair pesticidas organofosforados de amostras de alimentos com teor proteico.
A magnetizacdo do material favorece a separacdo em fase dispersiva, visto que os nanotubos
de carbono sdo de dificil separacdo em meio aquoso. Sendo assim, com o auxilio de um campo
magnético externo (ima), foi possivel separar o material sorvente da amostra. Por outro lado, a
camada de albumina sérica que reveste os nanotubos de carbono forma uma barreira fisica,
impedindo que as proteinas presentes na matriz adsorvam o material. No entanto, o0s
organofosforados, por serem moléculas de menor tamanho, conseguem migrar e serem
adsorvidos pelos M-RACNTSs, garantindo, assim, sua extracdo da matriz. O material
desenvolvido foi capaz de excluir aproximadamente 100% das proteinas presentes no meio,
teste esse confirmado por experimentos de exclusdo proteica. Posteriormente ao processo de
extracdo em fase sélida, as amostras foram verificadas, utilizando um sistema de analise em
fluxo com deteccdo espectrofotométrica (560 nm). O sistema foi otimizado, usando um
planejamento fatorial fracional 252 e matriz de Doehlert. O método foi aplicado para a
determinacdo de pesticidas organofosforados em cinco amostras de alimentos (brécolis,
berinjela, couve-flor, leite de soja e vagem verde). Quanto as figuras de mérito, o método
apresentou faixa linear entre 5 pug L e 90 pg L2, limite de deteccdo de 0.74 pg L2, limite de
quantificacio de 2,44 ug L2, fator de pré-concentracdo de 271 vezes e RSD inferior a 3,67%.
A exatidao do método foi avaliada em comparacdo com a técnica por cromatografia liquido de
alta eficiéncia. Os resultados foram condizentes (teste-t, p = 0.05).

Palavras-chave: Sulfaguanidina Soédica. Organofosforados. Sistema de Analise em Fluxo.
Nanotubos de Carbono Magnéticos de acesso restrito. Otimizacdo Multivariada.



ABSTRACT

This thesis describes the evolution of two analytic methods: I- Systems of flow injection
analysis for determining the sodium sulfaguanidine in pharmaceutic and food samples and Il -
The determination of organophosphates' pesticides, in food samples, using magnetic material
of restrict access for pre concentration. In the first analysis, the method based itself on the
reaction of sulfaguanidine with nitric ion and n-naphthylethylenediamine to produce a colored
complex, which the absorbance was monitored in 545 nm. The system was optimized, using a
fractional factorial planning 2 2 and Doehlert matrix. The method was aplyed in samples of
medicines and food (egg, milk and chicken's liver). The possible interfering were evaluated by
multivariated technique and represented in probabbiliry's graphics, and there were no
significant interferences in a reliable level of 95%. The method showed us limits in detecting
and quantifing in 0.012 mg. L and 0.039 mg. L%, respectively, nalytic frequency of 30
readings.h* and good accuracy demostrated by relative standard deviation under 4.0%. The
results agreed to the results obtained by the technique of high-performance liquid
chromatography, testing the method's accurancy. In the second analysis, it was synthesized a
magnetic material of restrict access (M-RACNT), to extract the organophosphates' pesticides
of food samples with high protein level. The material's magnatization auxiliates the division in
dispersive phase, as the carbon nanotubes are hard to devide in water environment. Thus, with
the help of a magnet, it was possible to separate the sample's sorbent material. On the other
hand, the serum albumin which covers the carbon nanotubes constitutes a physical barrier,
stopping the proteins to absorve the material. However, the organophosphates, for being smaller
molecules, can migrate and be absorbed by M-RACNTS, ensuring the extraction of the matrix.
The material resulted was capable of excluding about 100% of the proteins in the environment,
this test was ensured by experiments of protein removal. Later to the proccess in solid stage,
the samples were checked, using a system of flow injection analysis with spectrophotometric
(560 nm). The system was optimized, using a fractional factorial planning 2% and Doehlert
matrix. The method was applyed to determine organophosphates’ pesticides in five food
samples (brocolli, eggplant, cauliflower, soy milk and beans). In relation to the merit, the
method presented a linear range between 5 pug L™ ! and 90ug. L™, limit of detection of 0,74 ug.
L1, limit of quantification of 2,44 ug L %, pre concentration factor 271 times under and RSD
inferior to 3.67%. The accurancy of the method was evaluated in comparison to the technique
of high-performance liquid chromatography. The results were consistent (test-t, p = 0,05).

Keywords: Sodium Sulfaguanidine. Organophosphates. System of Flow injection Analysis.
Magnetic Carbon Nanotubes of restrict access. Multivarieted Optimization.
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1 INTRODUCAO

A atividade agropecuéria brasileira pertence ao setor priméario da economia, sendo
umas das primeiras atividades econdmicas desenvolvidas no Brasil, apresentando um papel
importante para o cenario nacional, além de contribuir de forma significativa para o comércio
exterior (FREITAS, 2017).

O Brasil, desde 2010, é o terceiro maior produtor e exportador agropecuario do mundo,
atras, apenas, dos Estados Unidos e da Unido Europeia, e, segundo perspectivas, tendera a
crescer nos proximos anos (CHADE, 2019).

O rebanho bovino brasileiro € o segundo maior do mundo, com mais de 200 milhdes
de cabecas de gado, sendo assim, faz do Brasil o maior exportador mundial de carne, além
disso, possui uma elevada producéo de leite para 0 consumo no mercado interno (SMERALD

I; MAY, 2008).

Atualmente, o Brasil deixou de ser um pais importador de alimentos, transformando-
se em um grande exportador de produtos agropecudrios. Entre os anos de 1975 e 2015, o fator
médio de crescimento da producédo agropecuéria foi de 3,58% ao ano, atingindo, na ultima
década, um aumento de 4,08% (FREITAS, 2017). Com a elevada producdo agropecuaria,
ocorreu um grande consumo de pesticidas e medicamentos veterinarios, que levou o Brasil,
na ultima década, a ser o maior consumidor mundial nesses segmentos. Dessa forma, para a
producdo de alimentos e animais destinados ao abate, é constante 0 uso de medicamentos
veterinarios com acles preventivas e terapéuticas (LONDRES, 2011). Entretanto, o uso
indiscriminado desses compostos, compromete a salde, visto que os residuos desses produtos
podem ser consumidos na dieta, estando presentes nos vegetais, carnes, ovos e leite (BRASIL,
2012).

Com a finalidade de assegurar a qualidade dos produtos de origem animal e vegetal, a
Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) vem trabalhando intensamente para estabelecer e
controlar os limites de residuos de medicamentos veterinarios e pesticidas em alimentos. Em
conjunto com a OMS, a Organizacdo para a Alimentacdo e Agricultura das Nacdes Unidas
(do inglés, Food and Agriculture Organization - FAO) criaram a Secretaria da Comissdo do
Codex Alimentarius (CAC) (BOTSOGLOU; FLETOURIS, 2001). Esses 0rgaos,
regulamentadores, estabeleceram para alimentos como carnes, ovos e leite, o limite maximo

de residuos de sulfas de 100 pug Kg* e para pesticidas organofosforados, os valores estio
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definidos entre 10 pg Kg™ até 100 pg Kg*. Essa variacio esta relacionada com a classe de
pesticida e com o tipo de dieta usada na alimentagé&o.

No ano de 2009, o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (BRASIL,
2009) publicou, no Diario Oficial da Unido, a Instrugdo Normativa N° 26, que trata de um
“Regulamento técnico para a fabricagdo, o controle de qualidade, a comercializagdo ¢ o
emprego de produtos de uso veterinario”. De acordo com esse regulamento, nenhum
medicamento veterinario, destinado a animais de abate, podera ser comercializado sem 0s
testes dos estudos de eficicia, seguranca e determinacdo do periodo de caréncia. Essas
informacdes devem estar disponiveis nas embalagens dos produtos.

Os residuos de medicamentos veterinarios, de origem animal, podem ocorrer a partir
do ndo cumprimento do periodo de caréncia para o abate ou atraves de racfes de origem
vegetal, seja pela aplicacdo de pesticidas em areas de producdo animal (currais, granjas e
estabulos) ou atraveés do uso excessivo desses produtos, podendo, assim, afetar a seguranca
alimentar (BLOMBERG, 2009; SHI, 2015).

A presenca de residuos de antibioticos e pesticidas em alimentos pode causar efeitos
deletérios a saude humana, por serem mutagénicos, cancerigenos, citotdxicos, genotdxicos,
teratogénicos e imunotéxicos (WILLIAMS; JAMES; ROBERTS, 2014). Dessa forma,
monitorar a quantidade desses compostos é de suma importancia para garantir a seguranca
alimentar nos diversos tipos de produtos que fazem parte da dieta basica do brasileiro
(BRASIL, 2012).

Nesse contexto, métodos analiticos para a determinacdo de antibioticos e pesticidas
tém sido aprimorados e a literatura reporta diferentes técnicas, como: espectrofluorimetria
(PENA et al., 1992), métodos eletroanaliticos (MASAGATI, 2002), eletroforese capilar
(SHAKULASHVILI, 2004; MARDONES; RIOS; VARCAREL, 2006), biossensores
eletroquimicos (FURTADO et al., 2008), cromatografia gasosa (UEYAMA et al., 2006;
BIAN et al., 2018), técnicas de extracdo em fase solida, utilizando materiais RAM (restricted-
access material) (CUI et al., 2015), determinacdes por espectrofotometria (RAGHUVEER et
al., 1993, ERRAYESS et al.,, 2017), cromatografia liquido equipadas com técnicas de
deteccdo simples, como ultravioleta (UV) ou acoplados com sofisticados espectrometros de
massas (MALDANER; SANTANA; JARDIM, 2008; GADJA et al., 2019; WANG et al.,
2019), polimero molecular impresso (MIP) - Cromatografia em camada delgada
(MUTAVDZIC et al., 2014), QueEChERS — UPLC -MS/MS (XU et al., 2019) e outras

técnicas analiticas.
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Visando contribuir com as questdes supracitadas, o presente estudo traz a aplicacéo
dos sistemas de analise em fluxo e extracdo em fase sélida, com vistas a determinacdo de
residuos de antibiéticos (Sulfaguanidina sédica) em amostras farmacéuticas e de alimentos e
pesticidas (organofosforados), bem como em amostras alimenticias (vegetais).
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2 REVISAO DA LITERATURA

A revisdo bibliogréafica relata uma sinopse sobre os sistemas por analise em fluxo,
planejamento e otimizacdo de experimentos, antibidticos, organofosforados, nanotubos de
carbono (CNTSs) e materiais de acesso restritos (RAM).

2.1 Sistema de Analise em Fluxo

Os sistemas de andlise por inje¢do em fluxo (do inglés flow injection analysis, FIA)
foi desenvolvido no ano de 1957, por Skeggs (SKEGGS, 1957), revisitado por Ruzicka e
Hansen, em 1975, (RUZICKA; HANSEN, 1975) sendo introduzido, no Brasil, em 1976, por
pesquisadores do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA/USP) (RUZICKA,;
STEWART,; ZAGATTO, 1976; BERGAMIN; REIS; ZAGATTO, 1978; MICRONAL,
1984).

A partir de 1977, ocorreu um desenvolvimento rapido dos sistemas FIA em muitos
paises, com consequente expansdo dos novos conceitos envolvidos, o que culminou no
aparecimento dos primeiros analisadores FIA comercialmente disponiveis na Suécia e Estados
Unidos (REIS; GINE; KRONKA, 1996).

Nessa modalidade analitica, a amostra é inserida no sistema através de um fluxo
carregador, que a transporta até um detector acoplado ao sistema em fluxo. Ao longo do
percurso analitico, a amostra pode sofrer tratamento em linha, como: a adicdo de reagentes
por confluéncia, adaptacdo de colunas para a pré-concentracdo ou contendo reagentes em fase
sélidas (REIS; GINE; KRONKA, 1996). Normalmente, os sistemas por analise em fluxo s&o
divididos em quatro partes, sendo a primeira a propulsdo dos fluidos, geralmente, por uma
bomba peristaltica. Na segunda etapa, ocorre a insercdo da amostra atraveés de um injetor
comutador. Na terceira etapa, no percurso analitico, sdo adicionados reagentes por
confluéncias e para melhorar a interacdo amostra e reagente sao acopladas bobinas de reacdo.

Por altimo, tem-se um sistema de detec¢do, conforme mostrado no esquema da Figura 1.
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Figura 1: Sistema de analise em fluxo por confluéncia, R1, R2 e R3 reagentes; T solugdo
transportadora; C1, C2 e C3 confluéncias para adicdo de reagentes; R1 e R2, bobinas
reacionais

Injetor ?
Bomba ¢ y
[ ' peristaltica y

Fonte: O autor (2017)

Os sistemas FIA foram propostos como um metodo alternativo aos procedimentos
convencionais, diminuindo o manuseio das amostras, bem como a quantidade dos reagentes
utilizados (BURGUERA, 1989), visando a determinacdo quantitativa de espécies quimicas.
Sua aplicacdo tem caracteristicas favoraveis quando: a) o niUmero de amostras for grande, b)
para minimizar o consumo de amostras e reagentes, ¢) aumentar a frequéncia analitica, d)
melhorar a precisdo dos resultados analiticos, €) reducdo de custos operacionais e f) geracao
de menor volume de residuos (LIMA et al., 2010).

Devido a sua ampla gama de aplicagdes praticas e a simplicidade instrumental, nas
Gltimas décadas essa modalidade analitica despertou grande interesse na comunidade
internacional, refletindo, assim, em um grande nimero de publicacBes (21st International
Conference on Flow Injection Analysis and Related Techniques, 2017). Dentre as principais
vantagens dessa modalidade, tem-se a versatilidade, o baixo custo, a facil operacdo e a ampla
aplicacdo da espectrofotometria molecular, sendo assim possivel a obtencdo de métodos com
desempenhos melhorados. Quando a finalidade para o método for reduzir o consumo de
reagentes, os sistemas de zonas coalescentes e fluxo intermitente sdo bem empregados. Na
primeira configuracdo, aliquotas predefinidas de reagentes e amostras sao inseridas
simultaneamente no percurso analitico, evitando, assim, 0 consumo em excesso de ambos. Na
configuragdo com fluxo intermitente, a introducdo do reagente ocorre somente na etapa de

amostragem, contribuindo para a economia do mesmo e reduzindo o volume de residuos
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(REIS; GINE; KRONKA, 1996; ARMENTA; GARRIDES; GUARDIA, 2008; KOLEV;
MCKELVIE, 2008).

A maioria dos trabalhos reportados empregando sistemas FIA, tem utilizado a
otimizacdo monovariada convencional. Trabalhos recentes tém apontado para uma expressiva
vantagem do uso de ferramentas quimiométricas para esse fim. Assim, o item seguinte

apresenta uma abordagem dessa ferramenta, a qual também foi utilizada no presente trabalho.

2.2 Quimiometria

Quando se pretende desenvolver um novo procedimento de analise, os fatores que
influenciam no método analitico, como concentracdo de reagentes, temperatura, tempo de
agitacdo, tipos de solventes, pH e entre outros, devem ser otimizados, objetivando a melhoria
na resposta analitica. Uma das formas de estudar e de otimizar esses fatores é fazer uso da
tradicional otimizacdo univariada. Nesse tipo de otimizacdo, cada fator é avaliado
isoladamente, fixando-se os demais. Apesar da otimizacdo univariada ainda ser muito
utilizada, ela apresenta, como desvantagem, um elevado nimero de experimentos, tornando,
assim, o processo de otimizacdo moroso, além de ndo se obter informacGes a respeito das
interacdes entre os fatores sobre a resposta analitica (FERREIRA et al., 2003).

Para sanar essa limitacédo, a otimizacdo multivariada vem ganhando destaque como um
método alternativo, visto que permite otimizar todos os fatores de forma simultanea,
garantindo maior eficiéncia, menor nimero de ensaios e, ainda, permite explorar a informacao
da interacdo entre fatores que podem contribuir para a resposta analitica (HIBBERT, 2012).
Assim, 0s itens seguintes apresentam uma sintese dos planejamentos utilizados nos estudos

de otimizacéo e aplicados neste trabalho.

2.2.1 Planejamento Fatorial de Dois Niveis

Os planejamentos fatoriais de dois niveis sdo usados como o primeiro passo para se
otimizar um sistema analitico. Com o uso desses planejamentos, faz-se uma triagem, a fim de

verificar quais sdo os fatores (variaveis) que apresentam efeitos significativos no método



26

analitico. De acordo com Neves e Schvartzman (2002), esse tipo de planejamento
normalmente é representado por 2%, sendo k o nimero de fatores. Com as combinagdes dos k
fatores investigados em dois niveis, tem-se um planejamento composto de 2 experimentos.
De modo geral, os planejamentos fatoriais do tipo 2¥ sdo os mais comuns, apesar de ser
possivel fazer uso de meias fragdes, os chamados planejamentos fatoriais fracionarios
descritos como 2", em que n pode ser igual a 1, 2, 3, ...n.

Com os resultados obtidos nos experimentos do planejamento fatorial de dois niveis,
calcula-se o efeito que cada fator exerce sobre o sistema e, assim, verifica-se quais sao
significativos.

Apos a avaliacdo da significancia dos fatores, a otimizacdo em si de um método
analitico é realizada por meio do uso de modelos matematicos quadraticos, podendo ser
construido a partir da matriz de Doehlert, Planejamento Composto Central (CCD) ou
planejamento Box—Behnken (TARLEY; SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005). No presente

trabalho foi empregada a Matriz de Doehlert na etapa de otmizacéo.

2.2.2 Planejamento Matriz de Doehlert

O modelo de otimizacdo por Matriz de Doehlert € um planejamento uniforme,
proposto por Doehlert em 1970 e tem sido usado em quimica analitica (DOEHLERT, 1970).
Tem uma estrutura propicia para a aplicacdo do Método de Superficie de Resposta (MSR),
permitindo a estimativa dos parametros de um modelo quadratico e a construcdo de
planejamentos sequenciais.

Essa técnica se baseia em matrizes experimentais, que apresentam pelo menos trés
niveis para cada variavel. Inclui procedimentos estatisticos na modelagem matematica de
respostas, permitindo estudar, modelar e deslocar o sistema até a sua otimizacdo (FERREIRA,;
BEZERRA; SANTOS, 2003; TEOFILO; FERREIRA, 2006).

O planejamento Matriz de Doehlert, apresenta como vantagem a possibilidade de
estudar os fatores mais importantes com nimeros maiores de niveis. Como exemplo, uma
matriz de Doehlert para trés fatores apresenta os seguintes niveis 3, 5 e 7. Dessa forma, o fator
mais significativo pode ser estudado em uma faixa mais extensa de niveis, a saber, 7 niveis,
garantindo, assim, uma otimizag&o mais eficiente (TEOFILO; FERREIRA, 2006). A resposta

obtida dos experimentos, possibilita a constru¢cdo de uma fungdo polinomial que pode ser



27

perfeitamente empregada na construcéo das superficies de resposta. Para obter as condi¢des
de 6timo, a partir dessas funcdes, basta derivar a equacao obtida do planejamento em funcéo
do fator de interesse e iguald-la a zero (LUNDSTEDT et al., 1998). Neste trabalho o
Planejamento Matriz de Doehlert, foi aplicado para a otimizacdo dos métodos por analise em

fluxo e para a extracdo em fase sélida utilizando material de acesso restrito.

2.3 Nanotubos de Carbono (NTC)

Os primeiros trabalhos sobre nanotubos de carbono datam de 1991, quando lijima
almejava produzir fulerenos pela técnica de descarga de arco. Nessa sintese, foram observadas
estruturas formadas por multiplas camadas de folha de grafeno, com didmetros na ordem de
nanémetros e comprimentos superiores a 1um. Dessa forma, o mundo passou a saber que o
carbono podia apresentar outras configuracdes muito importantes (11JIMA, 1991).

Desde a sua descoberta, os nanotubos de carbono tém sido empregados, como
substratos de sor¢do em extracGes em fase solida, para a pre-concentracdo de analitos em
amostras organicas e inorganicas, a partir de diferentes matrizes (LATORRE et al., 2012;
MANI; CHEN; LOU, 2013; TIWARI et al., 2016).

Dentre as suas propriedades favoraveis, podemos citar: grande resisténcia térmica, séo
bastante flexiveis, ndo quebram ou sofrem avarias quando dobrados ou quando sdo submetidas
a alta pressao, elevada estabilidade quimica e fisica, grande area superficial, alta rugosidade,
boa resisténcia ao cisalhamento, além de apresentar propriedades interlaminares,
caracteristicas que garantem que sejam usados como sorventes em etapas de pré-concentracao
(ALEKSANDER, 2007; YAKOBSON; AVOURIS, 2001; CUI; ZHENG, XIN, 2015;
WANG et al., 2018).

S&o varios os campos de aplicagcdo dos NTC’s, como: na quimica, na farmécia, na
biotecnologia, na eletrbnica, na 6tica, producbes de medicamentos, na dessalinizacao da gua,
em nanotermdémetros, além de outras aplicacdes (GAO; BANDO, 2002; HOLT et al., 2004;
NIU; MENG, LU, 2013; POUDEL, LI, 2018). Em decorréncia da sua elevada estabilidade
quimica e fisica e pela grande area superficial, podem ser aplicados em processos adsortivos
de extragcdo em fase sélida (CHENG; WANG; JIANG, 2008; JI et al., 2017; HASE et al.,
2017).
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Esses materiais podem ser classificados, de acordo com a configuragdo, em nanotubos
de carbono de camada simples (do inglés Single-Walled Carbon Nanotubes SWCNTSs),
nanotubos de carbono de camada dupla (DWCNTs — Double-Walled Carbon Nanotubes) ou
nanotubos de carbono de camadas multiplas (MWCNTs — Multi-Walled Carbon Nanotubes)
(BELIN, 2005; ZARBIN, 2007; HERRERO-LATORRE; BARCIELA, 2017).

Os nanotubos de parede simples (Figura 2A) podem ser visualizados como uma folha
de grafeno enrolada. Eles podem ser classificados como: “zigzag”, “armchair” e “chiral”
(Figura 2B). Essa classificacdo depende da orientacao da folha do grafeno em relagéo ao eixo
do tubo (chiralidade). Tal chiralidade é importante para as propriedades eletronicas dos CNTs
(1JIMA, 1991).

Figura 2: A) Esquema de um nanotubo de carbono de parede simples. B) Diferentes tipos de
nanotubo de carbono

Fonte: Adaptado de Zarbin (2007) Fonte: Adaptado de Sanpaio (2009)

Esses materiais apresentam didmetros na ordem de 4-10 nandmetros. Na literatura é
possivel encontrar relatos de nanotubos, com 25 nm de diametro (ZARBINI, 2007). O
comprimento desses nanotubos variam desde nanémetros até microns (Figura 3A).

Em funcéo do alto peso molecular e sua grande flexibilidade, os nanotubos de parede
simples tendem a formar emaranhados devido as forcas de Van Der-Waals (IIJIMA;
ICHIHASHI, 1993), que sdo geralmente encontrados de forma agregadas.

Os nanotubos de parede multipla (MWCNTSs) consistem em muitos nanotubos de
parede simples, arranjados de forma concéntrica (Figura 3B). Os nimeros de paredes podem
variar de duas a dezenas. O espacamento entre cada parede é de 0,334 nm (Figura 3B). Em
funcdo das mdaltiplas paredes, esses nanotubos sdo mais rigidos que os nanotubos de paredes

simples.
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Figura 3: A) Esquema de um nanotubo de carbono de paredes multiplas. B) llustracdo de
nanotubo de carbono de parede simples (SWCNT) e de paredes multiplas
(MWCNT), com diferentes tamanhos nas larguras e comprimentos

Figura 3A

Fonte: Adaptado de Zarbin (2007) Figura 3B

Fonte: Adaptado de Veloso, Rangel (2009)

2.3.1 Funcionalizagdo dos CNT

NTC’s podem ter suas caracteristicas aprimoradas por meio da funcionalizacdo, visto
gue a mesma incorpora grupamentos quimicos a superficie do material, contribuindo para
aumentar a adsor¢do de compostos inorganicos/organicos. Além disso, 0 processo de
funcionalizacdo pode favorecer a interacdo interfacial, bem como sua estabilidade de
dispersao e miscibilidade dos NTCs com a amostra (KIM et al., 2012; WANG; CAl, 2014).

O processo de funcionalizacdo pode ser covalente (quimica) e ndo covalente (fisica).
No caso da funcionalizacdo covalente, envolve ligagcdes quimicas entre 0s NTCs e 0s grupos
funcionais e/ou amostras. As modificacdes de superficie do tipo covalente ocorrem tanto nas
paredes quanto nas terminacGes dos NTC’s. Enquanto a funcionalizacdo ndo covalente,
envolve basicamente interacfes fracas, tais como ligacbes de Van der Waals, interacdes
hidrofobicas e interagdes n-m, entre os NTCs e a amostra (KIM et al., 2012).

As funcionalizacBes dos CNTs tém sido vistas como uma forma de explorar seu
potencial na nanotecnologia. Os nanotubos funcionalizados apresentam propriedades
eletrbnicas e mecanicas, que sdo substancialmente superiores aos dos nanotubos nao
funcionalizados (TOCOGLU et al., 2016). Essas estruturas, quimicamente modificadas
podem ser usadas de forma a facilitar a interacdo dos nanotubos com moléculas organicas,
inorganicas e bioldgicas (HUANG et al., 2005; CHATTERJEE; YANG et al., 2017) ou com

outros grupos quimicos, como farmacos e, até mesmo, com virus e bactérias (SRIVASTAVA
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et al., 2013; ZHOU; CHEN; DIAO, 2013; ZHU et al., 2016) tornando-os também sensores
capazes de detectar pequenos tracos da espécie alvo e com alta seletividade. A Figura 4
apresenta a funcionalizacdo dos NTCs por ataque écido.

Figura 4: Esquema da funcionalizagéo &cida na superficie dos CNTs
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Fonte: Adaptado de Gupta et al. (2016)

As modificacdes covalentes nas superficies dos CNTs (Figura 4), podem ser realizadas
pelo uso de agentes oxidantes, como HNO3, H20,, NaOCIl, KMnOa, promovendo defeitos na
estrutura desses materiais. Os processos de oxidacdo induzem a abertura das extremidades e
a formacdo de buracos nas paredes laterais dos CNTs e, como produto final, obtém-se
fragmentos de comprimento menor, cujas extremidades e paredes laterais apresentam grupos
funcionais oxigenados, principalmente, carbonilas (C=0), acidos carboxilicos (HO-C=0) e
hidroxilas (C-OH) (ROSARIO-CASTRO et al., 2009).

Em amostras contendo metais, os grupos estabelecidos na superficie dos CNTs séo
responsaveis pelo aumento na carga negativa do material, sendo os atomos de oxigénio
doadores de par de elétrons livres para os ions metalicos (amostra) (Figura 5), aumentando a
sua capacidade de troca catibnica. A eficacia de adsorcdo de ions metalicos (amostra) nos
CNTs depende fortemente da acidez superficial dos CNTs funcionalizados (RAO; LU; SU,
2007). Essa troca de protons, entre os grupos funcionais da superficie dos CNTs e os ions
metalicos (amostra), pode ser explicada pelas interagdes quimicas entre ambos. Tém-se como
principais mecanismos de adsor¢do dos ions metalicos sobre CNT, a atracéo eletrostatica e a
interacdo quimica entre os ions do metal (ZHANG; QING, 2003).
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Figura 5: Esquema do mecanismo de sorcéo de ions metalicos divalentes na superficie dos

CNTs
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2.3.2 Nanotubos de carbono magnéticos

O uso de particulas magnéticas para a extragdo de analitos teve inicio em 1987,
utilizando particulas de ferro em procedimentos de extragdo liquido-liquido. Somente em
1999 foi introduzida a extracao em fase sélida, usando particulas magnéticas. A magnetita
(Fe304) contém ambos os atomos de Fe*" e Fe**, sendo um material ferrimagnético, ou seja,
¢ um oOxido e apresenta propriedades magnéticas (CORNELL; SCHWERTMANN, 1996;
CORNELL, 2003)

E possivel sintetizar um material hibrido (Figura 6), unindo a elevada capacidade
adsortiva dos CNTs e o paramagnetismo das particulas magnéticas (LI; CHEN; YAN-PING,
2015; DENG et al., 2014; ALBAAIJI et al., 2016). Com essa técnica, o analito pode ser
separado da amostra pelo uso de um campo magnético externo, ima. Em seguida, o material
¢ removido das nanoparticulas, com um eluente especifico, sem afetar a capacidade adsortiva
dos CNTs (CHEN et al. 2012; WANG; WANG; WAN, 2012; GIAKISIKLI; ANTHEMIDIS,
2013; LI; CHEN; YAN-PING, 2015).

Figura 6: Representacdo esquematica da formacao de composito hibridos a base de
nanotubos de carbono funcionalizados e nanoparticulas magnéticas

Fonte: Adaptado de Li, Chen e Yan-Ping (2015)
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2.3.3 Nanotubos de carbono de acesso restrito

Materiais de acesso restrito (restrict access material (RAM)) foram desenvolvidos nas
ultimas duas décadas, sendo usados, principalmente, para a extragao de substancias com baixo
peso molecular em matrizes complexas, contendo macromoléculas (mais frequentemente
proteinas). Esses materiais propiciam a separacao (ndo adsorcao) de proteinas, por meio de
mecanismos fisicos e quimicos (SOUVERAIN; RUDAZ; VEUTHEY, 2004). A Figura 07
mostra 0 M-RACNT desenvolvido neste trabalho.

Figura 7: Nanotubo de carbono funcionalizado (NTC), posteriormente com as
nanoparticulas magnéticas e com o recobrimento pela BSA (M-RACNT)
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Fonte: O autor (2017)

A Figura 8 mostra a extracdo em fase sélida, usando M-RACNTSs magnéticos, que sao
colocados em solucdo contendo o analito. Através de um processo de agitacdo, o analito é
extraido por adsorcdo na superficie no M-RACNTS, que é posteriormente separado da solucao

por meio de um campo magnético (ima).



33

Figura 8: Esquema de extragdo em fase sdlida usando M-RACNTSs magnéticos
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Dentro desse contexto, o primeiro trabalho relatado na literatura, sobre a aplicacéo
RA-CNTs, foi para a extracdo de ions cadmio em amostras de soro sanguineo humano
(BARBOSA et al., 2015). Um sistema de analise em fluxo foi utilizado, no qual cddmio foi
extraido de amostra de plasma e, sequencialmente, eluido e detectado por espectrometria de
absorcdo atbmica em chama com atomizacdo por spray térmico (Thermospray flame furnace
atomic absorption spectrometry (TS-FF-AAS)).

Pela primeira vez foi possivel analisar ions metalicos por TS-FF-AAS em amostras de
Soro sanguineo sem tratamento prévio. Um teste de exclusdo proteica realizada pelos autores
atestou que o material foi capaz de excluir 100% da proteina. As particulas desenvolvidas
demonstraram uma elevada capacidade para extrair cadmio de matrizes bioldgicas, evitando
0s procedimentos convencionais de preparacdo das amostras. Essa metodologia apresentou
baixo limite de quantificacédo, elevada precisédo e exatidao.

No presente trabalho, propde-se a sintese de material de acesso restrito magnético,
unindo, assim, as propriedades adsortivas dos NTCs ao rapido processo de separacdo do
analito da matriz, conferido pela incorporacdo de nanoparticulas magnéticas sobre o material.
Além disso, o revestimento com uma camada de BSA permitira que o material seja usado para

a extracdo de analitos em matrizes com alto teor proteico.
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2.4 Antibioticos

Ao longo da evolucdo da humanidade, sdo varios os relatos de tentativas do uso de
substancias com o intuito de tratar lesdes, curar febres e inibir dores de forma geral
(LIVERMORE; WILLIAMS, 1996). Os antibidticos sdo substancias desenvolvidas a partir
de fungos, bactérias ou materiais sintéticos, com a finalidade de combater microrganismos
causadores de infeccdes (CHAMBERS; SANDE, 1996).

A descoberta dos antibi6ticos, na década de 1920, por Alexander Fleming (1881 —
1955) (PEREIRA; PITA, 2005) é considerada uma das principais conquistas da humanidade,
pois além de aumentar significativamente a expectativa de vida, contribuiu para a medicina
moderna como precursor para a descoberta de novos farmacos (ALVAN; EDLUND;
HEDDINI, 2011; CARLET, 2011; BUTLER; BLASKOVICH; COOPER, 2013). Nos anos
seguintes a descoberta dos antibidticos, principalmente nas décadas de 40 a 70, ocorreu um
grande aumento na producdo e disponibilizacdo de novos medicamentos no mercado. No
entanto, nos ultimos 30 anos, a producéo de antibioticos sofreu uma queda em razdo desses
novos farmacos apresentarem menos eficiéncia ao combate e controle de microrganismos
(COATES et al., 2002).

Quando os primeiros medicamentos comecaram a ser comercializados, tinha-se a ideia
de que as doencas infecciosas estariam controladas (KOROLKOVAS; BURCKHALTER,
1988; BARRETT, 2005). Entretanto, 0 uso excessivo desses compostos contribuiu para a
proliferacdo de cepas e bactérias resistentes, tanto na medicina humana quanto veterinaria
(HOGBERG; HEDDINI; CARS, 2010; WALSH; TIMOTHY, 2013). Hoje, sabe-se que 0 uso
indiscriminado de antibidticos contribui para o surgimento de bactérias que se adaptam as
mudancas em seu ambiente e desenvolvem mecanismos de resisténcia que inativam ou

limitam a efetividade desses antibidticos.

2.4.1 Classificacdo dos antibidticos

Os antibioticos podem ser classificados quanto: a estrutura quimica do composto, a via
biossintética na qual o composto interfere (mecanismo de a¢do) e ao seu espectro de agdo e
alvo (ALMEIDA, 2005).

A classificagdo dos antibioticos baseada na sua estrutura quimica, leva em conta

grupamentos quimicos periféricos, que conferem propriedades farmacoldgicas especificas e
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espectro de atividade ao antibiotico (FISCHBACH; WALSH, 2009). Os principais grupos de
antibioticos disponiveis no mercado sdo: penicilinas, glicopeptideos, aminoglicosideos,
rifamicinas e sulfonamidas (SAS).

A penicilina € um dos antibidticos mais utilizados na pecuéria brasileira, sendo
produzida através do fungo Penicillium chrysogenum. Durante a sua producdo, quando
adicionados determinados precursores ao meio de cultura, sdo produzidas estruturas de
antibioticos diferentes (TATSUMURA, 2015). Por exemplo, para a producdo da penicilina G
ou denominada Benzilpenicilina, é feita a adi¢do do &cido fenilacético. Se for adicionado o
acido fenoxiacético, o produto obtido é a penicilina V ou fenoximetilpenicilina (WRIGHT,
1999). A Figura 9 mostra a estrutura geral das penicilinas.

Figura 9: Estrutura geral das penicilinas
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Esse grupo de farmaco sdo os medicamentos mais utilizados contra bactérias
patogénicas, sendo também ativo contra varios bacilos e cocos gram-positivos e gram-
negativos e continuam sendo um dos antibidticos mais importantes na terapéutica (GOMES;
BATISTA, 2002; JEAN et al., 2013). Na Figura 10 estdo relacionadas alguns compostos

penicilanicos com diferencas nas suas estruturas.



36

Figura 10: Compostos penicilanicos e antibioticos com diferencas nas suas estruturas
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Outra classe de antibidtico utilizada como medicamento, sdo os glicopeptideos, que
sdo constituidos por grandes estruturas ciclicas complexas, contendo em sua molécula
aminoacidos e aclcares. De forma geral, esses compostos apresentam atividades contra
bactérias gram-positivas aerobias e anaerobias, ndo sendo eficazes em atividade contra bacilos
gram-negativos. As principais indicacdes de uso envolvem o tratamento de infeccbes por
Staphylococus resistentes a oxacilina (MURRAY; ARIAS; NANNINI, 2015). Na Figura 11

estdo relacionados os dois compostos mais importante dessa classe.



Figura 11: Exemplos de compostos na mesma classe de Antibidticos Glicopeptideos
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Vancomicina

Fonte: Adaptado de Cheung e Williams (1984)

Para o tratamento de animais de grande porte, destinados ao abate, sdo recomendados

o0s antibidticos aminoglicosideos. Sdo agentes antimicrobianos frequentemente utilizados em

tratamento de infec¢Bes causadas por bactérias aerdbicas gram-positivas e gram-negativas,

como por exemplo: mastites e enterites, podendo também ser adicionados a alimentacéo para

a prevencdo de doencas e para promover o crescimento dos animais (GETEK; VESTAL,;
ALEXANDER, 1995; BECKER; COOPER, 2013). Essa classe de antibidticos €, também,

amplamente utilizada em pacientes com tuberculose multirresistente (DALCOMO, 2012).

Como efeitos adversos, os aminoglicosideos apresentam ototoxicidade predominantemente

em uma das porc¢des do ouvido interno (células ciliadas na coclea e no labirinto) (WU; SHA,;
SCHACHT, 2002; HUTH; RICCI; CHENG, 2011). A Figura 12 apresenta alguns antibiéticos

dessa classe.

Figura 12: Exemplos de compostos na mesma classe de Antibidticos Aminoglicosideos
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As Rifamicinas séo antibioticos particularmente eficazes contra microbactérias. Sao

antibidticos macrociclicos produzidos pelo grupo de bactérias actinomicete e desempenham

um papel importante, como antibidticos, na terapéutica contra a tuberculose e varias outras
infeccdes micobacterianas, como diarréias infecciosas (SCARPIGNATO; PELOSINI, 2005).

Testes em animais mostraram que essa classe de antibidticos é muito eficaz em inflamacao

intestinal (BUINOWSKI et al., 1995).

Dois de seus derivados, semi-sintéticos, mais Uteis e utilizados para o tratamento de

doencas e distarbios como tuberculose, cancer, encefalopatia hepatica ou infecc@es intestinais

sdo a rifampicina (RFP) e a rifaximina (RFX) (BUINOWSKI et al.,

1995). A Figura 13

apresenta 0s principais antibidticos da classe das rifamicinas.
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Figura 13: Exemplos de compostos na mesma classe de antibidticos das Rifamicinas
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2.4.2 Sulfonamidas (SAs)

Essa importante classe de antibidticos apresenta aplicacdes terapéuticas destinadas a
animais de grande porte e aves para o abate na linha veterinaria. Esses compostos sdo a base
para uma grande variedade de medicamentos conhecidos como sulfamidas (JOVANOVIC;
STOJANOVIC, 2013). Essa classe é conhecida desde 1940. Desde entdo, mais de 150
compostos tém sido usados (BARAM et al., 2011). Conhecido como sulfas, sdo classificados
como antimicrobianos bacteriostaticos sintéticos que possuem agdo contra diversos agentes
patoldgicos. Na medicina veterinaria, os mais utilizados dentro desse grupo sédo: sufadiazina,
sulfadimetoxina, sulfaguanidina e sulfatiazol (SARMAH; MEYER; BOXALL, 2006). Esses
compostos sdo constituidos de um anel benzénico, um grupo amina (-NHz) e um grupo
sulfonamida (-SO2NH>), sendo que os grupos amina (Figura 14) e sulfonamida devem estar
na posigao “para”, um em relacdo ao outro, para assim apresentar propriedades antibacterianas
(SARMAH; MEYER; BOXALL, 2006; BARAN et al., 2011).
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Figura 14: Estrutura geral de uma sulfonamida
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Esse antibidtico apresenta uma acao local significativa, em razao da sua baixa absorcao
intestinal e tem sido utilizada na medicina veterinaria no tratamento de infec¢des entéricas em
aves, diarreia inespecifica, sindrome das aves disenteriforme, colera aviaria e coriza. Tambem
pode ser administrada como um tratamento profilatico em infecgdes intestinais (SARMAH,
2006).

O uso indiscriminado das SAs no tratamento de animais para o abate, confere o
aparecimento de residuos de medicamentos nesses alimentos, sendo sua ingestao prejudicial
a satude humana (MALIK et al.,1994). Alguns efeitos deletérios estdo relacionados a alteracao
da microflora intestinal e, em casos mais graves, podem ocorrer efeitos carcinogénicos e
hematotdxicos (MALIK et al., 1994). O limite maximo de residuos estabelecido pela Uniéo
Europeia é de 100 pg kg™ para a soma de todas as sulfonamidas em matrizes como, leite, mel,
ovos, tecidos e musculos produzidos de espécies animais (UNIAO EUROPEIA, 2002). No
Brasil, o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento também adota o valor de 100
ug kg para a soma de todas as sulfonamidas, conforme descrito na Instrugdo Normativa n°
8, de 29 de abril de 2010, que tem como referéncia a comissdo do Codex Alimentarius —
CAC/FAO/WHO, o comité do Codex Alimentarius sobre Residuos de Drogas Veterinarias em
Alimentos. A Figura 15 mostra, dentro da mesma classe, varios antibioticos derivados de

sulfonamidas.
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Figura 15: Exemplos de compostos da mesma classe de antibidticos das sulfonamidas
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Em funcéo da grande utilizagdo das sulfonamidas, em formula¢es de medicamentos
no tratamento de animais destinados ao abate, o desenvolvimento de novos métodos analiticos

para a determinacdo de residuos em alimentos, torna-se importante e necessario.

2.4.3 Métodos analiticos empregados para a determinacéo de sulfonamidas

Na literatura sdo reportadas diferentes técnicas para a determinacdo de sulfonamidas
em amostras alimenticias e farmacéuticas. Dentre elas, podem ser citadas: a cromatografia
liquido de alta performance (CLAE) com detector UV ou acoplada a espectrometria de massa,
cromatografia gasosa (CG), as quais tém sido amplamente utilizadas e recomendadas por
orgaos oficiais e de regulamentacdo (ANVISA, 2003; BRASIL, 2012; ZHONG et al., 2015).
Alguns desses métodos requerem operadores treinados. As analises sdo demoradas e de alto
custo (MSAGATI, 2004). Outros métodos para a determinacéo de sulfas podem ser utilizados,
como: técnicas imunoenzimaticas (como enzyme-linked immunosorbent assay - ELISA),
(ZHAO et al., 2010), microbiolégicos (KRIVOHLAVEK et al., 2005), colorimétricos
(MAUDENS et al., 2004; THOMPSON; NOOT, 2005; ZOTOU; VASILIADOU, 2006; ZOU
et al., 2008), além de cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) em fase reversa
(MAUDENS, et al., 2004; PANG et al., 2005; ZOTOU; VASILIADOU, 2006).

Dentre a classe das sulfonamidas, a sulfaguanidina sddica tem se destacado devido a
sua grande aplicacdo no ambito veterinario (MIZUNO et al., 2012).

Nagaraja et al. (2003) citaram o0 uso de treze reagentes cromogénicos para a
determinacdo de sulfonamidas, utilizando a deteccdo espectrofotometrica, com uma técnica
simples, rapida, de baixo custo e adequada para a automacdo em analise em fluxo.

Errayes et al. (2017) desenvolveram um método utilizando a extracdo em fase sélida
para a determinacdo de sulfonamidas com detec¢édo espectrofotométrica na regido do visivel.
O limite de quantificagdo foi de 0,06 ug mL™* a 0,16 pug mL*. O método foi aplicado para a
determinacdo de sulfas em amostras de aguas e formulacbes farmacéuticas.

Hassania et al. (2018) sintetizaram um eletropolimero de acrilamida (PAM),
molecularmente impresso, com acdo seletiva para sulfaguanidina (SG), para o controle da
qualidade de mel. A SG foi detectada por medidas de espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIS) e voltametria de pulso diferencial (DPV). Essas técnicas foram aplicadas

com sucesso para determinar a SG com excelente seletividade, bem como os limites de
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detecgdo (LD) e a quantificagdo (LQ) de 0,20 pg mL™ e 0,67 pg mL™*. A abordagem proposta
foi considerada de baixo custo, seletiva e muito sensivel, gracas a boa biocompatibilidade do
compésito SG/PAM.

Xu et al. (2019) desenvolveram um método rapido (QUEChERS) para a determinacéo
de antibidticos e pesticidas (UPLC MS/MS). Os limites de quantificacdo variaram entre 0,1
ug Ko a 17,3 pg Kg* e o método foi aplicado com sucesso em amostras de ovos.

Gajda et al. (2019) desenvolveram um método, por espectrometria de massas, para a
andlise de residuos de 11 grupos de antibidticos, inclusive as sulfonamidas. O método
desenvolvido foi aplicado para a analise confirmatdria quantitativa de 53 compostos em penas
de frango. O limite de quantificacdo foi de 5 pg Kg * a 10 pg Kg ** para a maioria dos
compostos testados.

O controle da saude animal e o programa de seguranca alimentar sdo itens
imprescindiveis para que o Brasil atenda as exigéncias do mercado interno e externo. Assim,
para garantir a inocuidade dos alimentos que séo produzidos para 0 consumo humano, varios
métodos analiticos sdo desenvolvidos e validados para a determinacdo de antibioticos,
permitindo, assim, identificar residuos decorrentes do uso de medicamentos veterinarios e
contaminantes ambientais. Em um levantamento nos ultimos 20 anos, no site Science Direct,
buscando por “métodos analiticos para determinacdo de sulfas”, foram encontradas 3681
publicacBes, mostrando assim, a importancia do desenvolvimento de novos métodos para a
determinacédo de antibidticos. A Figura 16 ilustra a distribuicdo desses trabalhos, de acordo
com o ano de publicacdo.

Figura 16: Numero de publicacdes nos ultimos 20 anos no Web Science Direct com as
seguintes palavras-chave: “métodos analiticos para determinagéo de sulfas”

250

Nimero de publicagdes ao ano

Fonte: Science Direct (2019)
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2.5 Pesticidas

Os pesticidas organofosforados (OPs) tém sido largamente utilizados na agricultura e
na pecuéria moderna em funcdo da sua eficacia como inseticida (LIU et al., 2012; ZHAO et
al., 2015). O ataque por microrganismos, tais como fungos e bactérias, €, provavelmente, uma
das causas mais sérias de perdas pos-colheitas de produtos pereciveis. Dessa forma, os
pesticidas sdo substancias usadas para o controle e a prevencao de pragas para 0s organismos
nocivos presentes na agricultura. Na pecuéria, esses compostos também sdo muito utilizados
para a desinfec¢des nas instalagdes onde os animais sdo criados. A sua acao esta relacionada
com a sua eficiéncia em determinados organismos ou pragas. Alguns sdo tdo potentes que
afetam a salde animal e humana (RASTOGI et al., 2017; CHENG et al., 2017,
OGASAWARA et al., 2017).

A aplicacédo de pesticidas, principalmente os organoclorados, usados para o controle
de pragas, foi gradativamente substituida por compostos organofosforados, por serem mais
biodegradaveis e apresentarem menor tempo de residéncia no meio ambiente (YU et al.,
2016).

Segundo a ANVISA (BRASIL, 2012), entre os anos de 2002 a 2012, o mercado
mundial de pesticidas cresceu 93%, sendo que o mercado brasileiro cresceu 190% no ano de
2008, contribuindo para que o Brasil se tornasse 0 maior consumidor de pesticidas do mundo
(BRASIL, 2012). De acordo com o IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis), somente no ano de 2013 foram vendidos no Brasil,
aproximadamente, 495 mil toneladas desses compostos, sendo que a grande maioria foi de
herbicidas, conforme mostrado na Tabela 1 (IBAMA, 2016).

Tabela 1: Vendas de produtos formulados divididos por classe no Brasil em 2013
(IBAMA - 2016).

Classe de Uso Quantidade Porcentagem
(Toneladas de ativos) (%)
Herbicida 303.573,23 61,23
Inseticida 56.993,88 11,50
Fungicida 54.030,27 10,90
Inseticida (acaricida) 31.725,65 6,40
Outros 49.441,51 9,97

Fonte: IBAMA (2016)
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Quanto a classificacdo, os pesticidas sdo agrupados conforme a sua composicao
quimica, funcdo e modo de acdo nos organismos. Eles podem ser divididos em agentes
biologicos, inorganicos e orgénicos, de origem sintética ou natural, sendo, na maioria,
constituidos por misturas complexas de moléculas organicas (ZUIN; VILEGAS, 2000;
WARE; WHITANE, 2004).

Esses compostos podem ser divididos em 4 classes distintas: Organoclorados,
Carbamatos, Organofosforados e Piretroides (sendo esse Gltimo o menos utilizado).

Os pesticidas organoclorados tiveram fungdes importantes dos anos 40 até os anos 60.
Dentro desse grupo se destacam o diclorodifeniltricloroetano (DDT), a Dieldrina, a Aldrina,
a Endrina, o Heptacloro, o Lindano, dentre outros (ZUIN; VILEGAS, 2000; WARE;
WHITANE, 2004). Compostos pertencentes a essa classe de pesticidas tém como principais
caracteristicas: baixa volatilidade, elevada estabilidade quimica, lipossolubilidade, lentas
taxas de degradacdo e biotransformacdo. S&o resistentes no ambiente e, portanto, propicios a
bioconcentragdo e bioamplificacio ao longo da cadeia alimentar (LOPEZ et al., 2007;
DEROUICHE et al., 2007; BALA et al., 2017).

Outra classe de pesticidas sintetizados nos anos 30, se refere aos carbamatos, que sdo
ésteres alifaticos. Nessa época foram comercializados como fungicidas por possuirem baixa
atividade inseticida. Durante a década de 50, foi sintetizado o aril éster, derivado do acido
metilcarbdmico, que apresentava potente acdo inseticida (ECOBICHON, 2001). Os
carbamatos geralmente sdo aplicados na agricultura quando as infestacfes por pragas se
tornam resistentes aos compostos organofosforados. Dos varios compostos pertencentes a esse
grupo, destacam-se o Aldicarbe, Carbarilo e o tris-dietildimetilcarbamato de zinco, sendo esse
altimo muito utilizado em animais de pequeno porte para controle de pulgas e carrapatos.

A classe dos piretroides, se refere a compostos sintéticos similares as piretrinas,
substancias encontradas nas flores de Chrysanthemum cinerariaefolium (BRADBERRY et
al., 2005). Essa classe de pesticidas possui acao inseticida, sendo instavel e se degradando
facilmente quando expostas a luz (SHAFER; MEYER; CROFTON, 2005).

Os pesticidas organofosforados apresentam nas suas estruturas, principalmente,
atomos de C e P, que sdo lipossoluveis, sdo compostos organicos degradaveis, contendo
ligacGes carbono-fosforo. Esses compostos sdo ésteres, amidas ou derivados tidis dos acidos

fosforico, fosforotidico, fosfonotidico ou fosfonico (Figura 17).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Composto_org%C3%A2nico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Liga%C3%A7%C3%A3o_qu%C3%ADmica
https://pt.wikipedia.org/wiki/Carbono
https://pt.wikipedia.org/wiki/F%C3%B3sforo
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Figura 17: Férmula geral dos organofosforados. R1 e R2 radicais alquil ou aril
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Fonte: Adaptado de Shafer; Meyer e Crofton (2005)

Compostos dessa classe apresentam toxicidade aguda mais elevada para humanos e
outros mamiferos, pois séo inibidores da enzima acetilcolinesterase, muito utilizada como
parametro para avaliar a toxicidade de pesticidas e herbicidas, causando acumulo de
acetilcolina nas fibras nervosas, interrompendo a transmissdo de novos impulsos e gerando
danos ao organismo humano, como convulsdes, parada respiratdria e, em alguns casos graves
de intoxicacéo, levando a dbito (MARASCHIN, 2018; RANGEL, 2008; ARAUJO, 2011).

Muito utilizado na agropecuaria brasileira, os pesticidas organofosforados podem ser
encontrados em duas formas: como solidos brancos ou liquidos amarelos com odor
semelhante as mercaptanas, soltveis em solventes organicos. Apresentam baixa solubilidade
em 4gua e sio instaveis, podendo ser degradados pela luz e em meio alcalino (CONCEICAO,
2002). Devido ao seu reduzido tempo de meia-vida, tém, gradualmente, substituido os
pesticidas organoclorados (ZUIN; VILEGAS, 2000; WARE; WHITANE, 2004).

Os organofosforados podem ser divididos em grupos, de acordo com o atomo ligado
por dupla ligacdo com fosforo, a saber, os fosfatos (P=0) e os fosforotioatos (P=S) (VALE,
1998), sendo que os fosfatos sdo menos lipofilicos que os fosforotioatos. Nos fosforamidatos,
o carbono esta ligado ao fosforo através de um grupamento —NH. O grupo X (Figura 17) pode
ser qualquer grupamento alifatico (ramificado ou nédo), aromatico ou heterociclico ligado ao
fosforo de forma labil (através de O ou S substituicdo), sendo o grupo de partida (VALE,
1998; BALA et al., 2017).

Os radicais R1 e R2 (Figura 17) podem ser uma dupla de radicais metila, etila ou ainda
isopropila, podendo ser responsaveis pela toxicidade do OP. Os diisopropil-OPs sdo os mais
toxicos devido a sua maior interacdo com os residuos do sitio ativo da enzima acetil
colinesterase, enzima responsavel pela inativagdo do neurotransmissor acetilcolina (VALE,
1998; PAUDYAL, 2008).

As vias de contaminagdo por esses compostos se ddo por: absor¢do cuténea, por

ingestdo e inalagdo. As intoxicagdes agudas podem provocar: convulsdes, nuseas, vomitos,
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salivagdo, lacrimejamento, dores e cdlicas abdominais, além de dificuldades respiratorias.
Intoxicacgdes crénicas surgem apos intervalos varidveis e podem estar associados as alteracfes
cromossdmicas a teratogénese, infertilidade masculina, carcinogénese, neurotoxicidade,
doencas respiratorias, hepaticas, renais e dermatoldgicas (PIRES; CALDAS; RECENA, 2005;
KUMAR et al., 2016). O tratamento dado as intoxica¢fes por organofosforados, baseia-se,
principalmente, no uso da atropina, antidoto sintomético e, com menor frequéncia, antidotos
especificos que reativam a colinesterase (CAVALIERE et al., 1996). A Tabela 2 mostra
alguns exemplos de pesticidas organofosforados, de acordo com os grupamentos ligados ao
atomo de fosforo.

Tabela 2: Exemplos de pesticidas organofosforados de acordo com os grupamentos éster
ligados ao atomo de fosforo

Dimetil-OP Dietil-OP Diisopropil-OP
Diclorvos Diazinon diisopropilfluorofosfato
Temefds Clorpirifos Diisopropilmetilfosfato

metil-paration Tetraetilpirofosfato
Malation Paration
Fention Cumafos
Dimetoato Sulfotepp
Metamidofds Etion

Fonte: Paudyal (2008) e Assis et al. (2011)

No Brasil, a classificacdo toxicolégica para os organofosforados esta sob a
responsabilidade do Ministério da Salde, que leva em conta a dose letal DLso. Por
determinacéo da Lei Federal n® 7.802, de 11 de julho de 1989, todos os roétulos dos pesticidas
devem apresentar uma faixa colorida, mostrando o seu grau de toxicidade (BRASIL, 1989).

A Tabela 3 evidencia a classificacdo da dose letal de agrotdxicos no Brasil.

Tabela 3: Classificacdo da dose letal de agrotdxicos no Brasil

Grupos Téxicos Cor Classe  DL50 (mg Kg?) Dose capaz de matar uma pessoa
Extremamente Vermelha I 5 1 pitada, algumas gotas
Altamente ] 5-50 Algumas gotas -1 colher de cha
Medianamente Azul Il 50 - 500 1 colher de cha — 2 colheres de sopa
Pouco Verde v 500 - 5000 2 colheres de sopa — 1 copo
Muito pouco Verde \Y/ > 5000 1 copo — 1 litro

Fonte: Brasil (1989)
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Na Figura 18 estéo relacionados os principais organosfosforados utilizados no combate

de pragas em infestacGes agricolas e em animais de grande porte destinados ao abate para o
controle de carrapatos.

Figura 18: Estruturas de alguns pesticidas utilizados na agropecuaria brasileira
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Fonte: Santos et al. (2007)

No Brasil, a lei dos agrotdxicos (Lei Federal no 7.802, de 11 de julho de 1989,
regulamentada pelo Decreto 4.074, de 4 de janeiro de 2002), no Art. 1°, estabelece que a
pesquisa, a experimentacdo, a producdo, a embalagem e rotulagem, o transporte, o
armazenamento, a comercializagdo, a propaganda comercial, a utilizacdo, a importacéo, a
exportacdo, o destino final dos residuos e embalagens, o registro, a classificacdo, o controle,
a inspecao e a fiscalizacdo de agrotdxicos, seus componentes e afins, serdo regidos por essa
Lei.

E de responsabilidade da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, em conjunto com
0 Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, dentro do dominio de suas respectivas
areas de competéncia, avaliar e classificar toxicologicamente os agrotoxicos e monitorar 0S
residuos em alimentos de origem vegetal e animal.

Atualmente, 238 pesticidas possuem LMR (Limite Maximo de Residuos)
estabelecidos para uma variedade de produtos alimentares no pais (ANVISA, 2014), dentre
eles, os grdos armazenados, como: amendoim, arroz, café, cevada, feijdo, milho, soja, trigo,
dentre outros.

Estdo em vigor dois programas de monitoramento de residuos de agrotoxicos em
alimentos de origem vegetal e animal: o Programa de Anélise de Residuos de Agrotoxicos em
Alimentos (PARA), coordenado pela ANVISA, e o Plano Nacional de Controle de Residuos
e Contaminantes (PNCRC), coordenado pelo MAPA. O relatorio com os resultados obtidos
pelo programa PARA sdo postados anualmente no site da ANVISA e os do PNCRC séo
publicados no Diario Oficial da Unido.

A Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2004) estabelece um parametro de
classificacdo em relacdo ao grau de toxicidade exibido por esses compostos, que sdo baseados
na toxicidade aguda oral e dérmica verificada em algumas espécies. Alguns paises que nédo
dispdem de um sistema organizado de registro de agrotoxicos, adotaram limites instituidos
pelo Codex Alimentarius na sua legislacdo. O Brasil seguiu os limites de residuos de
agrotoxicos até 1990, apos, a Legislacdo Federal de Agrotoxicos e Afins regulamentou e
estabeleceu o Limite Maximo de Residuo (LMR), (BRASIL, 1999; CALDAS, 2004; CODEX,
2012).
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2.5.1 Métodos Analiticos Empregados para a Determinacdo de Organofosforados

Na literatura sdo reportados diferentes métodos para a determinacdo de
organofosforados em amostras de aguas, efluentes residuais, plasma e em alimentos. Dentre
eles podem ser citados: métodos potenciométricos, espectrofotométricos, enzimaticos e
cromatograficos (GC), (CL/MS; CL MS/MS; CL -UV), dentre outros.

Peng et al. (2015) desenvolveram um método para a determinacdo de
organofosforados em soro humano, usando extracdo em fase sélida por cromatografia de
permeacdo em gel (GPC -SPE) e cromatografia gasosa acoplado com espectrometria de massa
(GC/IMS). Esse método foi aplicado para a determinacdo de sete organofosforados,
apresentando recuperacdo acima de 85%. O menor limite de deteccdo entre o0s
organofosforados estudado foi de 4,2 ng L™.

Pei et al. (2017) utilizou um método simples para a determinacdo de sete
organofosforados em amostras de urina. Nessa metodologia foi usada cromatografia liquido
acoplada a espectrometria de Massa (LC-MS/MS). As amostras foram concentradas em
cartuchos de Extragdo WAX Oasis (60 mg, 3 mL) obtidos da empresa Waters (Milford, MA,
EUA). Os resultados mostraram que os limites de detec¢éo e os limites de quantificacdo dos
sete OPs variaram de 0,005 ug Lt a 0,2 pgLte 0,02 ug L? a 0,5 pg L, respectivamente.
O método apresentou boa precisdo e foi aplicado na determinacdo de organofosforados em
dez amostras de urina da populacdo da cidade de Guangzhou (China). As concentracdes dos
organofosforados variaram entre 0,5 ng L* e 6,7 ug L.

Em outro trabalho, Liu et al. (2018) desenvolveram um método para a determinagéao
de organofosforado, em amostras de peixe congelado, utilizando a extracdo em fase solida e
cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de massa. O método proposto foi aplicado
em amostras de peixe, a faixa linear obtida foi de 0,004 ng g a 0,059 ng g* e com limite de
deteccéo de 0,039 ng g

Wang et al. (2018) desenvolveram um nanocompdsito magnético de grafeno para a
extracdo de organofosforados em amostras de agua. Para a quantificacdo do analito foi usada
a técnica de cromatografia gasosa, com a deteccdo fotométrica de chama (CG-FPD). A faixa
linear de resposta para 0 método foi de 10 pg L™ e 24 pg L e o limite de detecgdo (LD) de
16 pg L.

Boulanouar et al. (2018) sintetizaram um polimero molecularmente impresso para a

extracdo de pesticidas organofosforados em amostras complexas (vegetais e frutas). Apos a
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extracdo do analito, o mesmo foi quantificado, usando CLAE. O limite de quantificagdo foi
de 0,13 pug L.

Hao et al. (2018), também, desenvolveram um método por cromatografia liquido,
acoplado com espectrometria de massas, para a determinacdo de doze organofosforados em
amostras de aguas superficiais e efluentes de aguas residuérias. O método proposto apresentou
limites de detecgdo para os organofosforados, variando entre 1,5ng L e 30 ng L1,

Aimer, Benalid e Serrano (2019) desenvolveram uma técnica para a degradacdo de
residuos de pesticidas em areas contaminadas. No trabalho foi realizada a oxidacdo quimica
do composto organofosforado dimetoato, com radicais sulfato e hidroxila. A concentracdo de
dimetoato foi medida por cromatografia liquido de alta performance, conectada com um
detector por espectrofotometria ultravioleta-visivel (CLAE-UV). O limite de deteccdo do
método foi de 0,3 ug L™ ' e o limite de quantificacdo de 1,1 ug L .

A maioria dos métodos, para analise de organofosforados, utiliza de técnicas de custo
elevado, além de serem morosos. Em contrapartida, a espectrofotometria UV-vis. pode ser
utilizada para a analise desses compostos, devido a disponibilidade da instrumentacéo, a
simplicidade do procedimento, ao baixo custo envolvido, ao menor tempo de analise, com boa
precisao e exatiddo da técnica.

Métodos analiticos para a determinacdo de organofosforados usando técnicas
espectrofotométricas também sdo reportados: Silva (2011) usou sistema de analise em fluxo
associada a um biossensor enzimatico (acetil colinesterase), com deteccao
espectrofotométrica para a determinacdo dos pesticidas clorpirifos, paration, diclorvos e
malation. Nesse trabalho, foram encontrados limites de detecgdo entre 107 mol Lt e 101° mol
L2,

Durante o controle de pragas no campo, muitas vezes ha necessidade da aplicacdo de
varios pesticidas numa mesma cultura. Para que seja possivel monitorar o uso dessas
substancias nos diversos alimentos, sdo necessarios métodos analiticos capazes de detectar e
quantificar varios residuos num mesmo procedimento. Esses métodos sdo conhecidos como
métodos multirresiduos (MMR).

Em levantamento bibliografico, no site Science Direct, buscando pela frase “metodos
analiticos para determinacdo de organofosforados”, consultado em marco 2019, nos ultimos
20 anos, foram encontradas 9829 publicac6es envolvendo métodos analiticos propostos para
a determinacdo de organofosforados, mostrando assim, a importancia do desenvolvimento de
novos métodos para a determinacdo de pesticidas. A Figura 19 ilustra a distribuicdo desses

artigos, de acordo com o ano de publicacéo.
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Figura 19: Numero de publicagdes nos ultimos 20 anos no Science Direct com as seguintes
palavras-chave: “métodos analiticos para determinagdo de organofosforados”

1000 —]

Niimero de publicagfies ao ano

Fonte: Science Direct (2019)
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3 OBJETIVOS

Segue a descricdo do objetivo geral e dos especificos:

3.1 Objetivo Geral

| -Desenvolver um método empregando analise por injecdo em fluxo com deteccédo
espectrofotométrica para a determinacdo de Sulfaguanidina Sédica em formulacdes

farmacéuticas e amostras alimenticias;

I1- Sintetizar um material magnético a base de nanotubo de carbono de acesso restrito
(M-RACNT) para a pre-concentracdo, separacdo e determinacdo de pesticidas

organofosforados em matrizes alimenticias de elevado teor proteico.

3.2 Objetivos Especificos

a) Para a Determinacdo on-line de sulfaguanidina sodica em amostras de formas
farmacéuticas sélidas, semissolidas e em alimentos como: leite, ovos e figado de

frango, as atividades desenvolvidas foram:

I. Otimizacdo do método on-line, proposto, usando técnicas multivariadas;
I1. Avaliar a presenca de interferentes na amostra;

I11. Aplicacdo do método desenvolvido em amostras de formas farmacéuticas e
alimentos;

b) Para a Determinacdo on-line de organofosforados usando extracdo em fase sélida
com nanotubos de carbono magnéticos de acesso restrito (M-RACNT), aplicando em
amostras de alimentos como: berinjela, brocolis, couve-flor, leite de soja e vagem

verde, as atividades desenvolvidas foram:
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I. Sintese do material magnético de acesso restrito;

I1. Caracterizacdo desse material por técnica de microscopia eletronica de
transmisséo (TEM);

I11. Avaliacéo da capacidade de excluséo de proteina do material sintetizado por
CLAE;

IV. Otimizacdo das variaveis pertinentes ao sistema FIA proposto e otimizacdo do
método de extracdo em fase solida dispersiva;

V. Aplicacdo do método otimizado em amostras alimenticias com teor proteico.
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4 DETERMINAC}Z\O DE SULFAGUANIDINA SQDICA EM FORMULAGOES
FARMACEUTICAS E AMOSTRAS ALIMENTICIAS

Neste topico sera descrita a metodologia detalhada utilizada neste trabalho.

4.1 Metodologia Experimental

Neste item esta descrita a instrumentacdo empregada e a metodologia utilizada para:
preparo de solucGes e amostras, sistema de anélise em fluxo, métodos usados para a
comparacdo (CLAE), figuras de méritos e estudo de interferentes. Os experimentos foram
feitos no Laboratorio de Andlise Quimica de Farmacos da UNIFAL — MG e no Laboratorio
de Controle de Qualidade da Jofadel Ind. Farmacéutica Veterinaria.

4.2 Instrumentacao

As medidas de absorbancia foram obtidas usando um espectrofotdmetro de absor¢édo
molecular UV-visivel (BIOSPECTRO SP-220) de feixe simples, com cela de fluxo (Figura

20) com 0,5 cm de caminho ético e com 0,8 mL de volume interno.

Figura 20: Célula de fluxo de quartzo ES, (Hewlett Packard, EUA)

Saida de fluxo

Entrada de fluxo

Fonte: O autor (2015)

A absorcdo da radiacdo foi monitorada no comprimento de onda de 545 nm e a
aquisicdo dos dados foi feita com um software elaborado em linguagem Visual Basic.

Para o sistema FIA proposto, usou-se uma bomba peristéltica de 8 canais (Ismatec
IPC-08, Suica) com tubos de Tygon® de diferentes diametros e para o sistema em fluxo, tubos

de polietileno (0,8 mm diametro interno) foram usados para a propulsdo dos fluidos, um
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injetor de acrilico (Figura 21) foi utilizado para a comutagdo das etapas de amostragem e
injecdo da amostra. Para 0 aquecimento dos reatores R1 e R> foi empregado um banho
termostatico (Quimis Q 214 M.).

Fonte: O autor (2015)

A exatiddo, do metodo proposto, foi atestada usando um cromatografo liquido de alta
eficiéncia (Shimadzu SPD-10A) equipado com um detector UV. As condig¢des otimizadas para
as analises cromatograficas foram: volume de injecdo de 20 uL, vazédo de fluxo de 0,8 mL
min’!, temperatura do forno de 30°C, coluna Cis (MVTM 100 A, 250 mm x 4.6 mm Varian)
e uma pré-coluna Cis (4,6 mm x 2 mm Varian) com tempo de corrida de 6 minutos
(MALITAN, 2006).

4.3 Reagentes e Solucdes

Todas as solucBes foram preparadas com agua deionizada produzida em um sistema
Milli-Q system (Millipore, EUA).

As solucdes padrdo de trabalho da sulfaguanidina sdédica foram preparadas
semanalmente. A solucéo estoque de 1000 mg L™ foi obtida pela dissolugdo de 100 mg de
sulfaguanidina sddica (Sigma-Aldrich), com 30 mL de HCI 0,18 mol L, quantitativamente
transferidas para baldo volumétrico de 100 mL e o volume completado com agua Milli-Q.
Para a curva analitica, solucdes padrdo foram preparadas, a partir de dilui¢cbes da solucédo
estoque, nas concentragdes de 0,03 mg L™%; 0,5mg LY, 1,0 mg LY, 2,0 mg L 3,0 mg L
50mgL®; 70mgL'e90mgL™

A fase mével usada no HPLC foi composta pela mistura de 30% (v/v) de solucéo
de acetado de sddio (Neon) 0,05 mol L (pH = 4,5) e 70% (v/v) de acetonitrila (Sigma-
Aldrich) em um baldo de 100 mL. Antes da injecdo da fase mével no sistema cromatografico,
ela foi sonicada e filtrada em membrana de 0,45 um de nylon (Millipore) (MALITAN, 2006).
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4.4 Preparo das Amostras

As amostras utilizadas neste trabalho foram de formas farmacéuticas sélidas,

semissolidas e alimentos como figado de frango, leite e ovos.

4.4.1 Formulagdes farmacéuticas sdlidas, semissolidas e amostras de leite, ovo e figado de
frango

As amostras comerciais de medicamentos contendo sulfaguanidina sodica foram
adquiridas em farmaécias locais e clinicas veterinarias. A Tabela 4 apresenta as amostras, bem
como o valor nominal declarado pelo fabricante para cada formulagéo.

Tabela 4: FormulagBes/amostras contendo sulfaguanidina sodica com 0s seus respectivos
valores nominais declarados pelos fabricantes

Amostras Forma Farmacéutica Valor Nominal declarado 2
A Sélida (p6 de uso oral) 200 mgg*
B Sélida (p6 de uso oral) 150 mgg?
C Sélida (po de uso oral) 220 mgg*
D Solido (matéria-prima) 998 mgg*
E Semissodlida (pomada) 74 mgg*!

2 Valor declarado pelo fabricante
Fonte: Valores declarado pelo fabricante nas embalagens das amostras (2016).

Para o preparo das amostras de formulacGes farmacéuticas solidas e semissolida,
pesou-se uma massa da amostra contendo o equivalente a 100 mg de sulfaguanidina sodica
(e.g. 500 mg da amostra A), a qual foi transferida para um béquer, contendo 30 mL de HCI
0,18 mol L. A mistura ficou sob agitacdo magnética por 10 minutos, sendo, na sequéncia,
submetida a um banho ultrassénico por mais 10 minutos (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2010). Posteriormente, a solucdo foi transferida para baldo volumétrico de 100 mL e
avolumado com agua deionizada. Uma aliquota de 0,55 mL, dessa solucdo, foi diluida para
baldo volumétrico de 100 mL e avolumado com &gua deionizada. A concentracdo final de

sulfaguanidina sddica no baldo foi de 5,5 mg L. Essa soluc&o foi entdo filtrada em membrana
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PTFE de 0,22 um, posteriormente sonicada e analisada pelo método FIA e pelo método
comparativo por CLAE.

Quanto ao preparo das amostras de formulacGes farmacéuticas semissélidas,
procedeu-se da seguinte forma, pesou-se uma massa da amostra equivalente a concentracdo
de 100 mg de sulfaguanidina sédica, a qual foi transferida para um funil de separacéo de 250
mL., contendo 30 mL de éter etilico. Posteriormente, foram adicionadas trés porc¢Ges de 15 mL
de HCI 0,18 mol L™, para cada adicdo de HCI 0,18 mol L, o sistema foi agitado e deixado
em repouso por 15 minutos (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). A fase aquosa foi entéo
recolhida para baldo volumétrico de 100 mL e o volume completado com agua. Um volume
de 0,55 mL dessa solucdo foi diluido com agua para baldo de 100 mL, obtendo uma
concentragdo final igual a 5,5 mg L. Posteriormente, a solugdo foi filtrada em membrana
PTFE de 0,22 um, sonicada e uma aliquota dessa solucéao foi entdo submetida a analise pelo
método proposto FIA e pelo CLAE.

As amostras de leite, ovo e figado de frango foram doadas pela Jofadel Industria
Farmacéutica Veterinaria da Cidade de Varginha (MG), sendo amostras provenientes de testes
de residuos de sulfaguanidina sodica para a determinacédo de periodo de caréncia. Devido a
complexidade das matrizes e a possibilidade da existéncia de interferentes, as amostras de
leite bovino, ovo e figado de frango, foram submetidas a uma etapa de extracdo antes das
medidas pelo método proposto por FIA e pelo método comparativo por CLAE.

Para o preparo das amostras de leite, foi usada a técnica de extracéo liquido-liquido
com particdo a baixa temperatura (ELL-PBT). O procedimento foi semelhante ao descrito por
Goulart et al. (2010). Essa tecnica (ELL-PBT) consistiu na adi¢do de um solvente miscivel
(acetonitrila) a amostra em uma proporcao de 2:1 (v/v). Ap6s a adi¢do da acetonitrila, a
amostra sofreu agitacdo por 10 minutos com o uso de um processador (Mixer Rl 1364/09 Mini
Processador 400W), formando assim, uma fase liquida Unica contendo o leite e acetonitrila.
A mistura foi entdo transferida para tubos de polietileno, de 30 mL e resfriados a 10°C por 30
minutos. Na sequéncia, os tubos foram centrifugados durante 15 minutos a 500 rpm. A mistura
formada pela fase liquida e o material s6lido do leite foi levado ao freezer e resfriado a -20°C
por um tempo 3h até a separacdo das fases. Com a diminuicdo da temperatura, 0 material
solido (fundo do tubo) foi aprisionado na fase aquosa congelada. A acetonitrila (fase organica
com temperatura de congelamento de -46°C) permaneceu liquida e foi separada facilmente.

Posteriormente, a fase organica (acetonitrila) foi filtrada em membrana PTFE de 0,22
pum, recolhida e evaporada em um rotaevaporador a 40°C. O material resultante no tubo, foi

ressuspendido em 5 mL de solugdo de &cido cloridrico 0,18 mol L, sendo na sequéncia
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sonicados por 10 minutos. A mistura entdo foi centrifugada durante 15 minutos a 500 rpm,
novamente filtrado em membrana PTFE de 0,22 um e submetido a andlise pelo método
proposto FIA e pelo método oficial CLAE.

Para as amostras de figado e ovo, ambas foram trituradas e homogeneizadas por 10
minutos, com 0 uso de um processador (Mixer Rl 1364/09 Mini Processador 400W). Em
seguida, pesou-se 20 g dessa mistura que foi entdo agitada com o uso de um processador com
40 mL de acetonitrila por 10 minutos. A mistura foi entdo transferida para tubos de polietileno
de 30 mL e submetida a extracdo ELL-PBT da mesma forma descrita anteriormente para as
amostras de leite.

4.5 Determinacéo de Sulfaguanidina Sodica em Sistema FIA

Inicialmente, efetuou-se uma varredura de 400 a 800 nm, com o intuito de obter o
espectro de absorcdo molecular da sulfaguanidina. Esse estudo foi realizado usando solugdes
de nitrito de sdédio 0,1 % (m/v), sulfamato de aménio 0,5 % (m/v), N-naftiletilenodiamina
0,1 % (m/v) e solucdo de sulfaguanidina sédica na concentracdo de 0,01 % (m/v) em meio
HCI 0,18 mol L ! (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Através de um autoamostrador, uma aliquota da amostra foi inserida no fluxo
transportador (Figura 22), através de um injetor proporcional. A adi¢ao dos reagentes ocorreu
por confluéncia. O primeiro reagente foi o nitrito de sodio, adicionado no ponto C; logo apos
0 injetor, permitindo que cada fracdo da amostra receba porc¢des iguais desse reagente. No
percurso analitico, foi instalada uma bobina Ripara propiciar a mistura entre reagente e
amostra. No ponto C; foi feita a introducéo do sulfamato de amdnio, o qual reage com a zona
de amostra, posteriormente encaminhada para o reator R. O terceiro reagente adicionado foi
0 N-naftiletilenodiamina, entrando na confluéncia Cz. Imediatamente antes do detector, se
instalou o reator R3, gerando, assim, um composto colorido (diazo-composto), detectado em
545 nm.

Todo o processo foi controlado por um computador através de software escrito em
linguagemVisual Basic® (FIGUEIREDO et al., 2006).
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Figura 22: Diagrama esquematico do sistema de analise em fluxo para determinacéo de
sulfaguanidina sédica

Amostrador Borqba .
peristaltica Injetor

..| —Alca de amostragem
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Nitrito de sodio

Sulfamato de N
xgen - > »
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. i i § Descarte

N-naftil-etilenodiamina

Fonte: O autor (2015)

O sistema FIA operou com as seguintes variaveis: Fluxo transportador (dgua) com
vazdo de 7,0 mL mint; Ry solugdo de reagente de nitrito de sddio 0,1% (m/v), com vazdo de
4,0 mL min !; Rz solucdo de reagente de sulfamato de aménio 1,98% (m/v) com vazio de
3,0 mL min? ; Rz solucéo de reagente de N-naftiletilenodiamina 0,26% (m/v) com vaz&o de
3,0 mL min. solugBes padrdo ou amostra (alca de amostragem de 300 cm / volume de
1,62 mL), com vazéo de 4,0 mLmin.”}; B1 bobina reacional (200 cm); B, bobina reacional
(350 cm); Bz bobina reacional (300 cm); E espectrofotdmetro (545 nm) e D descarte. Os trés
reatores foram submetidos a uma temperatura de 60°C em banho de aquecimento em todas as
etapas de otimizacéo e aplicacdo em amostras.

No sistema de analise em fluxo, quando a amostra em meio acido (HCI) é inserida de
forma automatizada no sistema, recebe o primeiro reagente, nitrito de sodio, que em contato
com o HCI presente no meio, libera 0 NO* (Reacdo 1, Figura 23), que, reagindo com a
sulfaguanidina presente na amostra, forma um composto intermediario (sal de diazonio),
conforme mostrado na Reacdo 3. Apds, a amostra € transportada no sistema, no qual a
confluéncia C; recebe o sulfamato de amonio, reagente necessario no meio reacional para
eliminar o excesso de nitrito de sodio presente (Reacdo 2), concentracdes elevadas do nitrito
de sodio que nédo reagiu com a amostra, gera Nz() e ocasiona a presenca de bolhas no sistema,
interferindo no sinal analitico. Posteriormente, a amostra passa no reator Rz, em seguida
recebe o reagente N- aftiletilenodianina (Reagdo 3). Nessa parte do percurso analitico, a
amostra é convertida em um diazo composto de coloragdo vinho no reator R3, detectado no

espectrofotbmetro em 545 nm.
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Figura 23: ReagOes quimicas que ocorrem ao longo do percurso analitico no sistema FIA para
a determinacdo de sulfaguanidina sodica

NaNO; + 2HCI = NO* + Na* + 2CI + H0 Reacdol
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Fonte: Adaptado de Adaptado de Allinger (1978)

4.5.1 Procedimentos de otimizacao

Neste topico estdo descritos, detalhadamente, os procedimentos de otimizacéo e a
definicdo das condi¢des experimentais para o desenvolvimento do método on-line para a

determinacdo de sulfaguanidina sddica.

4.5.1.1 Otimizacdo das condicGes experimentais

De acordo com a literatura, sabe-se que as reacdes entre N-naftiletilenodiamina e
aminas (e.g. sulfaguanidina sodica) ocorrem normalmente em presenca de &cido cloridrico
diluido ou &cido acético concentrado. Dessa forma, sete varidveis foram estudadas. Para isso,
elaborou-se um planejamento fatorial fracionado 27-2, com o intuito de saber quais dessas
variaveis influenciam na resposta do sistema. As variaveis analisadas neste planejamento

inicial, com os respectivos niveis estudados, e a matriz experimental, estdo apresentadas na
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Tabela 5. Foram necessarios 32 conjuntos de experimentos executados de forma aleatoria e
em triplicata.

Nos estudos de otimizagdo foi utilizada solugdo padrdo de a sulfaguanidina sédica.
Nesse planejamento, as variaveis concentracdo de nitrito de sddio, sulfamato de amonio, N-
naftiletilenodiamina, efeito do comprimento dos reatores R1, Rz e Rz e da alga de amostragem,
foram avaliadas em dois niveis e codificadas: superior (+1) e inferior (-1).

Os dados experimentais foram processados no programa STATISTICA 7.0 (Statsoft,
Tulsa USA), estabelecendo significancia estatistica com nivel de confianca aleatoria 95 %. A
Tabela 5 apresenta os niveis estudados para cada variavel. Os fatores mais significativos foram

avaliados pelo gréfico de Pareto e, posteriormente, otimizados, usando a Matriz de Doehlert.

Tabela 5: Niveis dos fatores no planejamento Fatorial Fracionario 272

Niveis
Variaveis inferior superior (+)
()
Nitrito de sddio (% m/v) 0.05 0.15
Sulfamato de amonio (% 0.25 0.75
m/v)
N-naftil etilenodiamina (% m/v) 0.05 0.15
Alca de amostragem (cm) 125 350
Reator 1 (cm) 200 400
Reator 2 (cm) 250 450
Reator 3 (cm) 300 500
Exp. Nitrito Sulfamato N-naftil Alca de Reator Reator Reator
de de aménio etilenodiamina amostragem 1 2 3
sodio
1 - - - - - - +
2 + - - - - + -
3 - + - - - + -
4 + + - - - - +
5 - - + - - + -
6 + - + - - - +
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Exp. Nitrito Sulfamato N-naftil Alca de Reator = Reator  Reator
de sédio  de ambnio etilenodiamina amostragem 1 2 3
8 + + + - - + -
9 - - - + - + -
10 + - - + - - +
11 - + - + - - +
12 + + - + - + -
13 - - + + - - +
14 + - + + - + -
15 - + + + - + -
16 + + + + - - +
17 - - - - + + +
18 + - - - + - -
19 - + - - + - -
20 + + - - + + +
21 - - + - + - -
22 + - + - + + +
23 - + + - + + +
24 + + + - + - -
25 - - - + + - -
26 + - - + + + +
27 - + - + + + +
28 + + - + + - -
29 - - + + + + +
30 + - + + + - -
31 - + + + + - -
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Exp. Nitrito Sulfamato N-naftil Alca de Reator  Reator  Reator
de sédio  de ambnio etilenodiamina amostragem 1 2 3
32 + + + + + + +

Experimento realizado com 5,5 mg L de sulfaguanidina sodica

Fonte: Barros Neto Scarminio e Bruns (1996)
4.5.1.2 Planejamento Matriz de Doehlert

Apds a triagem utilizando o planejamento fatorial fracionado 272, verificou-se que
cinco das sete variaveis apresentaram efeitos significativos. Essas foram selecionados para a
etapa de otimizacdo. Para as trés, consideradas as mais significativas (nitrito de sddio,
sulfamato de amonio e N-naftiletilenodiamina), foi utilizado um Planejamento Matriz de
Doehlert. O planejamento é mostrado na Tabela 6, para as variaveis, alca de amostragem e
Reator R1, que apresentaram os menores efeitos significativos, onde foi utilizada a otimizacéo
univariada. A concentracdo de sulfaguanidina sodica utilizada nesses planejamentos foi de
55mgL*

Tabela 6: Niveis codificados e reais da Matriz de Doehlert para trés fatores

Fatores Niveis Codificados e Reais
Nitrito de sodio -0,817 0 +0,817
% (m/v) (0,05)  (0,10) (0,15)
Sulfamato de -1 -0,5 0 +0,5 +1
Amodnio %(m/v) (0,25)  (0,50)  (0,75) (1,25) (1,50)
N-naftil -0,866  -0,577 -0,288 0 +0,288 +0,577 +0,866
%(m/v) (0,090 (0,11)  (0,13)  (0,15) (0,17) (0,19)  (0,21)
Experimento Sulfamato de amonio N-naftiletilenodiamina  Nitrito de sddio
1 0 0 0
2 0 0 0
3 0 0 0
4 1 0 0
5 0.5 0.866 0
6 0.5 0.289 0.817
7 -1 0 0
8 -0.5 -0.866 0
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Experimento Sulfamato de aménio  N-naftiletilenodiamina  Nitrito de sodio

9 -0.5 -0.289 -0.817
10 0.5 -0.866 0

11 0.5 -0.289 -0.817
12 -0.5 0.866 0

13 0 0.577 -0.817
14 -0.5 0.289 0.817
15 0 -0.577 0.817

Fonte: Barros Neto, Scarminio e Bruns (1996)

4.6 Figuras de Merito

Nesta etapa, esta descrita a faixa linear de resposta, a frequéncia analitica do método
desenvolvido, a frequéncia de leitura dos padrdes e amostras, além dos limites de deteccdo e

quantificacéo.

4.6.1 Faixa de resposta e linearidade

A Faixa de resposta linear consiste do intervalo de aplicacdo de um método analitico,
podendo ser definida como a regido da curva analitica compreendida entre a menor
concentracdo, na qual é possivel medir determinada espécie quantitativamente (Limite de
Quantificacdo, LQ), até a concentra¢do na qual a curva analitica se desvia da linearidade
(SKOOG; WEST; HOLLER, 1996).

A linearidade consiste na verificacdo estatistica do quanto os valores experimentais,
obtidos na faixa de resposta linear, se ajustam a uma reta. O valor numérico da linearidade é
expresso pelo coeficiente de determinacdo (r) (ANVISA, 2003). A curva analitica foi
construida utilizando uma alga de amostragem com 1,62 mL para a injecdo de padrdes de
sulfaguanidina sédica nas concentragdes de: 0,03 mg L*; 0,05 mg L*; 1,00 mg L%; 2,00 mg
L1; 3,00 mg LY; 5,00 mg L; 7,00 mg L%; 9,00 mg L, preparados em meio HCI 0,18 mol
L2,
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4.6.2 Limite de Deteccdo (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)

Segundo a IUPAC (International Union Pure and Applied Chemistry),
matematicamente, os calculos referentes ao limite de deteccdo e quantificacdo consistem na
razdo entre o desvio padrdo obtido de dez leituras do branco (Sbr) e o coeficiente angular da
equacdo da curva analitica (b). Multiplicando-se o valor obtido por trés, obtém-se o LD
(Equacdo 1) e multiplicando-se por dez o LQ (Equacio 2) (INGLE JUNIOR; CROUCH,
1988).

LD = 3 Sur

Equacado 1

LQ = 10 Subr Equacao 2

4.6.3 Frequéncia de Leitura (FL)

A frequéncia de leitura corresponde ao numero de leituras que podem ser realizadas
por intervalo de tempo, considerando também o tempo de limpeza inerente ao sistema FIA
(CALATAYUD, 1995). No presente trabalho, para melhores resultados, e em fungédo do
tamanho da alca de amostragem, o tempo estabelecido para o enchimento da al¢ca de
amostragem foi de 50 segundos e o tempo de leitura e limpeza do sistema de 70 segundos,

perfazendo, assim, 30 leituras por hora.

4.7 Estudos de Interferentes

Para avaliar as possiveis interferéncias, no método FIA desenvolvido foi realizado um
levantamento na formulacdo de cada amostra. Esse estudo foi dividido em quatro grupos,
conforme constituicdo de cada uma das amostras testadas.

Uma vez que as formulagdes farmacéuticas e as amostras de alimentos normalmente
apresentam uma variedade de substancias em sua composicéo, fez-se a opc¢éo por avaliar o
efeito de grupos de possiveis interferentes de maneira simultanea, numa tentativa de simular,

de forma mais fiel, os sistemas reais. Para esse estudo, também foi utilizada a analise
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multivariada, baseada em planejamentos fatoriais fracionarios. Para facilitar a aplicacdo das
matrizes de planejamento, os concomitantes foram divididos em quatro grupos e as
concentracdes de cada constituinte (interferentes) foi estabelecida para os niveis, conforme
encontrados em cada amostra. (Tabela 7).

Tabela 7: Grupos e Planejamento Fatoriais dos interferentes

Grupo Planejamento Fatorial Interferentes
A 23 enxofre, neomicina e caulin;
B 24 amido, CaCQOg, celulose e lactose;
C 23 albumina, &cido lactico e caseina;
D 272 ampicilina, norfloxacino, flunixin meglumine, penicilina G

procaina, trimetoprim, penicilina potassica e estreptomicina;

Fonte: Autor (2016)

Nesse estudo, solugdes individuais contendo sulfaguanidina sodica, na concentragao
de 5,5mg L, juntamente com os excipientes presentes em dois niveis de concentragéo,
foram submetidas a agitacdo magnética por 15 minutos e, na sequéncia, sonicados por 15
minutos. Essas solucdes foram entdo filtradas em papel de filtro quantitativo (Whatman, 41),
posteriormente transferidas para balGes volumétricos de 100 mL e completado o volume com
agua de Milli-Q. Antes de serem analisadas, pelo método FIA e por HPLC, as amostras
novamente foram filtradas em membranas de nylon PTFE de 0,22 um. As Tabelas 8 a 11

mostram os planejamentos fatoriais fracionarios com cada grupo de interferentes.

Tabela 8: Grupo A: Planejamento Fatorial Fracionario 22 - Concentragdo dos interferentes

Niveis @ Enxofre % Sulfato de neomicina % Caulin % (m/v)
(m/v) (m/v)
-1 2,5 0,20 2,0
1 5,0 0,40 4,0

Fonte: O autor (2015)
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Tabela 9: Grupo B: Planejamento Fatorial Fracionario 24 - Concentragéo dos interferentes

Niveis Amido% (m/v) CaCO3 % (m/v) Celulose % Lactose % (m/v)
(miv)
-1 3,0 2,5 2,0 2,5
+1 6,0 5,0 4,0 50

Fonte: O autor (2015)

Tabela 10: Grupo C: Planejamento Fatorial Fracionario 2° - Concentracgdo dos interferentes

Niveis Albumina bovina % (m/v) Acido Léactico % Caseina % (m/v)
(m/v)
-1 20,0 0,18 0,08
+1 40,0 0,36 0,16

Fonte: O autor (2015)

Tabela 11: Grupo D: Planejamento Fatorial Fracionario 272 - Concentracgéo dos interferentes

Niveis  Ampicilina  Norfloxacino  Flunixin  Penicilina  Trimeto Penicilina  Estrepto

(Mg L™ (Mg L™ (Mg L™ G prima G micina
procaina  (ugL?)  potassica  (ug L?)

(g LY (g LY
- 50,0 10,0 125,0 100,0 100,0 250,0 100,0
+ 100,0 20,0 250,0 200,0 200,0 500,0 200,0

Fonte: O autor (2015)

A resposta para cada experimento foi a porcentagem de interferéncia, ao se comparar
uma solucéo contendo somente o analito com as solugdes contendo além do analito os demais
concomitantes. Para os grupos A, B e C foi usada uma solugdo com 55 mg L? de
sulfaguanidina sodica e para o grupo D, 100 pg L. De posse dessas porcentagens, calculou-

se as estimativas de contraste que foram plotadas em um grafico de probabilidade.

4.8 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussfes deste trabalho sdo apresentados a seguir e sdo referentes as

etapas de otimizacéo e aplicacdo do método em amostras.
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4.8.1 Estudos Preliminares

Foi realizada uma varredura espectral (Figura 24), utilizando uma solugdo contendo
0,01% (m/v) de sulfaguanidina sodica, com solucéo de nitrito de sédio 0,1% (m/v), sulfamato
de amonio 0,5% (m/v), solucdo de N-naftiletilenodiamina 0,1% (m/v) (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010). O espectro obtido mostrou uma maior absorbancia em 545 nm, ndo
sendo detectada interferéncia provenientes dos préprios reagentes. Esse valor foi condizente
com o obtido em outros trabalhos (COUTO; RAMOS; CAVALHEIRO, 1998). Assim, 0s
experimentos referentes ao desenvolvimento do sistema FIA foram realizados nesse

comprimento de onda.

Figura 24: Varredura espectral do composto obtido a partir da reacdo com uma solucéo de
sulfaguanidina sodica na concentragéo de 0,01% (m/v)
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Fonte: O autor (2016)

4.8.2 Otimizacao multivariada do método on-line desenvolvido

Para a otimizacdo do método, as variaveis nitrito de sddio, sulfamato de amdnio,
N- naftiletilenodiamina, alca de amostragem, reatores R1, R2 e Rz foram avaliadas por meio
de um planejamento fatorial fracionario (272).

A Figura 25 mostra o Gréafico de Pareto, representando os efeitos estimados e obtidos
pelo tratamento estatistico dos resultados apresentados na Tabela 5, utilizando o programa
Statistic®. As barras horizontais, maiores que a linha vertical dada por p = 0,05, representam

a significancia dos fatores. A linha tracejada corresponde ao efeito minimo que uma variavel
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ou interacdo entre elas, deve produzir para causar variagdo significativa no sinal analitico, com

uma confianca de 95 %.

Figura 25: Diagrama de Pareto para as variaveis estudadas. Nivel de confianca de 95%
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Sulfamato de amdnia
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p=105
Efeito padronizado (valor absoluto)
Fonte: O autor (2016)

Através da Figura 25, é possivel verificar que de todos os sete fatores estudados,
somente os reatores R1 e 0 Rz ndo apresentaram efeitos significativos no intervalo avaliado.
Dessa forma, seus valores foram mantidos nos seus menores niveis de comprimentos, 200 cm
e 300 cm, respectivamente.

A variavel mais importante, dentro das condi¢cdes estudadas, foi o reagente
cromogénico N-naftil-etilenodiamina (11,90), indicando que 0 aumento da concentracdo de
0,05% para 0,15% (m/v) favorece a reacdo quimica. Esse fato pode ser explicado pelo
deslocamento do equilibrio para a formacgéo do diazo composto da reacdo do sal de diazénio
com o N-naftiletilenodiamina, formando um complexo que é responsavel pelo aumento na
absorbéancia. Essa variavel foi ajustada ao nivel alto (+1), o qual corresponde aos valores de
concentragédo acima de 0,15% (m/v).

O reagente sulfamato de amonio também apresentou estimativa de contraste positivo

(8,70), indicando que o intervalo de concentragéo entre 0,25% e 0,75% (m/v), desse reagente,
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contribui para o aumento do sinal analitico. Nessa reacéo envolvendo o sulfamato de aménio,
0 nitrito de sddio é transformado em ions nitrénio (NO™), na presenca de &cido cloridrico
contido na amostra e através de um ataque eletrofilico por parte desse ion nitrénio ao grupo
amino da sulfaguanidina, forma o sal de diazbnio, servindo de partida para a reacdo com 0
N - aftiletilenodiamina. De acordo com Mirvish (1975); Archer, Tannenbaum e Wishnok
(1976), o sulfamato de aménio é responsavel por eliminar o excesso do ion nitrénio
remanescente, que ndo foi consumido pela amostra de sulfaguanidina sédica. No meio
reacional, o excesso de nitrito de sédio, € convertido em N2 (), causando o aparecimento de
bolhas no percurso, interferindo no sinal analitico.

O nitrito de sodio, outra variavel estudada, apresentou efeito significativo negativo,
(- 8,03), para esse estudo. A varidvel foi ajustada para niveis inferiores a concentragédo de
0,15% (m/v), confirmando as informagdes acima, de que Seu excesso no meio interfere no
sinal analitico da reacéo.

Quanto a alga de amostragem (AA) foi observado um efeito positivo, indicando que
o melhor sinal ocorre com 0 maior comprimento desse dispositivo, pois, com o0 aumento desse
parametro, tem-se uma menor dispersdo no centro da zona de amostra no percurso,
propiciando melhor sinal analitico.

Uma estimativa de contraste positiva tambem foi verificada para o R.. Observa-se
que quando se aumenta o comprimento da bobina reacional (250 cm para 450 cm), tem-se um
aumento no sinal analitico, que pode ser notado pelo efeito positivo (2.93). 1sso sugere que a
cinética de oxidacao do nitrito na presenca de sulfamato de aménio, é lenta e é favorecida pelo
aumento do comprimento do reactor.

Como o comprimento dos reatores, R1 e Rs ndo apresentaram estimativas de
constrate significativas, se fixou os mesmos em 200 e 300 cm, respectivamente, em seus
menores niveis.

A otimizacdo das concentracdes ideais de N-naftiletilenodiamina, sulfamato de
amonio e nitrito de sddio foi realizada através de planejamento da Matriz de Doehlert (Tabela

6) e os pontos de 6timo obtidos pela metodologia de superficie de resposta (Figura 26).
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4.8.3 Planejamento Matriz de Doehlert para a determinacéo de Sulfaguanidina Sédica

De posse da significancia estatistica dos fatores investigados no planejamento fatorial
fracionario 272, foi realizado um planejamento Matriz de Doehlert para trés fatores, reagente
1 (nitrito de s6dio), reagente 2 (sulfamato de amonio) e reagente Rz (N-naftiletilenodiamina).
As Figuras 26A, 26B e 26C mostram as superficies de resposta dos conjuntos de

experimentos.

Figura 26: A) Superficie de Resposta: sulfamato de aménio x Nitrito de sodio

Fonte: O autor (2016)
A Figura 26 A mostra a superficie de resposta para as variaveis de concentracao da

solucdo de sulfamato de aménio em funcdo da concentracdo de nitrito de sodio. E possivel
observar que existe um valor maximo dentro do dominio experimental utilizado. Na superficie
de resposta, pode-se verificar que em concentracdes maiores, bem como em menores de nitrito
de s6dio, tem-se uma diminuicdo no sinal analitico. Isso pode ser explicado, uma vez que, em
concentracdes menores, ocorre uma menor formacdo do ion nitrénio, que esta diretamente
relacionado com a formacéo do sal de diazénio, por outro lado, o excesso desse sal no meio
forma N2, interferindo no sinal analitico por formagdo de bolhas no percurso analitico. O
ponto 6timo para esses dois reagentes foram: 2,0% (m/v) para a concentragdo de sulfamato de

amonio e 0,1% (m/v) para a solugdo de nitrito de sodio.
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Figura 26: B) N-naftil-etilenodiamina x nitrito de sddio

=
o

SRR

Fonte: O autor (2016)

A figura 26 B ilustra a regido 6tima para a determinacgéo de sulfaguanidina sodica em
funcdo da concentracdo da solugédo de nitrito de sodio e a concentracdo da solucdo N-naftil-
etilenodiamina. Observa-se que, no ponto de 6timo, os valores foram de 0,1% (m/v) para a
solucdo de nitrito de sédio e 0,28 % (m/v) para a solucdo de N-naftiletilenodiamina. A
superficie de resposta mostra que concentracbes maiores de N-naftiletilenodiamina,
contribuem para o aumento do sinal analitico, favorecendo o deslocamento do equilibrio para
a formacdo do diazo composto. Novamente, é observado na superficie que, para valores
menores e maiores que 0,1 % (m/v) de nitrito de sodio, o sinal analitico é afetado, mostrando

assim, a relacao que este reagente apresenta no meio reacional como ja observado na superficie
26 A.
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Figura 26: C) N-naftiletilenodiamina x sulfamato de amonio

Fonte: O autor (2016)

A Figura 26 C mostra a superficie de resposta construida entre os fatores N-naftil-
etilenodiamina e o sulfamato de amodnio. Como pode ser observado, existe um valor maximo
dentro do dominio experimental utilizado e um aumento do sinal analitico com o0 aumento da
concentracdo de ambos os reagentes. 1sso pode ser justificado pelo fato de que, com a maior
concentracdo de sulfamato de aménio, melhor sera controlada a formacao do ion nitrénio, que
é responsavel diretamente pela formacdo do diazo composto. Os pontos criticos foram 2,0%
(m/v) para a solucdo de sulfamato de aménio e 0,28% (m/v) para a solucdo de N-

naftietilenodiamina.

4.8.4 Efeito da Alga de Amostragem e do Reator R; sobre o Sinal Analitico

A Figura 27 apresenta o efeito do tamanho da al¢ca de amostragem sobre a absorbancia.
Para este estudo, variou-se o comprimento da alca de amostragem de 125 cm até 625 cm, com
incrementos de 100 cm. Nota-se pela Figura 27, que o sinal analitico aumenta com o tamanho
da alca de amostragem até 325 cm, em seguida, a absorbancia tende a se manter constante.
Isso pode ser explicado pelo fato de que as algcas de comprimento maiores, mantém a zona

central de amostra mais equidistantes das zonas frontal e de calda, sendo menos influenciada
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pelos fendmenos de dispersdo e diluicdo que acontecem no percurso analitico. Dessa forma,

0 comprimento de 325 cm (1,64 mL) foi adotado para todos 0s experimentos.

Figura 27: Efeito do tamanho da alca de amostragem sobre a absorbancia. Experimento
realizado com 5,5 mg L de sulfaguanidina sodica

0,65

0,60

0,55

0,50

Absorbancia
HIH

0,45
0,40

0,35 E

100 200 300 400 500 600 700
Alca de amostragem (cm)

Fonte: O autor (2016)

Como visto no gréafico de Pareto, o tamanho do reator 2 também influéncia a resposta
analitica. A Figura 28 relaciona o comprimento do reator 2 (cm) com a absorbancia. Nota-se
que o sinal analitico aumenta com o tamanho do reator 2 até o comprimento de 350 cm, o que
pode ser explicado pela lenta cinética da reacdo de formacéo do sal de diaz6nio. Apds 350
cm, a absorbancia decai, provavelmente, devido a disperséo e diluicdo da zona de amostra no

percurso analitico. Dessa forma, o comprimento de 350 cm foi fixado para esse reator.
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Figura 28: Influéncia do comprimento do Reator 2 na absorbancia - Experimento realizado
com 5,5 mg L de sulfaguanidina sddica
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Fonte: O autor (2016)

4.8.5 Analise Multivariada de Interferentes no Sistema FIA

As Figuras 29 A, 29 B, 29 C e 29 D mostram os graficos de probabilidade acumulada
para as quatro classes de concomitantes. A interpretacdo dos graficos revela que todos aqueles
efeitos e contrastes de cada espécie interferente e interacdes que estdo proximos de zero ndo
sdo significativos (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 1996;; TARLEY et al., 2005).

E possivel observar nas figuras que, para o estudo dos quatro grupos de interferentes,
os efeitos principais e as interacbes de dois, de trés e de quatros fatores, ndo apresentaram
efeitos significativos no método, ou seja, quando estes concomitantes estiverem presentes no

meio (amostra), ndo afetara a resposta analitica.



Figura 29 A: Probabilidade dos resultados obtidos com a aplicagdo das matrizes
experimentais no estudo de interferentes para sulfaguanidina sédica no Planejamento
Fatorial Fracionario 2°:

1-enxofre; 2- sulfato de neomicina e 3-caulin
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Fonte: O autor (2016)

Figura 29 B: Probabilidade dos resultados obtidos com a aplicacdo das matrizes
experimentais no estudo de interferentes para sulfaguanidina sddica no Planejamento
Fatorial Fracionario 2*:

1-amido; 2-carbonato de calcio; 3-celulose e 4-lactose
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Fonte: O autor (2016)
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Figura 29 C: Probabilidade dos resultados obtidos com a aplicacdo das matrizes

experimentais no estudo de interferentes para sulfaguanidina sddica no Planejamento

1- albumina bovina; 2-acido lactico e 3-caseina
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Fonte: O autor (2016)

Figura 29 D: Probabilidade dos resultados obtidos com a aplicacdo das matrizes

experimentais no estudo de interferentes para sulfaguanidina sddica no Planejamento

Fatorial Fracionario 27-2: 1-ampicilina; 2-norfloxacino; 3-flunixin; 4-penicilina G procaina;

5- trimetoprima; 6- penicilina G potassica e 7-estreptomicina
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4.8.6 Figuras de Meérito e Aplicacdo em Amostras

A curva analitica (Figura 30) para a sulfaguanidina soédica com o método FIA
proposto, apresentou a equacgdo: Abs =0,0105 + 0,0866 [sulfaguanidina (mg L™)], com
coeficiente de correlagéo r = 0,995. O limite de deteccéo e limite de quantificagéo foi de 0,012
mg Le 0,039 mg L?, respectivamente. A faixa linear de resposta foi de 0,03 mg L a 9,0
mg L. Todas as leituras dos padrdes e das amostras foram realizadas em triplicatas e o
Coeficiente de Variacdo foi inferior a 3,0%, o que indica uma boa precisdo do método.

Figura 30: Curva analitica para a determinacgéo de sulfaguanidina sodica com o sistema FIA
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Fonte: O autor (2016)

Para verificar a exatiddo, o método proposto foi aplicado na determinacdo de
sulfaguanidina sédica em formulagdes farmacéuticas de uso veterinario e em amostras de leite,
ovo e figado de frango. Os resultados obtidos foram comparados com o método de referéncia

por CLAE. A Tabela 12 mostras os valores obtidos pela técnica FIA e por CLAE.
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A exatiddo do método foi avaliada em comparacdo com a técnica CLAE e os

resultados foram condizentes (teste-t para comparacdo de médias, 95% de confianga). A

precisdo, avaliada pelo desvio padrdo relativo, foi inferior a 4%.

Tabela 12: Aplicacdo do método validado para determinacdo de sulfaguanidina sédica em
diferentes amostras

Amostras Método FIA C.V. (%) CLAE Erro (%)
1 5.50+0.03 0,54 5.30 £ 0.01 3.77
2 5.97 £ 0.08 1,34 5.60 + 0.06 6.61
3 5.10 £ 0.08 1,56 5.50 £ 0.05 -7.27
4 6.00 £ 0.07 1,16 5.73 £0.02 4.71
5 5.68 + 0.06 1,58 5.97 £ 0.02 -4.86
Ovos 0.063 + 0.001 1,58 0.062 + 0.002 1.30
Leite 0.049 £ 0.002 4,00 0.048 £ 0.003 1.63
Figado de 0.056 + 0.002 3,57 0.060 £ 0.001 -2.96

Frango

Resultados expressos como média + SD (n=3). ®mg kg?, teste t de dados pareados com 95% de confianca.
Amostras de 1 a 5 séo formulagdes farmacéuticas
Fonte: O autor (2016)

Ao relacionar o LQ do método proposto por sistema de analise em fluxo, que foi de

12 pg L1, e comparado com os demais métodos mostrados na tabela 13, é possivel verificar

que o desempenho do método proposto € viavel , podendo ser empregado para a determinacao

de residuos dessa classe de antibioticos em alimentos, uma vez que a Instrucdo normativa n°

8, de 29 de abril de 2010, preconiza em 100 pg Kg* dessa classe de antibioticos em alimentos.

Tabela 13: Comparacdo de diferentes métodos analiticos para a determinacéo de
sulfonamidas em diferentes tipos de amostras

Detetor Intervalo linear LOD Aplicacéo Ref.
HPLC-UV 50-2000 mg kg 10 mg kg* Formulagdes farmacéuticas e Pietron et al.
alimentos (2013)
TLC-HPTLC-silica gel 50 ug L Aguas residuais Babic et al. (2006 a)
F2s4 plates
TLC-HPTLC-CN  Fass 200 g L! Aguas residuais Babi¢ et al.
plates (2006b)
TLC-HPTLC-CN  Fas4 50 ug L? Amostras de solo Mutavdzic et al.
plates (2014)
TCPP/Fe304-GO 500-20000 pg L 200 pg L Agua de abastecimento Shi; Ye, 2015
HPLC-DAD
LC/MS/MS 20 -100 g kg 11.8 pg kg Mel de abelhas Dubreil-Chéneau et
al. (2014)
HPLC - DAD 1,29-79ngmL?  26,3ngmL? Leite Malik et al. (1994)
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Detetor Intervalo linear LOD Aplicagéo Ref.
Espectrofotometria de 0.039a9mgL? 0.012mg L* Formulagdes farmaceuticas e Neste trabalho
absorcdo molecular na alimentos

regido do visivel.

DAD, Diode array detection; TCPP/Fes04-GO: type of porphyrin-functionalized FesOs-graphene oxide
Fonte: Autor (2016)

4.9 CONSIDERACOES FINAIS

O método FIA desenvolvido apresentou bons resultados e foi aplicado com éxito em
diferentes matrizes, como amostras farmacéuticas, ovo, figado de frango e leite bovino,
mostrando boa precisdo com RSD, inferior a 4%. O limite de deteccao e quantificacdo foram,
respectivamente, de 0,012 mg L e 0,039 mg L, permitindo a aplicacdo do método para o
monitoramento de teores e controle de residuos de sulfaguanidina sodica em amostras
alimenticias, visto que esses limites estdo abaixo do limite maximo recomendado pelos 6rgaos
governamentais.

O sistema FIA proposto apresentou boa exatiddo, quando comparado ao método
padrdo empregando CLAE e adicionalmente apresenta economia de reagentes, caracterizando-
se como um método rapido com frequéncia de 30 leituras H*, além de apresentar baixo custo e
ser de facil operacéo.

As figuras de mérito, tais como: faixa de resposta linear, linearidade, precisdo e

exatiddo, ratificaram a viabilidade do método FIA, assim como excelente robustez,

repetitividade e reprodutibilidade de eventos.
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5 SISTEMA DE ANALISE EM FLUXO PARA A DETERMINAGAO DE RESIDUOS
DE ORGANOFOSFORADOS EM ALIMENTOS, USANDO PRE-CONCENTRAGAO
EM MATERIAL DE ACESSO RESTRITO COMPOSTO DE NANOTUBO DE
CARBONO MAGNETICO REVESTIDO COM ALBUMINA BOVINA (M-RACNT).

Neste topico sera descrita a metodologia detalhada utilizada neste trabalho.

5.1 Metodologia Experimental

A metodologia experimental, apresentada abaixo, foi dividida em trés partes:

1%) Desenvolvimento e Otimizagdo do Sistema FIA, para determinagdo de
organofosforados;

2%) Funcionalizagdo dos nanotubos de carbono; desenvolvimento do material hibrido
nanotubo de carbono magnético (MCNT); revestimento do MCNT com BSA (M-
RACNT) e otimizacgéo da etapa de extracdo de organofosforados em amostras;

3% Aplicacdo da metodologia em amostras de alimentos (berinjela, brocolis, couve-

flor, leite de soja e vagem verde).

5.2 Reagentes e Solugbes

Todas as solucBes foram preparadas com agua deionizada produzida em um sistema
Milli- Q system (Millipore, EUA). As solucdes de trabalho dos organofosforados e reagentes
foram preparadas semanalmente. A solucdo estoque da mistura dos organofosforados
clorpirifés, diazinon, malation, paration e metamidofos (Fluka) foi preparada na concentracao
de 1000 mg L1, pela dissolugdo de 20 mg de cada um dos 5 pesticidas em acido acético 7,5
mol L, quantitativamente transferida para um baldo volumétrico de 100 mL. Essa solugio
foi acondicionada em vidro de cor ambar e armazenada em geladeira (4°C).

Na otimizacdo do sistema FIA, para os Planejamentos Fatorial Fracionario
Multivariado e para o sistema Univariado, foi utilizada uma solucdo aquosa da mistura dos
cinco organofosforados na concentragdo de 50 mg L. partindo da diluigdo da solugo estoque
de 1000 mg L1, Para a construgdo da curva analitica, foram preparadas soluges da mistura

dos cinco organofosforados nas concentracdes de 500 pg L% 1000 pg Lt 2000 pg L
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2500 pg Lt; 3000 pg Lt 4000 pg L 5000 pg L e 6000 pg L2, todas em meio aquoso
(&cido acético).

Na etapa de pré-concentracao, para os Planejamentos Fatorial Fracionario e Matriz de
Doehlert, foi preparada uma solugio aquosa na concentragio de 100 pg L™, partindo de uma
solugéo estoque de 1000 mg L™ da mistura dos cinco organofosforados em dimetilformamida.

Para a construcdo da curva analitica na etapa de pré-concentracdo, foram preparadas
solugdes aquosas nas concentrages de 5,0 ug LY; 10 ug L 15 ug LY 25 pg Lt 40 pg LY,
50 ug. L, 70 ug Lt e 90 pg L. Todas as solugBes foram preparadas partindo da solugdo de
concentracéo de 100 pg L.

5.3 Determinagéo On-line de Organofosforados em Amostras Alimenticias

O diagrama esquematico do sistema de analise em fluxo para a determinacdo de
organofosforado é mostrado na Figura 31A.

No sistema FIA, com o auxilio de um autoamostrador, uma aliquota da amostra €
inserida no fluxo transportador (acido acético 1,5 mol L), através de um injetor comutador.
Os reagentes foram adicionados através de confluéncias. O primeiro reagente, uma mistura de
acido acético 1,87 mol L™ e 4cido cloridrico 1,5 mol L™ foi adicionado no ponto C; logo ap6s
0 injetor. A adicdo desse reagente é necessaria para favorecer a reacdo de oxirreducdo da
mistura dos organofosforados, que acontece no sistema FIA (MATHEW; PILLAI; GUPTA,
2007). Ainda no percurso analitico, no ponto C,, é feita a adicdo da solucdo de
N- bromosuccinamida na concentracgdo de 5,0x10° % (m /v), que oxida os organofosforados
no reator R1 (Figura 31 B, Reacdo 4), o qual foi mantido em banho térmico na temperatura de
60°C. Posteriormente, a mistura reacional recebe na confluéncia Cz o reagente rodamina B, na
concentragdo de 2,0x102 % (m /v), e é conduzida ao reator Rz, também mantido em banho
térmico na temperatura de 60°C. Nessa etapa (Figura 31 B, Reac6es 05 e 06), a sobra o Br:
liberado do NBS em meio &cido, oxida a rodamina B e a absorbancia é medida em 560 nm.

Dessa forma, relaciona-se que quanto menor a concentracdo de organofosforados na
amostra, maior serd a concentracdo de NBS que restara no equilibrio, podendo entéo, oxidar
a rodamina B, diminuindo, desse modo, a intensidade da coloracdo desse reagente e,

consequentemente, o sinal analitico. A absorbancia da solucéo final € monitorada em 560 nm.



84

Figura 31: A — Diagrama esquematico do sistema de analise em fluxo otimizado para a
determinacéo de organofosforado

Amostrador Bomba .
peristaltica Injetor

B /_.Alga de amostragem

Descarte
—
Reator 1

Reator 2

Acido acético 1,5 moI/L_T_,____

Acido acético 1,87 mol/L
Acido cloridrico 1,5 mol/L

Detector
N-bromosuccinamida — -~

Rodaming.« T g . > Aquecimente  Dagcarte
Fonte: O autor (2017)

Aquecimento

O sistema FIA operou com as seguintes variaveis: T solucdo transportadora (acido
acético 1,5 mol L) com vazéo de 4,0 mL min*; R; solucéo do reagente acido acético 1,87
mol L* / acido cloridrico 1,5 mol L com vazéo de 8,0 mL min; Rz solucéo do reagente N-
bromosuccinamida 5,0.10° mol L™ (m/v) com vazio de 6,0 mL min ; Rs solugéo do reagente
rodamina B 2,0.10 2% (m/v) com vaz&o de 4,0 mL min™. As solu¢des padréo ou amostra (al¢a
de amostragem de 95cm (0,48 mL)), com vazdo de 3,0 mL min.?; By bobina reacional

(500cm); B2 bobina reacional (250 cm); E espectrofotdmetro (560 nm) e D descarte.

Figura 31 B- Reacdo dos organofosforados com o NBS em meio &cido na presenca da
rodamina B

NBS + H" + OPP — Br- + NBS® + OPP oxidado Reacdo 4

2NBS + H* - Br2 + 2NBS* Reacdo 5

Br, + H* + RodaminaB — 2Br- + Rodaminaoxidada Reacdo 6

Fonte: Adaptado de Tiwari e Asthana (2012)
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5.4 Procedimentos de Otimizacdo do Sistema FIA para a Determinacdo de
Organofosforados

Neste topico esta descrito o estudo das variaveis mais significativas que influenciam

na reacdo quimica e as etapas de otimizacao do método FIA proposto.

5.4.1 Otimizacdo do sistema FIA para deteccdo espectrofotométrica de organofosforados

O estudo das variaveis pertinentes ao sistema FIA de deteccéo espectrofotométrica foi
realizado, primeiramente, por meio de um planejamento fatorial fracionario multivariado e,
na sequéncia, por um planejamento univariado.

Para estudos de otimizacdo, foi utilizada uma mistura dos organofosforados
clorpirifés, Diazinon, Malation, Paration e Metamidofds. Nesse planejamento, as variaveis
fluxo carregador, concentragdo de acido acético / acido cloridrico, N-bromosuccinamida,
rodamina B e comprimento dos reatores (R: e R2) foram avaliadas em dois niveis. As variaveis
analisadas, nesse planejamento inicial, com 0s respectivos niveis estudados e a matriz
experimental estdo apresentadas na Tabela 14. Foram necessarios 16 conjuntos de
experimentos executados, de forma aleatédria e em duplicata. Apos a triagem, os fatores mais
significativos foram avaliados pelo grafico de Pareto.

O parametro utilizado como resposta analitica foi a altura do sinal transiente de
absorbancia. Os dados experimentais foram processados no programa STATISTICA 7.0
(Statsoft, Tulsa USA), estabelecendo significancia estatistica com nivel de confianca aleatdria
de 95%.

Tabela 14: Niveis dos fatores no planejamento Fatorial Fracionario 22, usando uma solugéo

com a mistura dos organofosforados (clorpirifés, diazinon, malation, metamidofés e
paration) na concentracéo final de 50 mg L*

Sigla Fator Niveis

Minimo ( -) Méaximo ( +)
NBS N-bromossuccinamida % (m/ v) 5,0.103 1,0.102
HAC/HCI  Acido acético/acido cloridrico (mol LY)  3,75/3,0 7,50/6,0
R1 Reator reacional 1 (cm) 500 750
Rz Reator reacional 2 (cm) 250 500
Ro Rodamina % (m /v) 2,0.102 2,5.10

FC Fluxo carregador &cido acético (mol LY) 1,50 3,0
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Ensaios NBS % HAC/HCI  Reator 1 Rodamina Reator 2 Fluxo
(m/v) mol.L? (cm) %(m/v) (cm) Carregador
mol L-!
1 - - - - - -
2 + - - - - +
3 - + - - + -
4 + + - - + +
) - - + - + +
6 + - + - + -
7 - + + - - +
8 + + + - - -
9 - - - + + +
10 + - - + + -
11 - + - + - +
12 + + - + - -
13 - - + + - -
14 + - + + - +
15 - + + + + -
16 + + + + + +
Fonte: O autor (2017)
5.4.2 Otimizacdo Univariada

Ap0s a triagem, verificou-se que somente a concentracdo do reagente R1, que é uma

mistura de &cido acético/acido cloridrico, apresentou efeito significativo. Assim, essa variavel

foi selecionada para a etapa seguinte de otimizacdo. Salienta-se que a razdo entre as

concentracdes de acido acético e acido cloridrico foi mantida em 1,25. A concentracdo da

mistura dos cinco organofosforados utilizados nesse planejamento foi de 50 mg L. A tabela

15 mostra as concentracdes usadas nesse planejamento.

Tabela 15: Otimizacdo Univariada para a relacdo do reagente acido acético/acido cloridrico

Acido acético (mol L) / Acido cloridrico (mol L)

0,234 /0,187
0,468 /0,375
0,937 /0,750
1,406 /1,125
1,871/1,150
2,810/2,250
3,750/ 3,000

Fonte: O autor (2017)
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5.4.3 Cromatografia Liquido de alta eficiéncia

Para verificar a exatiddo do método proposto, utilizou-se um cromatégrafo liquido
de alta eficiéncia com detec¢do UV em 220 nm, Shimadzu SPD-10A (Shimadzu Seisakusko
Kyoto, Japan), equipado com uma bomba LC-10AS Shimadzu, com detector UV- visivel
(SDR-10A, Shimadzu) e um injetor automatico de 20 uL (Rheodyne). Foi utilizada uma
coluna analitica de C1s Microsorb-MVTM 100 A (10 cm x 4,6 mm d.i.) e pré-coluna C1s com
tamanho de particula de 5 um (2,0 x 4,6 mm d.i.).

A fase movel utilizada foi uma mistura de acetonitrila, &gua produzida em um sistema
Milli- Q system (Millipore, EUA) e metanol na proporcao de 50:40:10 (v/v), com temperatura
de 45°C, bombeada a uma vazdo de 1,5 mL min*, com volume de injecdo de 5,0 pL. A érea

dos picos foi medida em um integrador Shimadzu C-R6A Chromatopac.

5.5 Nanotubos de Carbono

Neste topico estd descrita a metodologia detalhada da funcionalizagdo dos CNT,
sintese das nanoparticulas magnéticas, sintese do material hibrido MCNT (nanotubo de
carbono magneético), recobrimento do MCNT com BSA (M-RACNT) e otimizagédo da etapa

de extracdo dos organofosforados das amostras de alimentos.

5.5.1 Funcionalizacdo dos nanotubos de carbono (NTC)

Os NTC utilizados neste trabalho foram os de paredes multiplas, adquiridos da Sigma-
Aldrich®, produzidos pelo método de Deposicdo Termoquimica de Vapor e pureza minima
de 95% em massa, diametro da parede exterior na faixa de 6 a 9 nm e comprimento de 5 pum.

Uma massa de 500 mg do material puro foi oxidada com 150 mL de HNO3z 65%,
conforme Barbosa et al. (2015), sendo a mistura mantida em refluxo durante 90 minutos em
uma temperatura de 120°C (LI; CHEN; YAN-PING, 2015). Apds esse periodo de

aquecimento, os NTCs ja oxidados foram lavados com agua destilada até o pH final neutro e,
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na sequéncia, lavados com etanol. A sequéncia de funcionalizacdo foi esquematizada

conforme mostrado na Figura 32.

Figura 32: Sequéncia das etapas de funcionalizagéo dos NTC
0

Adigdo de 500 =it (
mg CNT il {

Q Termodmetro
Ny

p—

Lavagem com
Banho de

A

p, \ . glicerina (ﬁi%}{) a - ﬁatanol
o NG ¥

HNO; 65 % (v/v)

— > )
I e 2
> B ¥ Temp. Filtrag&o a Secagem
_@: 120° C Vacuo
— [

J
Sistema em rt_afluxo Obtengaordos
por 90 min CNT oxidados

Fonte: O autor (2017)

5.5.2 Sintese das nanoparticulas magnéticas

O preparo das nanoparticulas magnéticas (Figura 33) foi utilizado 100 mL de uma
solucéo contendo 2,0 g de FeClze 5,4 g de FeCls anidro, posteriormente transferidas para um
baldo de 3 vias de 250 mL. Na via da esquerda foi instalado um funil de separagdo com um
sistema de gotejamento lento (0,2 mL min™), contendo 25 mL de solugdo de hidrdxido de
sodio 10% (m/v), na via central foi acoplado um condensador e na via da direita foi inserido
um fluxo continuo de N2. Todo o sistema foi mantido em agitacdo vigorosa de 150 rpm a
temperatura ambiente. Ap6s a formacdo, as nanoparticulas foram separadas com o auxilio de
um ima, lavadas em abundancia com agua deionizada até pH proximo de 7,0 e levadas para
secar em estufa a 60°C por 24h (CHEN et al., 2012). A Figura 33 mostra as diferentes etapas
da sintese das nanoparticulas magnéticas. A Figura 34 mostra a atracdo das particulas na

presenca de um campo magnético.
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Figura 33: Esquema da sintese das nanoparticulas magnéticas
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5,4 g de FeCly
2,0 g de FeCly

25 mL de
NaOH 10 %

S

4 Banho de
glicerina

Lavagem -

=
Separagdo
magnética

Filtragdo a

vacuo Secagem

Baldo de trés
bocas

Sisterma de
montagem

Fonte: O autor (2017)

Na figura 34 é possivel observar as nanoparticulas magnéticas em suspensdo, em

repouso e com a agdo de um campo magnético (iméa).

Figura 34: A) nanoparticulas magnéticas em suspensao; B) nanoparticulas magnéticas em
repouso e C) nanoparticulas magnéticas, sob a acdo de um campo magnético externo

A) B) C)
Fonte: O autor (2017)

5.5.3 Sintese dos nanotubos de carbono magnéticos (MCNT)

Para o preparo dos CNTs magnéticos (Figura 35), dispersou-se 500 mg do material
oxidado, juntamente com 500 mg de nanoparticulas magnéticas em 25 mL de
dimetilformamida. A mistura foi entdo homogeneizada em banho ultrassdnico durante cinco
minutos. Os CNTs magnéticos resultantes foram lavados com agua destilada até pH 7,0. O

material foi colocado para secar em estufa na temperatura de 60°C.
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Figura 35: Sintese dos MNTC
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Fonte: O autor (2017)

5.5.4 Revestimento dos MCNTs com albumina bovina (BSA)

Inicialmente, 500 mg de MCNTCs foram colocados em um cartucho SPE vazio, que
foi entdo acoplado a um coletor tipo sistema de vacuo (Figura 36 A e 36 B). Posteriormente,
20 mL de uma solugéo de BSA 0,01 g mL™?, preparados em tampéo fosfato 50 mmol L* (pH
= 6,0), foram percolados através de um fluxo de 1,0 mL min*. Posteriormente, 5 mL de uma
solucéo de glutaraldeido 25% (m/v) foram percolados lentamente pelo cartucho, garantindo
que todo o material estivesse em contato com a solucdo e, em seguida, o sistema foi mantido
em repouso por 5 H. Finalmente, 10 mL de solucdo aquosa de borohidreto de sodio na
concentragdo de 0,01 g mL* foram percolados através do material com um fluxo de 1 mL
mint. Apds, o material foi exaustivamente lavado com agua destilada, para eliminar possiveis
residuos da sintese (BARBOSA et al., 2015). O material foi secado em uma estufa na
temperatura de 50°C. Posteriormente, a atracdo magnética foi testada utilizando um ima
(Figura 37).
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Figura 36: A) Esquema da montagem empregando o manifold e em B) Esquema geral do
recobrimento com BSA
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Fonte: O autor (2017)

Figura 37: A) M-RACNT em suspenséo; B) M-RACNT em repouso; C) M-RACNT sob a
acdo de um campo magnético externo

Fonte: O autor (2017)
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5.6 Otimizacdo do Sistema de Pré-Concentracdo Magnética Dispersiva Usando os M-
RACNTSs

Neste tdpico estd descrita a metodologia do procedimento de otimizacdo da extracao
dos organofosforados das amostras. Para este estudo, foi utilizado um Planejamento Fatorial
Fracionario 2> e Planejamento Matriz de Dohlert.

5.6.1 Planejamento Fatorial de Dois Niveis 2°2 para a etapa de pré-concentracdo dos
organofosforados com os M-RACNTS

Para a otimizacdo do procedimento na etapa de pré-concentracdo foram definidas
cinco variaveis:

a) tempo de extracdo dos organofosforado da amostra (TE);

b) volume da amostra (VA);

c) massa de material (M-RACNT);

d) volume de eluato acetonitrila para a dessor¢do do organofosforado (VD);

e) tempo de dessorcdo (agitacdo) do material com acetonitrila para a eluicdo do

organofosforado (TE);

Para este estudo foi utilizado um planejamento fatorial fracionario 2°2, envolvendo
um conjunto de oito experimentos, feitos em duplicatas e de forma aleatoria. Os
planejamentos fatoriais foram realizados com uma mistura de 100 pg L, com os cinco
organofosforados estudados (clorpirifos, diazinon, malation, metamidofds e paration).

Para a execucdo do planejamento, massas de M-RACNT, foram colocadas em
béqueres de 250 mL, com volumes definidos de amostras dos organofosforados (Tabela 16) e
agitados conforme tempo relacionado em cada planejamento. Posteriormente, as particulas de
M-RACNT foram separadas com o auxilio de um ima e transferidas para tubos Falcon,
porc¢des do eluato acetonitrila foram adicionadas em cada tubo e o material ficou em agitacao,
conforme os tempos estabelecidos (Tabela 16). Apos a extracdo dos organofosforados do M-
RACNT, as porcdes do eluato acetonitrila, provenientes da pré-concentracdo, foram
evaporados em uma centrifuga rotaevaporadora na temperatura de 50°C por 30 minutos.
Posteriormente, em cada tubo de amostra pré-concentrada foram adicionados 1,5 mL de acido
acético 1,5 mol L. Os tubos foram colocados em banho de ultrassom por 2 minutos e, em

seguida, as solugbes foram homogeneizadas em um agitador de tubos por 30 segundos e
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filtradas em membranas PTFE 0,45 um. As solugdes provenientes da pré-concentracao

tiveram as suas absorbancias monitoradas pelo espectrofotometro acoplado ao sistema de

andlise em fluxo. As medidas de absorbancia de cada solugdo foram realizadas em duplicatas.

A tabela 16 apresentam os niveis dos fatores no Planejamento Fatorial Fracionario 2°2,
Tabela 16: Niveis dos fatores no planejamento Fatorial Fracionario 2% para a mistura dos
organofosforados Clorpirifés, Diazinon, Malation, Paration e Metamidofos na concetragdo
final de 100 pg L™

Sigla Fator Niveis
Minimo (-) Maximo (+)

TE Tempo de Extracdo (minutos) 10 20

VA Volume da Amostra (mL) 50 100

M- Massa de Nanotubo de Carbono 30 60

RACNT Magnetico Revestido (mg)

VD Volume de Dessorg¢édo (mL) 3 6

TD Tempo de Dessorcdo (minutos) 10 20

Ensaios TE VA M- VD D
RACNT

1 - - - + +
2 + - - - +
3 - + - - -
4 + + - + -
5 - - + + -
6 + - + - -
7 - + + - +
8 + + + + +

Fonte: O autor (2017)

5.6.2 Planejamento Matriz de Doehlert

Apoés a identificacdo das varidveis com efeitos mais significativos no planejamento
Fatorial Fracionario 2°2, foi utilizado o Planejamento Matriz de Doehlert para encontrar 0s
pontos de maximo de cada varidvel. No planejamento Matriz de Doehlert (Tabelas 17 e 18)
foi usada uma mistura dos cinco organofosforados na concentragio de 100 pg L.

A Tabela 17 mostra o Planejamento Matriz de Doehlert para a mistura dos
organofosforados estudados e os niveis de codificacdo para cada varidvel significativa obtida

no Planejamento Fatorial Fracionario 2°2.
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Tabela 17: Planejamento Matriz de Doehlert das varidveis mais significativas e os niveis
codificados para a mistura dos organofosforados na concentracéo final de 100 pg L™

Fatores Niveis Codificados e Reais
Volume de eluato -0,817 0 +0,817
Acetonitrila (mL) (8,0) (10,0) (12,0)
M-RACNT -1 -0,5 0 +0,5 +1
(mg) (60) (65) (70) (75) (80)
Volume de -0,866 -0,577 -0,288 0 +0,288 +0,577 +0,866

amostra (mL) (110)  (120) (130) (140) (150) (160) (170)

Valores entre parénteses correspondem aos niveis reais
Fonte: O autor (2018)

Tabela 18: Planejamento Matriz de Doehlert utilizada para a mistura dos organofosforados
Clorpirifos, Diazinon, Malation, Paration e Metamidofos com uma concentragdo final de

100 pg L
Experimento *VA *M-RACNT *VE
1 0 0 0
2 0 0 0
3 0 0 0
4 1 0 0
5 0,5 0,866 0
6 0,5 0,289 0,817
7 -1 0 0
8 -0,5 -0,866 0
9 -0,5 -0,289 -0,817
10 0,5 -0,866 0
11 0,5 -0,289 -0,817
12 -0,5 0,866 0
13 0 0,577 -0,817
14 -0,5 0,289 0,817
15 0 -0,577 0,817

Fonte: O autor (2018)
*VA = volume de amostra; *M-RACNT = massa de material; *VVE = volume de acetonitrila
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5.7 Preparo do Branco e das Amostras

Nesta etapa foi descrito o preparo do branco e o preparo das amostras de berinjela,

brdcolis, couve-flor, leite de soja e vagem verde.

5.7.1 Preparo do branco

Para o preparo do branco, mediu-se um volume de 120 mL de &gua destilada.
Posteriormente, foi adicionado 71 mg de M-RACNT e mantido em agitagdo por 20 minutos.
As etapas seguintes foram realizadas da mesma forma, conforme descrito no item 5.6.1 para
0s procedimentos de extracao.

A anélise do branco foi realizada em triplicata, pelo sistema FIA e pelo método de
referéncia CLAE.

5.7.2 Sistema de extracdo magnética usando M-RACNTs em amostras de alimentos

As amostras de alimentos foram escolhidas em funcdo dos teores de proteinas e
adquiridas de um produtor local. Esses alimentos, por sofrerem ataques de pragas, sao
combatidos com organofosforados. A tabela 19 mostra o teor de proteina em cada amostra

definida para a analise.

Tabela 19: Amostras de alimentos e seus respectivos teores de proteina

Amostras % de proteina
Berinjela 1,00
Brocolis 2,80
Couve flor 1,90
Leite de soja 3,30

Vagem verde 1,80

Fonte: Tupynamba e Vieira (1979); Aletor e Adeogun (2002); Fasuyi (2007)

Para o preparo das amostras, pesou-se uma massa de 300 g de cada alimento, a qual

foi transferida para um processador Philips Walita, modelo Powerchop 600 w, ficando sob
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trituragdo por 10 minutos. Posteriormente, na amostra triturada, foram adicionados 360 mL
de agua destilada e novamente mantido em trituracdo por mais 10 minutos. Em seguida, o
extrato proveniente da amostra foi filtrado em uma peneira de malha de 10 um e o pH ajustado
para 6. A porgéo de 360 mL do extrato foi dividida em trés frag0es de 120 mL. Posteriormente,
as fragdes foram transferidas para uma mesa agitadora automatica. As etapas seguintes foram
realizadas da mesma maneira, conforme descrito no item 5.6.1 para o procedimento de
extracdo. A Figura 38 mostra as etapas de extracdo dos organofosforados usando 0s M-
RACNT.

Figura 38: Procedimento proposto para a fase de extracdo dos organofosforados usando os
M-RACNT

MRACNT
+

Amostra

Agitacdo 10 mL
20 min H,0

Separagdo
magnética Decantacao . Limpeza

V ¢ U

Amostra
processada

MRACNT:

1,5mL
Acido Acético
1,5 mol/L

Evaporacao Agitacao 8 mL
10 min ACN

Separagao
___magnética _Eluicao

¢

Fonte: O autor (2018)

5.8 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta etapa estdo descritos os estudos da varredura espectral, os resultados do
recobrimento do material de acesso restrito com BSA, a caracterizacdo do material de acesso
restrito, a otimizacdo do sistema de andlise em fluxo, o procedimento de extracdo e a

aplicacdo do método em amostras de alimentos.
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A varredura espectral foi realizada on-line, usando o diagrama do sistema de anélise

em fluxo proposto (Figura 31A). Uma mistura proveniente de quantidades iguais de cada um dos

5 organofosforados (Clorpirifds, Diazinon, Malation, Metamidofos e Paration) foi preparada na

concentragdo final de 50 mg L. As concentracdes das solugOes de acético/acido cloridrico 4
molL?, N- bromosuccinamida 0,01% (m v'*) e rodamina B 0,02% (m v!) (MATHEW; PILLAI;

GUPTA, 2007). A Figura 39 mostra o espectro obtido da mistura dos organofosforados. Nota-

se que 560 nm foi o comprimento de onda ideal, visto que apresenta maior absorbancia

(MATHEW; PILLAI; GUPTA, 2007).

Figura 39: Varredura espectral do composto obtido a partir da reagdo com uma solugéo de

50 mg L"* de organofosforado

0.8
560 nm\>\
a
AN
0,6 / \\
;" Y
/ h
] =
(&)
o /
8 044 /,f
S
A s
= 1 S ‘\
e /)1/ \\
0.0 — . —

T T T T T T
500 520 540 560
comprimento de onda (nm)

Fonte: O autor (2017)

5.8.2 Recobrimento dos MCNT Com BSA bovina

A Figura 40 mostra o diagrama referente ao preparo dos M-RACNT, o qual foi

realizado em trés etapas:

a) imobilizacdo e recobrimento com a proteina albumina bovina;

b) formacéo das bases de Schiff com a adi¢do do glutaraldeido;
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c) reducdo das iminas e dos grupos aldeidos residuais com a adi¢do de borohidreto de

sodio.

Na primeira etapa do recobrimento dos MCNT com albumina, destacou-se o
revestimento do material com BSA, na sequéncia (2 etapa), a percolacdo do glutaraldeido
através dos MCNT, esse com a funcdo de reagir com as moléculas da proteina BSA, formando
bases de Schiff (iminas), o glutaraldeido apresenta grupos aldeidos em ambas terminagdes,
ligam-se as proteinas pelas duas extremidades, promovendo o intercruzamento das moléculas
de BSA, conferindo maior estabilidade ao material e evitando perdas de proteinas na
superficie dos M-RACNT (LIMA; CASSIANO; CASS, 2006). A Figura 40 mostra as reacdes

quimicas do processo de recobrimento.

Figura 40: Reacdo entre a BSA imobilizada e o glutaraldeido formando bases de Schiff e,
posteriormente, o intercruzamento de ligacdes
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Fonte: Adaptada de Scurtu et al. (2013)

As bases de Schiff formadas na segunda etapa podem sofrer hidrolise, bem como os
grupos aldeidos residuais podem reagir com moléculas da amostra a ser utilizada. Assim, para
que isso seja evitado, o borohidreto de sodio (3?2 etapa) promove a reducdo das iminas e dos
aldeidos, garantindo uma boa estabilidade e durabilidade do M-RACNT (LIMA; CASSIANO;
CASS, 2006).
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5.9 Caracterizacdo dos M-RACNTS

A caracterizacdo do material hibrido foi realizada aplicando a técnica de micrografia
eletronica de transmissdo (TEM) e o teste de capacidade de exclusdo de proteina usando
CLAE.

5.9.1 Micrografia Eletronica de Transmisséo

A Figura 41 apresenta as imagens por micrografia eletronica de transmissdo (TEM) 50
nm para as nanoparticulas magnéticas de ferro (A), MCNT (B) e M-RACNT (C). Através da
andlise das imagens, nota-se que a magnetizacdo do material foi satisfatoria, sendo observadas
as nanoparticulas de ferro (Figura 41A) e as nanoparticulas de Ferro sobre os CNTs (Figura
41B). Quanto ao revestimento com a BSA, é possivel notar na Figura 41C que 0os M-CNTs
apresentaram uma diferenca no diametro dos tubos, além desses tubos estarem menos escuros
na imagem, fato esse que se deve ao revestimento com BSA.

Figura 41: Micrografia eletrénica de Transmissao (A) nanoparticulas de ferro, (B) M-CNTSs
e (C) M-RACNTSs

50 nm

(A)
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Fonte: O autor (2017)

5.9.2 Capacidade de Exclusao

A capacidade de exclusdo proteica do material (Figura 42 A) foi avaliada, injetando-
se, inicialmente, no CLAE, 50 uL de uma solucéo de albumina bovina na concentracdo de 44
mg L em pH 6,0. Para a fase mdvel, usou-se uma solucdo tampéao fosfato pH 6,0, (vazio:
1mL min?). A area do sinal de BSA obtida representa 100% de BSA, ou seja, toda BSA
injetada esta chegando ao detector e sendo monitorada em 280 nm. A fim de avaliar a excluséo
dos M-RACNT foram preparadas e acopladas individualmente no cromatédgrafo duas colunas,
uma contendo 60 mg de material, sendo esses M-CNT e a outra coluna com M-RACNT. Uma
amostra no volume de 50 pL de BSA, na concentragdo de 44 mg mL ~*, preparada em pH 6,0
foi injetada em cada coluna contendo esses materiais, sendo as absorbancias de BSA
monitorado para cada corrida, usando as colunas individualmente.

O potencial de exclusdo de proteinas pelo material pode ser visto na Figura 42 A. A
area do pico A (BSA) encontrada foi de 2.313.989, atestando que toda BSA que foi injetada
no loop de amostragem atingiu o detector. Na injecdo de 50 puL de BSA, que passou pela
coluna preenchida com M-CNT (C), obteve-se uma area de 777.409. Essa area indica um
potencial de exclusdo de aproximadamente 33%. Em contrapartida, quando a coluna de M-
RACNT foi utilizada, a area do pico dessa (2.356.849) foi praticamente igual a area do pico,

obtida com o padrdo de BSA pura, sendo o potencial de exclusdo de proteinas, para esse
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material, de aproximadamente 100%. O potencial de excluséo, do material revestido com
BSA, se baseia no ponto isoelétrico da BSA, a saber 4,7 - 5,6. Dessa forma, acima dessa faixa
de pH, a proteina esta carregada negativamente. Como nos experimentos de exclusdo
realizados, empregou-se o0 pH = 6,0, tem-se uma repulsdo eletrostatica entre a camada de BSA
dos NTC e as proteinas da amostra, impedindo a sua adsor¢do no material.

Figura 42: Excluséo de BSA. (A) BSA pura; (B) M-RACNTSs e (C) M-CNTs
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Fonte: O autor (2018)
A Figura 43, mostra o comportamento de exclusdo da proteina da amostra com a

albumina que reveste 0o MNTCs.

Figura 43: Esquema da excluséo de proteina da amostra
MECANISMO DE EXCLUSAO PROTEICA

Repulsao
eletrostatica entre
RACNT-M e BSA

¢ o
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RACNT-magnético

Fonte: O autor (2018)
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5.10 Otimizag&o do Sistema de Analise em Fluxo

Neste estudo foi utilizada a otimiza¢do multivariada, através de um planejamento
fatorial fracionario de dois niveis (2%°2), as variaveis mais significativas foram avaliadas

através do Grafico de Pareto.

5.10.1 Planejamento fatorial de dois niveis (2°2) na otimizagdo das variaveis do sistema FIA

O planejamento fatorial de dois niveis (2%-2) foi realizado com o objetivo de investigar
de forma preliminar a influéncia dos fatores no sistema de analise em fluxo.

Os fatores estudados no sistema proposto foram: concentracdo de N-
bromosuccinamida (NBS), concentracdo da mistura de solucBes de &cido acético/acido
cloridrico, comprimento dos reatores R: e Rz, concentragdo de rodamina B e concentragdo de
acido acético no fluxo carregador.

Os fatores selecionados foram estudados, utilizando-se o planejamento fatorial de dois
niveis (2%2), envolvendo 16 conjuntos de experimentos em triplicata. Nesse planejamento foi
utilizada uma solucdo da mistura dos organofosforados clorpirifés, diazinon, malation,
metamidofds e paration na concentragdo de 50 mg L.

Com base no Diagrama de Pareto (Figura 44) é possivel observar que as barras
horizontais maiores que a linha vertical dada por p = 0,05 representam a significancia dos
fatores. Nota-se que somente a varidvel concentracdo acido acético/acido cloridrico
apresentou efeito significativo negativo (-2,81), indicando que altas concentracGes dessa
fracdo podem prejudicar a reacdo quimica. Observa-se também que, quando a relacdo da
concentragdo desses reagentes passa de 3,75/3,0 mol L para 7,50 / 6,0 mol L%, tem-se uma
diminuicdo no sinal analitico. Como foi a Unica variavel significativa para o sistema, a mesma
foi otimizada através de um planejamento univariado. Para as demais variaveis que nao
apresentaram efeitos significativos, foram mantidos nos seus menores niveis, concentracao de
NBS em 5,0.10 % (m/v), rodamina B em 2,0.10 % (m/v), alca de amostragem em 95 cm

(0,48 mL) e os reatores R; e R, em 500 cm e 250 cm, respectivamente.



Figura 44: Representacdo do Diagrama de Pareto dos efeitos para os fatores estudados, a

significancia dos mesmos foi avaliada com erro padrédo de 5%
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Fonte: O autor (2018)

5.10.2 Efeito da concentracao do &cido acético/acido cloridrico sobre o sinal analitico

A Figura 45 apresenta o efeito da concentracdo da mistura acido acético/acido
cloridrico sobre a absorbancia. Para esse estudo, variou-se as concentragoes de 0,235 mol L™
até 3,75 mol L™! para o 4cido acético e 0,187 mol L até 3,0 mol L™ para o &cido cloridrico,
mantendo-se a razdo igual a 1,25. Nota-se, pela Figura 45, que o sinal analitico aumenta com
0 aumento da concentragéo dos acidos até 1,87 mol L para o acido acético e 1,50 mol L™
para o acido cloridrico, em seguida, a absorbancia sofre uma diminuicdo. Isto pode ser
explicado pelo fato de que concentracdes elevadas da mistura dos dois acidos, oxida os
organofosfordos presentes no meio, sobrando N-bromosuccinamida no equilibrio,
consumindo assim a rodamina B, diminuindo o sinal analitico. Dessa forma, as concentracdes
de 1,87 mol L para o 4cido acético e 1,50 mol L para o cido cloridrico foi estabelecida em
todos o0s experimentos no sistema FIA.

Neste estudo, foi utilizada uma solucdo da mistura dos cinco organofosforados

clorpirifés, diazinon, malation, metamidofés e paration na concentracéo final de 500 ug L.
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Figura 45: Otimizacdo Univariada para a solugdo de &cido acético e acido cloridrico
(mol L'
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A Tabela 20 mostra os valores otimizados para as variaveis do Planejamento Fatorial

Fracionario 25 para o método de analise em Fluxo (FIA).

Tabela 20: Valores otimizados para as variaveis do Planejamento Fatorial Fracionario 2%
para o método de analise em fluxo

Siglas Variaveis Valores significativos
NBS N-bromossuccinamida % (m/v) 0,005
HAC/HCI  Acido acético / acido cloridrico (mol L) 1,87/1,50
R1 Reator reacional 1 (cm) 500
R2 Reator reacional 2(cm) 250
Ro Rodamina % (m/v) 0,020
FC Fluxo carregador acido acético (mol L) 1,50
AA Alca de amostragem (cm) 95 (0,48mL)

Mistura dos organofosforados na concentragdo de 500 pg L*
Fonte: O autor (2018)
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5.11 Figuras de Mérito

Para a construcdo da curva analitica (Figura 46) foram preparadas solu¢des da mistura
dos cinco organofosforados nas concentrages de 500 pg L™; 1000 pg Lt; 2000 pg L; 2500
ug L1; 3000 pg L2 4000 pg LL; 5000 pg Lt e 6000 pg L, todas em meio aquoso, partindo
de uma solugéo estoque de 1000 mg L em meio acido acético 7,5 mol L*

Analisando-se a regressdo linear da curva de calibragédo, observa-se que o valor do
coeficiente de correlacdo obtido (r = 0,993) para o sistema, esta em concordancia com o
estipulado (r minimo aceitavel = 0,9874) pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria
(BRASIL, 2003).

A curva analitica para a mistura dos organofosforados na etapa de otimizacdo do
método FIA, apresentou a equacdo: Abs = 0,0024 + 3,0.10° [organofosforado pg L™].

Figura 46: Curva de calibracdo analitica da mistura dos organofosforado clorpirifos,
diazinon, malation, metamidofos e paratiom
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Fonte: O autor (2018)
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5.12 Planejamento Fatorial de Dois Niveis 2°2 para a Otimiza¢do da Etapa de Pré-
Concentragédo com os M-RACNT

Os resultados do planejamento fatorial fracionario para a mistura dos organofosforados
na etapa de pré-concentragdo sdo mostrados na Figura 47.

Com base no Diagrama de Pareto (Figura 47), nota-se que todas as variaveis estudadas
apresentaram efeitos de estimativa de contraste nos intervalos avaliados. Barras horizontais
maiores que a linha vertical dada por p = 0,05 representam a significancia dos fatores.

Figura 47: Representacdo do Diagrama de Pareto dos efeitos para os cinco fatores estudados,
a significancia dos mesmos foi avaliada com erro padréo de 5%
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Fonte: O autor (2018)

A variavel que mostrou ser mais significativa foi o volume da amostra (VA). Observa-
se que quando varia o volume da amostra (50 mL para 100 mL), tem-se um incremento no
sinal analitico, que pode ser notado pela estimativa de efeito de contraste positivo (67,40).
Esse fato esta diretamente relacionado com a quantidade de organofosforados presentes na
aliquota da amostra com o aumento do seu volume, ou seja, maior quantidade de analito no
meio.

Quando a massa de M-RACNT ¢ aumentada de 30 mg para 60 mg, ocorre uma
estimativa de efeito de contraste positivo (35,23), o que é esperado, pelo fato de que
aumentando a massa de material, aumenta-se a area superficial para a adsor¢do da mistura dos
organofosforados da solucéo e, consequentemente, um aumento no sinal analitico.

Um efeito positivo (30,53) também foi observado quando o volume de dessorcéo
(eluato acetonitrila) foi alterado de 3 mL para 6 mL. Isso pode ser esclarecido em funcdo de
que maior quantidade de eluato, aumenta a lixiviacdo do organofosforado retido na superficie

do M-RACNT, contribuindo, assim, para 0 aumento do sinal analitico.
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Outro fator estatisticamente significativo e com efeito de contraste positivo (14.48) foi
o0 tempo de dessorcdo (TD), aumentando o tempo de agitacdo do M-RACNT com o eluato
acetonitrila de 10 minutos para 20 minutos, foi observado um acréscimo no sinal analitico.
Essa significancia pode ser explicada pelo maior tempo de contato solvente/M-RACNT,
contribuindo, assim, para uma melhor extracdo dos organofosforados da matriz.

A analise dos resultados do planejamento fatorial de dois niveis, nos informou que o0s
fatores: volume de amostra (VA), massa de M-RACNT e o volume de dessor¢édo (eluato
acetonitrila), foram os que apresentaram efeitos mais significativos e, portanto, foram
avaliadas, utilizando o Planejamento Matriz de Doehlert. Dessa forma, o tempo de extracao
(TE) e o tempo de dessorcdo (TD), mesmo apresentando efeitos significativos positivos,

porém em menores proporgdes, foram fixados em 20 minutos, nos seus maiores niveis.

5.12.1 Planejamento Matriz de Doehlert

Com os trés fatores mais significativos encontrados no planejamento fatorial
fracionario, foi possivel estabelecer as condi¢Oes para a execucdo do planejamento utilizando
a Matriz de Doehlert, para a mistura dos organofosforados na fase de pré-concentracdo da
amostra.

A Figura 48 mostra as superficies de resposta para os fatores significativos: (a) massa
de M-RACNT e o volume de dessorcao (eluato acetonitrila) (VD); (b) volume de dessorcéo
(eluato acetonitrila) (VD) e a massa de M-RACNT; (c¢) volume de dessorcdo (eluato)

acetonitrila (VD) e volume de amostra (VA).
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Figura 48: A) Superficie de resposta referente a etapa de pré-concentracdo para a analise da
mistura dos organofosforados na concentracio de 100 pg L
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Fonte: O autor (2018)

A figura 48A mostra a relacdo da massa do sorvente M-RACNT e o volume de
dessorcéo (eluato acetonitrila). Analisando a superficie de resposta, € possivel verificar o
aumento no sinal analitico com o aumento das duas variaveis. Para a massa de M-RACNT, o
sinal analitico aumenta consideravelmente até proximo de 71 mg, posteriormente, com 0
aumento continuo da massa de material, ndo ocorre variacao significativa na absorbancia. 1sso
pode ser atribuido ao fato de que a massa de M-RACNT de 71 mg é suficiente para adsorver
toda concentracdo de organofosforado disponivel no meio.

Para o0 volume do dessorvente acetonitrila, o sinal analitico aumenta
consideravelmente até 10 mL, posteriormente ndo ocorre mudancas significativas na
absorbéancia. Isso mostra que 10 mL é suficiente para a lixiviacdo de todo o organofosforado
adsorvido na superficie do material, confirmando, dessa forma, a relacdo com a massa de M-
RACNT.
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Figura 48: B) Superficie de resposta referente a etapa de pré-concentracdo para a analise da
mistura dos organofosforados na concentragéo de 100 pg L
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Fonte: O autor (2018)

A figura 48B mostra a relacdo da massa do sorvente M-RACNT e o volume de
amostra. Analisando a superficie de resposta, € possivel verificar um aumento no sinal
analitico com o aumento do volume de amostra e da massa de M-RACNT. Posteriormente, o
sinal analitico diminui com o aumento continuo das duas variaveis, principalmente para o
volume da amostra. Para a massa de M-RACNT, o sinal analitico aumenta até proximo de 71
mg, posteriormente, ocorre uma diminuicdo no sinal. Isso pode ser explicado pelo fato de que,
aumentando o volume de amostra, € disponibilizada uma quantidade maior do
organofosforado no meio. A massa de M-RACNT no meio, ndo apresenta area suficiente para
fazer a adsorcdo, mantendo, dessa forma, sobras de organofosforado em solucéo, ou seja, 0

material estd sendo saturado, ficando os pontos de maximo para o volume da amostra em 120
mL e a massa de M-RACNT em 71 mg.
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Figura 48: C) Superficie de resposta referente a etapa de pré-concentracdo para a analise da
mistura dos organofosforados, na concentragdo de 100 pg L™
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Fonte: O autor (2018)

A figura 48C mostra a relacdo do volume de dessorcao (eluato acetonitrila) e o volume
de amostra. Analisando a superficie de resposta, é possivel verificar o0 aumento no sinal
analitico com o aumento das duas variaveis e, posteriormente, o sinal analitico diminui para
valores acima de 120 mL (amostra). Isso pode ser explicado pelo fato de que, aumentando o
volume da amostra, a area de M-RACNT nao ¢é suficiente para adsorver a quantidade de
organofosforados disponivel na amostra e o volume de 10 mL é suficiente para fazer a
lixiviacdo do organofosforado adsorvido no material.

Os pontos criticos foram: 10 mL para o volume de acetonitrila, 71 mg para a massa
M-RACNT e 120 mL para o volume da amostra. A tabela 21 mostra os valores otimizados

apos o Planejamento usando Matriz de Doehlert para a etapa de pré-concentracao.
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Tabela 21: Valores otimizados para 0s pontos de maximo no Planejamento Matriz de
Doehlert para os organofosforados analisados nas etapas de pré-concentracao

Variaveis significativas Valor otimizado
(TE) Tempo de Extracdo (minutos) 20
(VA) Volume de Amostra (mL) 120
(MNTCNG) Massa de material (mg) 71
(VD) Volume de dessorgao (mL) 10
(TD) Tempo de dessorcdo (minutos) 20

Mistura dos organofosforados na concentragéo de 100 pg L™*
Fonte: O autor (2018)

5.13 FIGURAS DE MERITO

Nesta etapa foi descrita a faixa linear de resposta, o limite de deteccdo, o limite de

quantificacdo e a frequéncia analitica do método desenvolvido.

5.13.1 Faixa de resposta linear na etapa de pré-concentracéo

Para a construcdo da curva analitica, foram utilizadas solu¢Bes da mistura dos cinco
organofosforados nas concentrages de 5,0 ug L% 10 ug L 15 ug L 25 pg LL; 40 pg L,
50ug Lt , 70 pug Lt e 90 pg L. Todas as solugdes foram preparadas em meio aquoso,
partindo da solucéo estoque preparada em dimetilformamida.

Analisando-se a regressdo linear da curva de calibracdo (Figura 49), observa-se que 0s
valores do coeficiente de correlacdo obtido para o sistema, estd em concordancia com o
estipulado (r minimo aceitavel = 0,9874) pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(BRASIL, 2003).
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Figura 49: Curva de calibracdo analitica da mistura dos organofosforado clorpirifds,
malation, diazinon, metamidofds e paratiom na etapa de pré-concentracdo

0,84 Absorbancia= 0,0943 + 0,00815 [organofosforado (g L )]
r= 0,096

0,6 -

Absorbancia
o
I~
1

0,2 4

concentracao de organofosforado (u g L'1)

Fonte: O autor (2018)

A curva analitica na etapa de pré-concentracdo com o método FIA proposto,
apresentou a equagdo: Abs = 0,0943 + 0,00815 [organofosforado pg L], com coeficiente de
correlagdo r = 0,996. O método apresentou faixa linear de 5 ug L - 90 pug L%, LD de 0,74
ug LY, LQ de 2,44 ug L1, fator de pré-concentragdo de 271 vezes e RSD inferior a 3.67%.
A exatiddo do método foi avaliada em comparacdo com a técnica por CLAE os resultados
foram condizentes (teste-t para a comparacdo de médias, 95% de confianca). O método foi
aplicado com sucesso em cinco amostras de alimentos (Brécolis, Berinjela, Couve-Flor, Leite
de Soja e Vagem verde).

A tabela 22 mostra as caracteristicas analiticas obtidas, usando o material hibrido

desenvolvido.
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Tabela 22: Caracteristicas analiticas obtidas usando o material M-RACNT com o método
FIA proposto

Parametros Resultados
Faixa linear (ug L™?) 5a90
Limite de detecgdo (ug L) 0,74
Limite de quantificacdo (ug L) 5,00
Fator de pré-concentragdo (ug L) 167
Eficiéncia de concentragdo (min. ) 11.85
indice de consumo (mL) 0,50

Frequéncia de leitura (Leituras h™®) 6
Fonte: O autor (2018)

5.14 Caracteristicas Analiticas

De posse dessas caracteristicas analiticas, o método foi comparado com outros

trabalhos reportados na literatura, envolvendo a determinagdo de residuos de
organofosforados usando diferentes tecnicas. A Tabela 23 apresenta a comparagdo do metodo
desenvolvido com alguns trabalhos reportados na literatura. Nota-se que 0 método proposto
apresentou bom limite de deteccéo e a principal vantagem é a introducéo direta do M-RACNT

na amostra sem preparo prévio.

Tabela 23: Comparacéo de diferentes métodos analiticos para a determinacéo de
organofosforados em diferentes tipos de amostras

Técnica Amostra Preparo Limite de deteccdo Ref.
amostra
GC - MS/MS urina Extracdo 0,5 pgL? Berman et al. (2016)
liquido/liquido
Digital image Vegetais Extracéo 0,5 ug mL* Sun et al. (2017)
liquido/liquido
HPLC-UV Suco de frutas MIP-Magnético 0,5 ug mL* Xie et al. (2014)
GC-MS Frutas e vegetais Extracdo 10ug kg™! Loughlina et al. (2018)
liquido/liquido
Espectrofotometria Plantas medicinais Extracdo em fase 0,38 ng mL™* Liu et al.
de absorgdo molecular solida. (2019)
GC pepino Extragdo 0,1 mgL? Bian et al. (2018)
dispersiva em
fase solida.
Espectrometria de Suco géstrico Dessor¢ao 10 pg. L*? Lee et al. (2018)
massa térmica
Espectrofotometria de Vegetais e Leitede  M-RACNTSs 0,74 pg. L! Neste
absorcdo molécula na soja trabalho

regido do visivel

Fonte: O autor (2018)
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5.15 Validacédo do Método On-line e Aplicagdo em Amostras Alimenticias

O metodo foi validado para anélises de organofosforados em amostras de alimentos
com teor protéico. Os testes foram divididos em duas etapas, sendo a primeira somente as
amostras, a segunda, foram preparados padrdes de calibracdo analiticos, fortificando as
amostras alimenticias sem o preparo prévio (brdcolis, berinjela, couve-flor, leite de soja e,
vagem verde), com 30 pg L™* da mistura dos cinco OPs.

A exatiddo do método foi checada pela comparacdo dos resultados obtidos entre as
duas metodologias (Tabela 24). Nota-se que néo existe diferenca significativa entre os dois
métodos para um nivel de confianca de 95% (teste t de dados pareados). As analises foram
realizadas pela técnica proposta por FIA e comparadas com a técnica por CLAE.

Na Tabela 24 é mostrada a porcentagem de recuperacdo, bem como os teores de
organofosforados encontrados nas amostras. Os valores de recuperacdo dos teores adicionados
variaram entre 93,66% e 108,86%. A exatiddo tambem foi avaliada, por meio de teste de
comparacdo pareado. Nota-se que nédo existe diferenca significativa entre os dois métodos para

um nivel de confianca de 95% (teste t de dados pareados).

Tabela 24: Aplicacéo e validacdo do método para a determinacdo de organofosforados em
amostras diversas

Amostras  F.LA(ugLY)  *FLA(ugL?) % Recuperagio AHPLC (ugL?Y) @HPLC(ugL™) % Recuperagio

Amostra Amostra + (FIA) + adicdo de  amostra pura recuperacao do (FIA) + adicao

adicdo 30 ugL* 30 ug L*OFs padréo de 30 ug L™ OFs
OFs

Brocolis 77.98+1.62 110,20x0.70 107.40 79.41£0.30 111.20+0.42 105.90

Beringela 33,64+0.77 64.34+0.90 102.33 35.04 £0.23 66.05 £ 0.37 103.36

Couve — 30.05+1,09 61.58+1.36 105.10 31.05+£0.32 63.80 £ 0.34 108.86

Flor

Leite de 4155+1,16 72.39+£1.56 102.80 42.60 +0.29 74.30 £0.22 105.60

Soja

Vagem 34.03+0.90 62.04£0.33 93.66 35.39£0.19 64.04 £ 0.31 95.50

verde

Resultados expressos com média + D.P (desvio padrdo) (n=3), teste t de dados pareados com 95% de confianca
Fonte: O autor (2018)

Os fiagramas e os cromatogramas do branco, das amostras de berinjela, brocolis,
couve-flor, leite de soja e vagem verde e das amostras fortificadas com 30 pg L™ sdo
mostrados nas Figuras 50 e 51.

As Figuras 50 A, 50 B, 50 C, 50 D e 50 E mostram os fiagramas em triplicatas do

branco, amostras e amostras forticicadas com 30 pgL ! da mistura dos cinco organofosforados.



115

Figura 50: A: Fiagrama em triplicata do Figura 50 B: Fiagrama em triplicata do
branco, berinjela e berinjela fortificada com  branco, brocolis e brécolis fortificado com
30 p gL* da mistura dos organofosforados 30 ugLt
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Figura 50 C: Fiagrama em triplicata do Figura 50 D: Fiagrama em triplicata do
branco, couve-flor e couve-flor fortificada branco, leite de soja e leite de soja
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Figura 50 E: Fiagrama em triplicata do branco, vagem
verde e vagem verde fortificada com 30 pg L
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Fonte: O autor (2018)

As Figuras 51 A, 51 B, 51 C, 51 D e 51 E mostram os cromatogramas do branco,

amostras e amostras fortificadas com 30 pugL™* da mistura dos organofosforados.



Figura 51: A: Cromatograma do branco,
berinjela e berinjela fortificada com
30 ug Lt
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Figura 51 C: Cromatograma do branco,
brécolis e brécolis fortificada com 30 ug L™
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Figura 51 B: Cromatograma do branco,
couve-flor e couve-flor fortificada com 30 pg
L-l
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Fonte: O autor (2018)

Figura 51 D: Cromatograma do branco, leite
de soja e leite de soja fortificado com 30 pg
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Figura 51 E: Cromatograma do branco, vagem verde e vagem verde fortificada com 30 pg L™
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5.16 CONCLUSAO

Os M-RACNT mostraram boa estabilidade quimica, uma vez que varios ensaios foram
realizados usando 0 mesmo material e apresentaram, também, capacidade elevada para extrair
organofosforados de matrizes de alimentos. As proteinas, presentes na matriz das amostras,
foram quantitativamente excluidas. Os cinco organofosforados estudados, foram concentrados
com elevados fatores de enriquecimento (271 vezes). O método proposto foi otimizado,
apresentando baixo limite de quantificacdo, elevada precisdo e exatidao, além de reduzido
consumo de reagentes e de amostras. Com uma frequéncia de 6 analises h* (envolvendo as
etapas de preparacdo e analise da amostra no sistema FIA).

O eluato acetonitrila, foi eficiente na lixiviacido dos organofosforados da superficie dos
M-RACNT. Quanto as caracteristicas analiticas, apresentou-se um limite de deteccdo de
0,74ug Lt e quantificacdo de 2,44 ug L.

O sistema FIA, proposto bem como as vantagens conferidas pelo material, possibilitou
a aplicacdo do método em amostras de alimentos contendo proteinas. E um método com baixo
consumo de reagentes, estando de acordo com principios de uma atuacdo ambientalmente
responsavel.

A vantagem da utilizacdo dos M-RACNT foi em funcéo da facilidade apresentada para
a separacao através do paramagnetismo das particulas e com a simples aplicacdo de um campo
magnético externo, como, por exemplo, um ima utilizado para a separagdo, sendo realizada
em um tempo mais rapido, evitando, assim, perdas desses materiais quando aplicados outros
processos de separacdo, como centrifugacdo ou filtracdo.

O revestimento do material com albumina bovina foi realizado para eliminar as etapas
convencionais de preparo das amostras, podendo esse material ser aplicado em matrizes
bioldgicas, contendo a presenca de proteinas, fator evidenciado mostrado na Figura 42,
quando a coluna de M-RACNTSs apresentou um potencial de exclusdo de proteinas de
aproximadamente 100%.

A busca por compostos que minimizem os danos a saide do homem e ao meio
ambiente é necessaria, principalmente quando hd um cenario em que a aplicacdo de
agrotoxicos é realizada, muitas vezes, de forma incorreta, sem a utilizagdo de equipamentos

de protecdo individual e em doses acima do necessario.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Com pbde ser observado nos dois estudos (sulfaguanidina e organofosforados), é
importante ressaltar que o bom desempenho dos métodos analiticos estd também diretamente
relacionado a adequada otimizacdo dos fatores envolvidos, uma vez que, em condi¢cdes
apropriadas, geram respostas analiticas melhoradas e, logo, maior sensibilidade e menor limite
de deteccdo. As técnicas de quimiometria foram empregadas nesta tese e apresentaram bons
resultados no contexto de melhorar as respostas analiticas, nesse caso a absorbancia.

Como mostrado no segundo estudo, a modificacdo da superficie dos CNTs melhorou
suas caracteristicas adsortivas. Através dos resultados ficaram evidente as vantagens da
modificacdo quando os M-RACNT foram aplicados em extragdo em fase sélida. As
potencialidades do material como extrator foi otimizado e revelou uma melhoria na
detectabilidade dos pesticidas, além de ter apresentado boa sensibilidade, pois permitiu a

determinacédo de organofosforados em limites de residuos em amostras de alimentos.
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