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Resumo

Souza, Cabrini Ferraz; Aucélio, Ricardo Queiroz. Desenvolvimento e
aplicacao de métodos analiticos para determinacao de picoxistrobina
e piraclostrobina por cromatografia eletrocinética capilar micelar e de
enrofloxacina por fosforimetria em temperatura ambiente. Rio de
Janeiro, 2008. 172p. Dissertacdo de Mestrado - Departamento de Quimica,
Pontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro.

No presente trabalho, a cromatografia eletrocinética capilar micelar
(MECC) e a fosforimetria em temperatura ambiente em substrato sélido (SSRTP)
foram utilizadas como técnicas analiticas para a determinacido de duas
estrobilurinas (picoxistrobina e piraclostrobina) e de uma fluoroquinolona
(enrofloxacina), respectivamente. As condigdes otimas de analise por MECC
foram determinadas a partir de um estudo univariado dos seguintes parametros
experimentais e instrumentais: pH do eletrélito de corrida, concentragao do
tampéao, concentragdo de surfactante (dodecil-sulfato de sédio — SDS), tipo e
quantidade de modificador orgéanico, temperatura de trabalho e diferenca de
potencial aplicada. Depois de definidas as condi¢des 6timas (tampao borato 40
mmol L™, pH=8,5; SDS 30 mmol L™; acetonitrila 15% em volume, 25 °C e 25 kV)
foi realizado um estudo para diminuir o limite de detec¢do (LD) e o limite de
quantificagdo (LQ) do método. Para tal, foi usado o modo de pré-concentragéo
no capilar denominado modo de empilhamento normal (NSM). Nessa
abordagem, as solugbes de padroes e amostras foram dissolvidas em uma
solugdo de maior impedancia (agua: borato 40 mmol L™ pH=8,5 50:50% v/v).
Uma cela de caminho optico alongado também foi utilizada para a tentativa de
aumentar a sensibilidade do método. As curvas analiticas foram construidas com
0 uso de padrao interno (azoxistrobina) e apresentaram comportamento linear e
homocedastico com valores de R? préximos a 0,999. Com o modo NSM, os
valores de LD (xb + 3sb) e de LQ (xb + 10sb) para a picoxistrobina e para a
piraclostrobina ficaram na ordem de 107 mol L'. A precisdio do método
(repetitividade e reprodutibilidade interna) apresentaram valores entre 5 e 8%
para tempo de migracado e area dos picos. O método foi aplicado na analise de
urina e agua de riacho, ambas fortificadas com as estrobilurinas. As amostras de
urina foram previamente passadas em coluna de extracdo em fase sélida (C-18).
As recuperacoes obtidas para a piraclostrobina foram 75 + 4% para as amostras
de urina e 94 + 10% para as amostras de agua de riacho. Para a picoxistrobina
os valores de recuperagao foram de 109 £ 9% e 102 + 9% para as amostras de
urina e agua do riacho respectivamente. As caracteristicas fosforescentes da

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

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

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

celulose; Modo de empilhamento normal (NSM).
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Abstract

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

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

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

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

Keywords
Room-temperature phosphorimetry; Micellar electrokinectic capillary
chromatography;  Picoxystrobin;  Pyraclostrobin;  Enrofloxacin;  Cellulose

substrates, Normal stacking mode.
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capilar de 50 cm x 75 pm d.i., injecao por 10 segundos, V =25kV, T =
25°C e deteccao em 200 nm. Temperaturas estudadas: (a) 10, (b) 20,
(c) 25 e (d) 30 e (d) 40 °C. 1) Azoxistrobina, 2) Picoxistrobina e 3)
Piraclostrobina.

Figura 22: Variagdes no tempo de injecdo. Eletrélito de trabalho: 40 mmol
L™ de borato, 30 mmol L™ de SDS, pH 8,50, 15% v/v de ACN, capilar de
50 cm x 75 pm d.i., injegdo por 10 segundos, V = 25 kV, T = 25°C e
deteccao em 200 nm. Os tempos de injegao variaram em: (a) 5, (b) 7,
(c) 10 e (d) 12, (e) 15 e (f) 20 segundos. 1) Azoxistrobina, 2)
Picoxistrobina e 3) Piraclostrobina.

Figura 23: Espectro de absorgdo dos compostos piraclostrobina (1) e
picoxistrobina (2).

Figura 24: Diferenga entre o uso da capilar normal e capilar acoplado a
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cela de caminho optico alongado; (a) eletroferograma da solugao
padrdgo (1 x 10° mol L") analisada no capilar normal e (b)
eletrogerograma da mesma solugéo padrédo em capilar acoplado a cela
de caminho éptico alongado. Eletrdlito de trabalho: 40 mmol L™ de
borato, 30 mmol L™ de SDS, pH 8,50, 15% v/v de ACN, capilar de 50
cm x 75 ym d.i., injecdo por 15 segundos, V = 25 kV, T = 25°C e
deteccao em 200 nm. 1) Azoxistrobina, 2) Picoxistrobina e 3)
Piraclostrobina.

Figura 25: Aplicacao da pré-concentragcao em linha em solugao padrao dos
pesticidas; (a) eletrogerograma de uma solu¢ao padrao dos pesticidas
(todos em 1 x 10®° mol L") diluida em acetonitrila: agua ultrapurificada
6:94% vlv; (b) eletroferograma no modo pré-concentracédo em linha da
solugao padrao dos fungicidas picoxistrobina e piraclostrobina (ambos
na concentracdo 1 x 10 mol L") e padréo interno (azoxistrobina - 5 x
10° mol L™). Eletrélito de trabalho: 40 mmol L™ de borato, 30 mmol L™
de SDS, pH 8,50, 15% v/v de ACN, capilar de 50 cm x 75 ym d.i.,
injecdo por pressédo de acordo com o modo de analise, V =25 kV, T =
25°C e detecgdo em 200 nm. 1) Azoxistrobina, 2) Picoxistrobina e 3)
Piraclostrobina.

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

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

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

Figura 29: Gréfico de residuos da curva analitica da picoxistrobina sem
considerar padrao interno.

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

Figura 31: Grafico de residuos da curva analitica da piraclostrobina por
padronizagao interna.

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

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

Figura 34: Andlise das estrobilurinas em amostra de urina enriquecidas (1
x 10”° mol L™). Eletrélito de trabalho: 40 mmol L™ de borato, 30 mmol L™

de SDS, pH 8,50, 15% v/v de ACN, capilar de 50 cm x 75 ym d.i.,
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injegéo por pressao (pressao 50 mbar, 15 segundos), V = 25 kV, T =
25°C e detecgdo em 200 nm. (a) Amostra apds desproteinagdo com
sulfato de aménio; (b) desproteinagdao com ajsute de pH para 7,0 e
limpeza da amostra com coluna de silica e (c) amostra de urina apos
desproteinacdo somente com ajuste de pH. 106
Figura 35: Analise das estrobilurinas em solugdo padrdo (1 x 10° mol L™).
Eletrdlito de trabalho: 40 mmol L™ de borato, 30 mmol L™ de SDS, pH
8,50, 15% v/v de ACN, capilar de 50 cm x 75 ym d.i., injecao por
pressdo (pressdo 50 mbar, 15 segundos), V = 25 kV, T = 25°C e
deteccao em 200 nm. Eletroferogramas de solu¢des padrao apds
passar por cartucho de extracdo C18 e eluido com (a) 1 ml e (b) 1,5
mL de ACN. 1) Azoxistrobina, 2) Picoxistrobina e 3)Piraclostrobina. 107
Figura 36: Comparagao entre solugao padrao e amostra de urina. Eletrélito
de trabalho: 40 mmol L™ de borato, 30 mmol L™ de SDS, pH 8,50, 15%
v/v de ACN, capilar de 50 cm x 75 ym d.i., os analitos foram injetados
por pressao (pressao 50 mbar, 15 segundos), V = 25 kV, T = 25°C e
detecgdo em 200 nm. (a) eletroferograma da solugdo padréo; (b)
eletroferograma da amostra de urina apds passar por extragédo em
cartuchos C-18 (eluicdo com 1,0 mL de acetonitrila) e (c) branco da
urina apds o mesmo tratamento da amostra. 1) Azoxistrobina, 2)
Picoxistrobina e 3) Piraclsotrobina. 108
Figura 37: Andlise das estrobilurinas em amostras de agua do riacho
enriquecidas com os fungicidas e solugdo padrdo (1 x 10° mol L™).
Eletrélito de trabalho: 40 mmol L™ de borato, 30 mmol L™ de SDS, pH
8,50, 15% v/v de ACN, capilar de 50 cm x 75 ym d.i., os analitos foram
injetados por pressao (50 mbar, 15 segundos), V = 25 kV, T = 25°C e
deteccao em 200 nm. (a) eletroferograma da solugdo padréo e (b)
eletroferograma da amostra de agua do riacho fortificada. 1)
Azoxistrobina, 2) Picoxistrobina e 3) Piraclostrobina. 109
Figura 38: Aplicacdo da pré-concentracdo em linha em amostra de urina
(a) e agua do riacho (b) enriquecidas com os fungicidas. Eletrdlito de
trabalho: 40 mmol L™ de borato, 30 mmol L™ de SDS, pH 8,50, 15% v/v
de ACN, capilar de 50 cm x 75 um d.i., os analitos foram injetados por
pressao (pressdo 50 mbar) por 75 segundos, V = 25 kV, T = 25°C e
detecgdo em 200 nm. 1) Azoxistrobina, 2) Picoxistrobina e 3)
Piraclostrobina. 110

Figura 39: Diagrama esquematico de um arranjo de spin nos orbitais
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moleculares para o estado fundamental, e para os estados excitados
singleto e tripleto.

Figura 40: Diagrama modificado de Jablonskii (adaptacdo da fonte Vo-
Dinh, Jonh Wiley & Sons,1984). Absorgéo (A), relaxamento vibracional
(RV), cruzamento interno (Cl), fluorescéncia (F), cuzamento
intersistemas (CIS), fosforescéncia (P), estado fundamental (S,), estado
exitado singleto (S+) e estado excitado tripleto (T+).

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

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

Figura 43: Espectros de fosforescéncia de 889 ng de enrofloxacina (5 x 10°
* mol L") em acetona/agua apds exposicdo ao UV.

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

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

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

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

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

Figura 49: Cromatograma obtidos para solugdo de enrofloxacina com
eluicio isocratica (a) e com eluigdo com gradiente (b) de fase moével.
Figura 50: Analise das solu¢des de enrofloxacina irradiada com UV em
diferentes tempos. Cromatogramas: (a) 0, (b) 30, (c) 60, (d) 90, (e) 120,

(f) 150 e (g) 180 minutos.

Figura 51: Curva analitica para enrofloxacina.

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

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

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

cada componente no nivel estudado.

118

119

131

131

132

132

134

135

136

138

139

140

141

142

151

154


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0621159/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0621159/CA

Lista de tabelas

Tabela 1: Resumo do tempo de migrac&o dos analitos na otimizagdo do pH
do eletrdlito.

Tabela 2: Resumo das condigdes 6timas de trabalho.

Tabela 3: Valores médios do tempo de migracdo e simetria dos analitos na
condicao 6tima.

Tabela 4: Parametros das curvas analiticas da padronizacgao interna.

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

Tabela 6: Valores da analise da variancia (ANOVA) para picoxistrobina.

Tabela 7: Parametros das curvas analiticas da padronizagao interna da
piraclostrobina.

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

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

Tabela 12: Recuperacgdo dos pesticidas em diferentes amostras.

Tabela 13: Pardmetros da precisdo dos tempos de migracdo do
picoxistrobina e piraclostrobina.

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

Tabela 15: Fosforescéncia da enrofloxacina e de seus derivados na
presenca de diferentes sais de atomos pesados.

Tabela 16: Condi¢des experimentais para o método.

Tabela 17: Parametros da curva analitica da enrofloxacina

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

Tabela 19: Parametros da sensibilidade da enrofloxacina.

Tabela 20: Valores das recuperagdes encontradas na analise dos
medicamentos por SSRTP e HPLC.

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

Tabela 22: Precisdo da enrofloxacina.

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

concentragéo

79
87

88
96

97
99

100
102

104
111

114

116

130

140

142

143

144

145

145
147

153


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0621159/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0621159/CA

Lista de abreviaturas

A - Absorcao

ACN — Acetonitrila

AdSV - Voltametria adsortiva

ANOVA - Analise de variancia

ANVISA — Angéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
AP — Atomo pesado

CDs - Ciclodestrinas

CE - Eletroforese capilar

Cl — Conversao interna

CIS - Cruzamento intersistemas

CMC - Concentragao critica micelar

CZE - Eletroforese capilar por zona

EKC — Cromatografia eletrocinética

EOF — Fluxo eletroosmético

F - Fluorescéncia

FASS - Empilhamento da amostra amplificada por campo
FQs- Fluoroquinolonas

HPLC — Cromatografia liquida de alta eficiéncia

IDA — Ingestdo Diaria Aceitavel

INMETRO- Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial
LD — Limite de deteccéao

LDA — Limite de deteccao absoluto

LEEA — Laboratério de Espectrometria e Eletroquimica Aplicada
LQ - Limite de quantificacao

LQA - Limite de quantificacao absoluto

MECC - Cromatografia eletrocinética capilar micelar
MeOH — Metanol

MQgentro — Minimos quadrados dentro do grupo
MQentre — Minimos quadrados entre grupos

MRLs — Limite maximo de residuos

NSM — Modo de empilhamento normal

P — Fosforescéncia
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PCR - Regressao de componente principal

P — Coeficiente de particao de solutos

Qol — Inibidores quinonas

r — Repetitividade

R - Reprodutibilidade

REPSM - Modo de empilhamento com polaridade reversa do eletrodo
RRP - Fosforescéncia em temperatura ambiente

Rs — Resolugéo

RV — Relaxamento vibracional

S| — Sistema Internacional

s,— Desvio padrao da repetitividade

sr — Desvio padrao da reprodutibilidade

SSRTP - Fosforimetria em temperatura ambiente em substrato sélido
U — Incerteza expandida

u;— Incerteza combinada

UV — Vis — Ultravioleta - Visivel

UV-VIS — Ultravioleta — visivel

Aem — Comprimento de onda de maximo de emiss&o expresso em nm

Aex — Comprimento de onda maximo de excitagdo expresso em nm
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“Se buscares a sabedoria como a prata e como
tesouros escondidos a procurares, entao,
entenderas o temor do Senhor e

acharas o conhecimento de Deus.

Porque o Senhor da a sabedoria e da sua

boca vem a inteligéncia e o entendimento”
(Provérbios 2: 4-6).
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