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Materiais e métodos

3.1.
Reagentes

A 4gua utilizada nesse trabalho foi ultrapurificada (resistividade de 18,2
MQ cm) em um sistema Milli-Q gradiente da Millipore (EUA). O ciclofenil
utilizado foi proveniente da Sigma-Aldrich (Saint Louis, EUA). Os testes de
dosagem foram realizados no medicamento Menopax®, da Ache (Guarulhos, SP),
apresentado em comprimidos de administracdo oral contendo, segundo bula, 200
mg de ciclofenil por capsula. Os padrdes dos pesticidas: dimoxistrobina 99,9%,
piraclostrobina 99,9% azoxistrobina 99,9% e picoxistrobina 99,9% foram
adquiridos da Riedel-de-Haen (Alemanha). Solugdes 1000 mg L™ de Cu (ll), Pb
(1) e de Cd (1) foram obtidas da Sigma-Aldrich. O acetato de m-toluila foi
adquirido da Chem Service Inc (EUA), este composto é comercializado na forma
liquida, possui 97% de pureza e densidade de 1,04 g mL™.

O metanol, etanol e acetonitrila foram de grau HPLC e obtidas da Merck
(Darmstad, Alemanha). Os reagentes utilizados para se produzir o tampé&o Britton-
Robinson foram: acido acético glacial, proveniente (Vetec Quimica Fina LTDA —
Rio de Janeiro, Brasil), acido bdrico (Merck) e acido fosférico (Merck) e
hidroxido de sodio (Merck). O acido nitrico utilizado para limpeza da vidraria foi
adquirido da Vetec, assim como o sulfato de amdnio testado para a limpeza da
urina.

O filtro de papel utilizado foi o N° 42, de 150 mm de diametro da Whatman
International Ltd (Inglaterra). Os cartuchos de pré-extracdo C-18 (500 mg, 3 mL)
da marca AccuBond foram adquiridos da Agilent Technologies (Reino Unido). O
filtro de seringa, de 17 mm de didmetro e de 0,45 um de didmetro de poro, foi
adquirido da National Scientific Company (Reino Unido). As membranas para
filtragem dos eluentes organicos (47 mm de diametro) foram adquiridos da Glass

Fiber Filter/Tokyo Soshi Kaisha Ltda (Toquio, Japdo) e as membranas de filtragdo
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para agua (1,2 um de didmetro do polo, 47 mm de diametro) foram adquirida da
Schleicher & Schuell (EUA)

3.2.
Instrumentacao.

3.2.1.
Reator fotoquimico.

O reator fotoquimico utilizado para irradiar a solucdo de ciclofenil, obtendo
assim o seu fotoproduto, foi um reator construido no laboratério e constituido por
seis lampadas para esterilizacdo de vapor de mercurio, 6W cada. As lampadas de
mercario utilizadas sdo comercialmente disponiveis para esterilizagdo
bacterioldégica com emissdo mais intensa em 253 nm e na faixa entre 296-313 nm.
Uma representacdo esquematica deste reator pode ser visualizada na Figura 9,

enquanto a Figura 10 mostra uma foto deste reator.
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Figura 9 — Representacao esquematica do reator fotoquimico utilizado.
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Figura 10 — Foto do reator fotoquimico .

3.2.2.
Espectrofotometro de luminescéncia.

O equipamento utilizado para a realizacdo das medigdes de luminescéncia
foi um espectrofotometro de luminescéncia da Perkin-Elmer modelo LS-45, a
partir dele foram obtidos os espectros de excitacdo e emissdo e as intensidades dos
sinais fluorescentes do analito estudado. Este equipamento utiliza como fonte uma
lampada de xendnio pulsatil, de 20 KW de poténcia, com pulsos de 8us de
duracdo e com largura inferior a 10 ps a meia altura. O esquema otico € formado
por um conjunto de dois monocromadores montados segundo a geometria Monk-
Gillieson (como demonstrado na Figura 11) que cobrem as faixas espectrais de
200-800 nm para excitacdo e 200-650 nm para emissdo. Este conjunto possui
exatiddo no comprimento de onda de + 1,0 nm e reprodutibilidade de + 0,5 nm.

O detector ¢ um tubo fotomultiplicador com resposta S5 sensivel para
detectar radiacdo até em torno de 900 nm. As fendas para emissdo e excitacao sao
fixas em 10 nm, e a velocidade de varredura pode ser ajustada em incrementos de
1 nm variando de 10 a 1500 nm min™, sendo utilizado este Gltimo valor por
propiciar maior velocidade de medicdo sem perda na sensibilidade. O
equipamento é controlado por meio de um computador pessoal marca Dell com as
especificacdes adequadas de hardware e software. O software utilizado para se
fazer a aquisicdo dos espectros é o FL WinLab, também da Perkin-Elmer, que
necessita operar em ambiente Windows. As cubetas utilizadas para comportar a
solucdo durante as analises sdo de quartzo, com caminho 6ético de 1 cm,

adquiridos também na Perkin-Elmer.
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Figura 11 - Representagdo esquematica do sistema Otico do

espectrofotdmetro utilizado.

3.2.3.
Cromatografo liquido de alta eficiéncia (HPLC)

O sistema cromatografico usado nesse trabalho foi um cromatografo liquido
de alta eficiéncia da Perkin-Elmer. O sistema é constituido por uma bomba, que
tem a funcdo de alimentar de forma constante todo o sistema com os eluentes, um
sistema de introducdo de amostra, uma coluna para a separacdo cromatografica e
um detector para registrar o sinal do analito.

A bomba cromatogréfica utilizada € uma bomba binaria modelo SERIES200
da Perkin-Elmer. Esta bomba tem como caracteristicas principais manter um fluxo
no intervalo entre 0,01 e 10,0 mL min™ com precisdo relativa de pressdo e
repetitividade no tempo de retencdo abaixo de 0,3%. O sistema de injecdo foi o
automatico proprio do modelo SERIES200. O sistema foi utilizado com a bandeja
padrao para 99 frascos de vidro (volume interno de 1,5 mL cada), “al¢a de
amostragem” de 250 pL. Segundo o manual, este equipamento possui desvio
padrdo relativo menor que 0,5% medido para injecdes de 3 pL, e precisa de um
volume minimo de 7ul para conseguir fazer uma injecdo de 1 pl. O detector de

fluorescéncia utilizado foi um detector do modelo SERIES200 que possui uma
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lampada de xendnio de emissdo continua como fonte de radiacdo e um detector do
tipo tubo fotomultiplicador.

O sistema foi completado com a colocacdo de uma coluna cromatografica
(SGE, Australia) C-18, de 250 mm de comprimento, 4,6 mm diametro interno, 5
pum de didmetro médio para particula interna e 80 Angstroms de tamanho do poro.
O sistema foi interfaciado a um computador pessoal (0 qual podia controlar a agcéo
deles pelo software TOTALChrom, da Perkin-Elmer). A Figura 12 apresenta uma
representacdo esquematica do sistema cromatografico utilizado (exceto pela

dimenséo da coluna).
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Figura 12 — Representacdo esquematica do sistema cromatogréafico

utilizado

3.2.4.
Analisadores voltamétricos

Nas determinacdes das estrobilurinas, as medi¢Ges voltamétricas foram
realizadas num sistema formado por um potenciostato da BAS Epsilon EC e uma
torre BAS CGME (controlled growth mercury electrode), ambos da Bio
Analytical System Inc (Indiana, EUA) e ambos interfaciado a um computador
pessoal. Todo este sistema é controlado pelo software da Epsilon.

A cela voltamétrica era composta por trés eletrodos. O eletrodo de trabalho
era o eletrodo de gota pendente de mercurio (HMDE), um eletrodo de Ag/AgCl

(3mol L™) como eletrodo de referéncia e um fio de platina como eletrodo auxiliar.
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As celas de trabalho foram copos de borosilicato, com volume interno de 15 mL,
mas que eram usadas para comportar 10 mL de solugéo.

As determinacdes de Cu (II), Pb (I1) e Cd (Il) foram realizados em outro
sistema voltamétrico, composto por um potenciostato BAS modelo CV-50W
acoplado a uma torre polarogréfica da BAS, modelo CGME, também ambos da
Bioanalytical System Inc e ambos interfaciados a um computador pessoal,
controlados pelo software BAS CV50W verséo 2.0.

A cela voltamétrica foi formada por um eletrodo de Ag/AgCl (3 mol L™)
como eletrodo de referéncia, fio de platina como eletrodo auxiliar e um eletrodo
de carbono vitreo como suporte para se fazer o BIFE.

3.2.5.
Outros equipamentos

(1) O cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrdmetro de massa utilizado
neste trabalho para auxiliar na proposta do mecanismo de quebra fotoquimica do
ciclofenil foi um equipamento da Hewlett Packard, modelo 5890 series Il Plus ,
com detector de massa 5972 MSD (no modo de monitoramento de ion) e uma
coluna capilar de 30 cm de comprimento e 0,25 cm de didmetro interno, HP5MS,
a temperatura do injetor durante as injecOes era de 300 °C. Foi usado como gas de

arraste He, a um vazdo de 1 mL min™ .

(ii) Espectrobmetro de massa de ionizacdo/dessorcdo a laser com tempo de voo
(LDI-TOF-MS).

O equipamento utilizado para se fazer as medicdes de espectrometria de
massa com tempo de vOo apds dessorcdo por ionizacdo a laser (LDI-TOF-MS)
usava uma fonte de irradiacdo de laser de 337 nm modelo VSL-337-ND-S, o

equipamento foi adquirido da Laser Science Inc, (EUA)

(iii) Espectrofotdometro de absor¢do atdbmica por forno de grafite

Os espectros de absorcao atdmica foram registrados em um equipamento da
Analytic Jena (Jena, Germany) modelo Zeenit 60 com corretor de fundo por efeito
Zeeman. Lampadas de catodo oco para Cu (Analytic Jena) foram usadas como

fonte. Os parametros instrumentais foram ajustados de acordo com o manual do
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equipamento para Cu. Todas as medidas foram feitas usando integracdo da
absorbancia e os resultados provenientes da meédia de 3 leituras.

3.2.6.
Equipamentos auxiliares

A centrifuga utilizada neste trabalho foi um modelo BE 4000 - Brushless da
Bio Eng, (Rio de Janeiro Brasil). O banho ultra-sonico utilizado para auxiliar na
homogeneizacdo das amostras foi um modelo USB 124 da CTA do Brasil. Com
poténcia de 50 W e 40 MHz de frequéncia. Os solventes utilizados na
cromatografia foram degaseificados em um banho ultra-sénico modelo USC 1800
(Unique, S&o Paulo, Brasil). A balanga utilizada foi uma balanga de precisdo
analitica de cinco casas decimais da marca Shimadzu modelo AUW220D
(Shimadzu, Toquio, Japéo) calibrada pelo laboratério Peso Exato Automacéo (Rio
de Janeiro, Brasil). As medicdes de pH foram realizadas no medidor pH-metro
Tecnopon MPA 210 (Séo Paulo, Brasil), acoplado a um eletrodo combinado de

vidro.

3.3.
Lavagem do material

O material utilizado em todos os procedimentos foi previamente enxaguado
com &gua corrente, sendo entdo imerso em solucdo de acido nitrico 10% por um
periodo minimo de 24 horas. Em seguida o material era enxaguado com agua
destilada, seguido de enxagilile em abundancia com agua deionizada. O material

descontaminado foi mantido em recipientes hermeticamente fechados.

3.4.
Metodologia de trabalho para a determinacédo espectrofluorimétrica
do ciclofenil

3.4.1.
Padrdes de ciclofenil

A solucdo-estoque de ciclofenil (1,0 x 10® mol L™) foi preparada em

metanol, sendo que todas as demais solucdes utilizadas foram preparadas em
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misturas de metanol/tampdo Britton-Robinson. A composigéo final otimizada foi
metanol/tampé&o Britton-Robinson pH 10,5, 9/1 v/v.

As solugdes tampdes Britton-Robinson foram preparadas através da mistura
de solucBes 0,04 mol L™ de 4cido acético, acido fosférico e acido bérico, seguido
da adicdo de pequenos volumes de solucdo de NaOH 0,2 mol L™ até que o valor
de pH desejado fosse atingido.

Os diferentes pontos das curvas analiticas foram preparados por dilui¢bes da
solucdo-estoque de ciclofenil em balGes volumétricos de 10 mL, levando em

consideracdo os volumes finais de metanol e de tampé&o.

3.4.2.
Tratamento fotoquimico

A irradiacdo das solugGes de analito e da amostra foi feita colocando-se 10
mL dos mesmos em tubos de quartzo (1,9 cm de didmetro e 13,7 cm de altura) no
centro do reator fotoquimico, 0s quais receberam irradiacdo ultravioleta

proveniente das lampadas durante o tempo desejado.

3.4.3.
Formulacdes farmacéuticas

As solucGes de amostras de formulagGes comerciais foram obtidas pela
maceracdo de pelo menos 5 comprimidos com pistilo em gral de porcelana. Uma
massa conhecida foi dissolvida em metanol e posteriormente filtrada em papel
qualitativo da Whatmam, (S&o José dos Pinhais — PR - Brasil). O filtrado foi entéo

diluido para 50 mL em baldo volumétrico com metanol.

3.4.4.
Procedimento para mediacado do sinal fluorescente.

Para a medida do sinal de fluorescéncia das soluc@es, estas foram colocadas
em uma cubeta de quartzo limpa. As medicGes da intensidade fluorescente de cada
solucdo foram tomadas apds 10 segundos de exposicdo a luz radiante, com o
objetivo de compensar qualquer flutuacdo do sinal. As medicGes de sinal foram
feitas pela altura das bandas nos méaximos de emissdo e de excitacdo, que no

método otimizado foram 250/410 nm.
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3.4.5.
Procedimento para medi¢do no cromatografo a liquido

As medidas no cromatdgrafo a liquido de alta eficiéncia com deteccdo
fluorescente (HPLC/F) foram feitas utilizando um sistema de eluicdo metanol /
agua. Foi aplicado um sistema de gradiente, que se iniciava com metanol/agua
60/40% vlv, levando 5 min. para atingir 100% de metanol, permanecendo assim
por mais 10 minutos, sempre com a vazdo de 1 mL min™. As medicBes de

fluorescéncia foram feitas com detector ajustado em 290/410 nm.

3.4.6.
Urina

As amostras de urina, obtidas de voluntarios do préprio laboratério, foram
enriquecidas com ciclofenil, e a elas foi adicionado 0 mesmo volume de padrdo
interno (acetato de m-toluila, 100 pg mL™). A mesma quantidade de padrdo
interno foi adicionada as solucGes padrbes. As amostras (10 mL) foram percoladas
atraveés de um cartucho C-18, e o analito e o padrdo interno foram eluidas com 10
mL de metanol. Antes de serem irradiadas no reator fotoquimico as solucdes

foram filtradas nos filtros de 45 pm.

3.5.
Metodologia de trabalho para a determinacdo voltamétrica das
estrobilurinas

3.5.1.
Preparacédo de padrdes.

SolucBes-estoque de azoxistrobina e dimoxistrobina (1,00 x 107%) foram

preparadas em acetonitrila.

3.5.2.
Amostras de alimentos

Cerca de dois gramas das amostras de alimentos (uva e batata) foram
lavados, triturados e a eles adicionado 100 pL de solucdo estoque das

estrobilurinas (1,0 x 10 mol L™). O processo de extracdo consistia de 3 extracdes
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de 3 mL de &gua, o extrato era entdo recombinado, avolumado com &agua
deionizada para 10 mL. Um cartucho de extracdo C-18 era condicionado com 1
mL de &gua prévia, 10 mL da amostra era percolada pelo cartucho e a extracéo
sedava com a eluicdo de 1,5 mL de acetonitrila.

As amostras de agua do rio e de suco de uva industrial ndo foram
submetidas a nenhum tipo de pré-tratamento, apenas fortificadas com as

estrobilurinas.

3.5.3.
Procedimento para a medicao eletroquimica

Para a medicdo eletroquimica, foi feito uso de micropipetas para adicionar o
volume da amostra (100 pL) na cela voltamétrica (contendo 10 mL de HCI 0,1
mol L™, eletrélito suporte). Antes da adicdo a cela foi purgada com nitrogénio
durante um tempo de 300 s. Entre medicGes replicadas a purga era de apenas 30 s,
e apos a adicao de cada volume de padréo (10 ul) aplicava-se nova purga de 120

S.

3.6.
Metodologia de trabalho para a determinacao voltamétrica de Cu (ll),
Pb (Il) e Cd (lIl) em amostras de cachaca.

3.6.1.
Preparacédo de padrdes.

As solucdes de padrdes estoque (1000 pg mL™) de Cd (1) Cu (I1) Pb (1) e
Bi (I11) foram compradas. As solucGes utilizadas foram preparadas por dilui¢bes
destas solugdes em solucdo aquosa com concentracdo final de 10 % de acido

nitrico.

3.6.2.
Pré-tratamento das amostras

As amostras de cachaca foram condicionadas em tubos de quartzo, cada
uma foi acidificado com HCI (concentragdo final de 6,0 x 10° mol L™), e em

seguida irradiada por 1 h em um reator fotoquimico.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0410388/CA


PUC-RIo - Certificagao Digital N° 0410388/CA

65

3.6.3.
Procedimento para a medicdo eletroquimica

Um mL da amostra foi transferida para uma cela de 15 mL, contendo 9 mL
de tampéo acetato pH 4,5. Um volume de 10 uL de solugdo de Bi 1000 pug mL™
foi adicionado para produgdo in situ do BIiFE na superficie de um eletrodo de
carbono vitreo. A interferéncia do Bi (I11) sobre o sinal do Cu (1) foi eliminado
pela adicdo de 5 pL de perdxido 30 % v/v. As condi¢Bes instrumentais foram:
Potencial inicial: -1.400 mV, amplitude: 100 mV, frequéncia 100 Hz, tempo de
deposicdo 60 s e incremento de potencial de 2 mV. N&o foi necessario utilizar
purga. O voltamograma foi obtido fazendo varredura de potencial até + 300 mV.
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