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Materiais, reagentes, instrumentacao e métodos.

2.1
Materiais e reagentes

A &gua purificada (resistividade abaixo de 18 MQ cm™) foi obtida de um ultra
purificador de dgua da marca Millipore (Massachusetts, EUA) modelo Milli-Q A10
gradiente.

Os padrdes analiticos quercetina (QUE), naringenina (NAR), flavona (FLA),
kanamicina (KANA), eritromicina (ERI), piraclostrobina (PIRA), azoxistrobina
(AZO), kresoxim-metil (KRESO), trifloxistrobina (TRI), fluoxastrobina (FLU),
picoxistrobina (PICO), dimoxistrobina (DIMO) foram adquiridos da Sigma-Aldrich
(New Jersey, EUA). Os reagentes usados para a polimerizacdo, acido metacrilico
(MAA), etileno glicol dimetacrilato (EGDMA), 2,2°- Azobis (2-metilproprionitila)
(AIBN), 3-aminopropiltrimetoxisilano (APTMS), tetraetilortosilicato (TEOS) foram
adquiridos da Bioquimica suplementos analiticos (New Jersey, EUA). Os
solventes acetonitrila (ACN), metanol grau HPLC, acetona, acido trifluoracético
(TFA), diclorometano (DCM), dimetilsulfoxido (DMSQO) e acido acético foram
obitidos da Merck (Darmstadt, Alemanha).

Albumina sérica bovina (BSA), acido tioglicélico (TGA), acido ascérbico,
sorbitol, sacarose, glutamato monossédico, boroidreto de sodio (NaBH,), teldrio
em po, cloreto de cadmio (CdCl,-2.5 H,0O) e NaOH foram adquiridos da Sigma-
Aldrich enquanto a gelatina hidrolizada para fins farmacéuticos foi da Gelita
(Brasil), Quercetin plus vitamin C foi obtido da empresa Supplement Spot.

O nitrogénio comercial (99,96%) utilizado na preparacdo do MIP e na

evaporacao de solventes foi adquirido da AGA (Brasil).
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2.1.1.
Coleta, armazenamento e tratamento das amostras de agua de rio,
urina, vacina e suplemento alimentar

As amostras de agua foram coletadas no riacho Rainha que passa pelo
campus da PUC — Rio, na Gavea. A coleta foi feita em trés diferentes pontos e as
amostras foram armazenadas em frasco de vidro ambar previamente rinsados
com a prépria dgua de rio. Os tubos foram acondicionados em geladeira para
posterior utilizacdo. As amostras foram fortificadas com o pesticida Piraclostrobina
para simulacdo de uma amostra contaminada. Para analisar essas amostras, ndo
foi necessario nenhum procedimento especial além da filtragcdo prévia em
cartuchos MIP.

Foram coletadas amostras de urina de uma mesma pessoa do sexo
masculino em tubos falcon e os mesmos foram envolvidos em papel aluminio para
evitar o contato da amostra com a luz. Os tubos foram mantidos sob refrigeracdo
por no maximo 4h até sua utilizacdo. As amostras de urina foram fortificadas com
os analitos de interesse. N&@o foi preciso nenhum tratamento prévio além da
filtracdo prévia em cartuchos MIP com posterior lavagem com agua.

As vacinas contra febre amarela contendo o analito de interesse
(adquiridas do Posto de Saude do Municipio de Vassouras-RJ) foram mantidas
sob refrigeracéo a temperaturas entre 2 e 8 °C. A vacina foi reconstituida em 5 mL
de agua estéril para injetaveis no momento da analise.

Os comprimidos de suplemento alimentar empregados para a
determinacdo de QUE foram pesados e as amostras foram preparadas em MeOH
utilizando o contetdo sélido contido nas capsulas. A retirada dos excipentes
insollveis contidos foi feita através do processo de filtragem. A solucdo foi

acondicionada em frasco &mbar e mantida sob refrigeracao.

2.2.
Instrumentacéo

2.2.1.
Cromatografo liquido de alta eficiéncia

O cromatdgrafo em fase liquida de alta eficiéncia (HPLC) série 1200 da
marca Agilent Technologies (Japao), foi usado para avaliar o desempenho das
abordagens analiticas desenvolvidas. Este equipamento é composto de um

degaseificador a vacuo, uma bomba binaria SL, um amostrador automatico, um
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compartimento termostatizado para a coluna, um detector de absorcdo no UV/vis
do tipo arranjo de diodos e outro de fluorescéncia. As colunas utilizadas foram
uma C18 Zorbax Eclipse XDB (4,6 x 250 mm) e (4,6 x 150 mm) com particulas

com 5 uym de tamanho médio e a temperatura do forno mantida a 25°C.

2.2.2.
Espectrometria de luminescéncia

Os espectros de fluorescéncia foram obtidos em espectrometro de
luminescéncia comercial, modelo LS 55 da Perkin-Elmer (Reino Unido). Este
equipamento possui uma lampada de xendnio pulsatil com descarga de 20 kW e
com 8 us como fonte de excitacdo e um detector do tipo tubo fotomultiplicador
(PMT). O PMT ¢€ do tipo R928 sensivel para detectar radiacdo até em torno de
900 nm. Os sistemas de monocromadores do tipo Monk-Gillieson cobrem as
faixas espectrais de 200-800 nm para excitacdo e 200-900 nm para emissao.

Em todos os experimentos realizados, os parametros do equipamento foram
mantidos como indicado a seguir: velocidade de varredura de 1500 nm min™,
bandas espectrais de passagem de excitacdo e emissdo em 10 nm.

As medicdes de fluorescéncia em solucdo foram feitas em cubeta de
quartzo (1 cm de caminho O6ptico), previamente limpa e condicionada com cada

uma das solucbes a serem medidas.

2.2.3.
Espectrofotdbmetro de absorcéao

Os espectros de absorcéo foram obtidos em espectrofotdmetro de absorcéo
Lambda 35 da Perkin-Elmer. Este equipamento possui duas lampadas, uma de
deutério e outra de tungsténio, e um detector do tipo tubo fotomultiplicador.

As medi¢cbes de absorvancia foram feitas em cubeta de quartzo (1 cm de
caminho Optico. Em todos os experimentos realizados, os parametros do
equipamento foram mantidos como indicado: largura da banda espectral de

passagem de 1 nm.

2.2.4.
Espectrémetro de infravermelho

O modelo usado para as andlise dos polimeros foi um FT-IR S100 da
Perkin-Elmer com interferémetro para geracdo de frequéncia por transformada de

Fourrier. Os dados foram coletados com intervalos de 0,5 cm™ com resolugcéo de
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4,0 cm™ em quatro varreduras. Os espectros foram obtidos nas regides do
infravermelho médio (4000-370 cm™). Para o infravermelho médio preparou-se
pastilhas em KBr.

2.2.5.
Microscopia de varredura eletronica (MEV)

A microscopia de varredura eletrbnica foi realizada em um microscopio
JEOL-5600 LV. As amostras foram revestidas por pulverizacao catédica com uma
camada de ouro de aproximadamente 20 nm, utilizando um revestidor por
crepitacdo 550 EMS.

2.2.6.
Equipamentos auxiliares

Todas as massas foram medidas numa balanca analitica da marca
Shimadzu (preciséo de 0,01 mg) modelo AUW?220D (Shimadzu, Téquio, Japao).

A degaseificacdo dos solventes para o HPLC foi realizada em um banho
ultra-sdnico modelo USC 1800 (Unique, S&do Paulo, Brasil).

As fracBes dos polimeros foram separadas em peneiras granulométricas de
aco inox da marca Bertel (SP-Labor, sdo Paulo. Brasil). Os solventes foram
eluidos das colunas SPE (cartuchos MIP/NIP) com auxilio de um pressurizador de
ar portatil da marca Inalar Compact NS. A maceracdo dos polimeros foi feita em
almofariz de agata.

Um sistema de extracdo Soxhlet com cartuchos de papel Whatman n° 1 foi
utilizado para a dessorcédo das moléculas moldes dos MIP.

Para ajustes de pH, foi utilizado um pHmetro modelo MPA 210, versdo 2.3,
fornecido pela Tecnopon.

Micropipetas automaticas de volumes regulaveis de 5 a 10 yL da Brand
(Werthein, Alemanha) e da Wheaton (Nova Jersey, EUA) foram utilizadas.
Micropipetas regulaveis de 100 a 1000 yL e de 20 a 200 yL também da Brand
(Werthein, Alemanha) e balées volumétricos de 5,0 mL e 10,0 mL foram utilizados

no preparo das solugdes.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0812611/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0812611/CA

72

2.3.
Métodos

2.3.1.
Preparo de solucdes

2.3.1.1.
Solucgdes padréo de Quercetina, kanamicina, piraclostrobina e
amostras.

Todas as solucdes (estoque) padrdo dos flavondides (quercetina,
naringerina e flavona) foram preparadas em metanol na concentragéo de 1,0 x 10
“mol L™

De acordo com a bula do suplemento quercetina, cada capsula contém
250,0 mg de quercetina dihidratada e 100,0 mg de vitamina C (acido ascorbico). A
solugdo estoque do suplemento na concentracdo de 1,0 x 10 mol L* de
guercetina (contendo acido ascoérbico) foi preparada em metanol.

O preparo da amostra para a determinacédo de quercetina em urina foi feito
da seguinte maneira: volumes contendo 100,0 yL de urina foram fortificados com
20,0 pL de uma solucdo 1,0 x 10 mol L™ de QUE.

Uma solucdo estoque de acido ascorbico em metanol foi preparada na
concentracdo 1,0 x 10® mol L™. Uma solucédo estoque de BSA na concentragéo
de 50,0 pg pL™* foi preparada em agua. Uma solucdo estoque de tampao fosfato
de sédio 0,05 mol L™ foi preparada em pH 6,9. Solucdes estoque de tamp&o
fosfato de sddio 0,01 mol L™ foram preparadas em uma escala de pH variando de
6,0 a 10,0.

Solucbes estogue de kanamicina em A&gua foram preparadas nas
concentracées 1,0 x10° mol L™* e 1,0 x 10° g mL™. As solucdes estoque padrao
de sorbitol, glutamato de so6dio e sacarose foram preparadas em &gua ha
concentracdo de 1,0 x 102 mol L. A solucdo estoque 1,0 x 10 mol L™ de
eritromicina foi preparada em agua. As solucdes estoque de gelatina foram
preparadas em agua nas concentracdes de 1,0 x 102 g mL™ e 2,0 x10* g mL™ .

Para preparar as dispersfes de trabalho de nanoparticulas utilizou-se uma
dispersdo estoque de CdTe-TGA QDs em pH = 10,9. A solugdo de hidroxido de
sédio foi preparada na concentracéo 0,1 mol L™,

A amostra da vacina contra febre amarela, contem 10 doses. A vacina foi
reconstituida em 5,0 mL de agua estéril para injetaveis e desta foram retiradas

para as analises aliquotas de 50,0; 100,0 e 200,0 L.
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Cada dose de 0,5 mL contém, no mimino 1000 LDs, (Dose Letal em
camundongo) ou o equivalente em PFU (Unidade Formadora de Placa) de virus
vivo atenuado da febre amarela. Na Tabela 3, é descrita a quantidade de todos os

componentes presentes da vacina.

Tabela 3 - Composicéo da vacina contra febre amarela para dose de 0,5 mL.

Componentes Quantidade
Sacarose 0,8 mg
Glutamato de sodio 4,05 mg
Sorbitol 8,5 mg
Gelatina hidrolisada bovina | 5,0 mg
Eritromicina 1,5ug
kanamicina 5,0 ug

Diluente: agua estéril para injetaveis

Para determinacdo de Kanamicina em urina foram preparadas amostras
contendo 100,0 pL de urina fortificadas com 10,0; 50,0 e 100,0 uL (cada) de uma
solucdio 1,0 x 10° g mL™ de Kanamicina.

Todas as solucbes estoque de piraclostrobina, azoxistrobina, kresoxim-
metil, trifloxistrobina, fluoxastrobina, picoxistrobina e dimoxistrobina foram
preparadas na proporcao 20:80 % (v/v) em metanol:dgua na concentracédo de 1,0
x10*, 2,0x10* e 1,0 x 10° mol L™ para piraclostrobina e 1,0 x 10* 1,0 x 103
mol L™ para os demais pesticidas.

O preparo das amostras para a determinacéo de piraclostrobina em urina foi
feito da seguinte forma: volumes contendo 100,0 uL de urina foram fortificados
com 15,0 pL de uma solugdo 2,0 x 10 mol L™ de PIRA.

A determinacao de piraclostrobina em amostras de agua de rio foi feita em
amostras fortificadas com 15,0 yL de solugédo 2,0 x 10* mol L* de PIRA . O
volume final de cada amostra foi de 50,0 mL. O MIP também foi utilizado para
pré-concentrar analito (PIRA).

Todas as solugbes preparadas nesse trabalho foram acondicionadas em

frascos de vidro &mbar e mantidas sob refrigeracao.
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2.3.2.
Sintese dos MIP

2.3.2.1.
MIP-Quercetina

O polimero impresso da quercetina baseado nos trabalhos de Chen et
al.,2010 e Song et al.,2009 foi preparado a partir de polimerizacdo “in bulk” por
interagcbes nao-covalentes. Em uma ampola de vidro de 20,0 mL adicionou-se
0,19 g (0,56 mmol) de quercetina, 6,0 mL de DCM, 0,6 mL de DMSO, 0,40 mL
(4,64 mmol) de MAA o mondmero funcional, 4,38 mL (23,20 mmol) de EGDMA
como reagente de ligacdo cruzada e 2,43 mL (0,51 mmol) de AIBN como iniciador
radicalar. A solucdo resultante foi desgaseificada sob fluxo de nitrogénio por 15
minutos, por fim a ampola foi selada e a polimerizag&o foi iniciada termicamente
em um banho-maria a 60 °C, por 24 h (Chen et al., 2010; Song et al., 2009). Apés
este periodo, a ampola de vidro foi quebrada e o polimero foi pulverizado em um
almofariz. A remogdo do analito foi feita utilizando um aparelho extrator de
Soxhlet. Um cartucho de papel whatman contendo todo o polimero resultante da
sintese foi colocado no aparelho. Foi utilizada uma mistura metanol e acido
acético, 9:1 % (v/v) (Xia et al., 2006; Song et al.,2009), como solvente extrator
para a retirada do analito utilizando um aparelho extrator de Soxhlet.
Posteriormente, o polimero foi seco a 60 °C e peneirado, para obter particulas de
tamanhos regulares com didametros entre 53 e 75 um. O mesmo foi estocado a
temperatura ambiente. Um polimero ndo impresso NIP (sem adicdo de
guercetina) foi preparado e tratado de forma idéntica a do MIP. Na Figura 10

encontra-se o fluxograma da sintese do MIP-QUE
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Quercetina

(0,19 g)

l

Ampola de 20 mL

Ultrassom e fluxo Selar ampolq
de N, por 15 min.

Banho maria 60°C Polimerizagdo térmica
por 24h
Quebrar ampolas

Pulverizar o polimero em
almofariz

Extragdo da
quercetina por
soxhlet

l

ESTUfG 600C por s ; I'
no minimo 12h ecagem do polimero

Peneirar obtendo particulas

Mistura metanol:dcido
acetico 9:1v/v

com didmetros entre 53 e
75

Figura 10 — Sintese do MIP-QUE (matriz acrilica)
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2.3.2.2.
MIP-Kanamicina

O polimero impresso de KANA foi feito baseado no trabalho de Silva,
2009).

A uma mistura de 320,0 uL de APTMS e 265,0 puL de TEOS, foi adicionado
1,0 mL de solucdo aquosa saturada de kanamicina e 200,0 pL de uma solucéo 5%
de &cido trifluoracético (adicionado como catalisador). Os reagentes foram
misturados e agitados por 5 minutos em um agitador vortex. A mistura foi
aquecida sob agitacdo magnética a 40° C até aparecimento da turbidez.
Posteriormente 0 material resultante foi resfriado a temperatura ambiente e um gel
foi obtido. Este gel foi mantido por 12 horas em esfufa a uma temperatura de 120°
C. Apos este periodo, o polimero foi pulverizado em um almofariz. A remogédo do
analito foi feita com 200,0 mL de agua em um sistema de filtracdo simples e o
eluato foi monitorado em espectrofluorimetro através da sonda fluorescente CdTe-
TGA QDs (hex 350 nm) até ndo mais ser observado sinal analitico inerente a
kanamicina. Finalmente o polimero foi seco a 120°C e entdo peneirado para
obtencdo de particulas de tamanhos regulares com didmetros até 106 um, o
mesmo foi estocado a temperatura ambiente. Um polimero ndo impresso NIP
(sem adicdo de kanamicina) foi preparado e tratado de forma idéntica a do MIP.

Na Figura 11 podemos ver o fluxograma da sintese do MIP-KANA.
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Kanamicina TFA

(1 mLsol. aquosa) 200 uL sol. 5%)

O, ndo interfere na
polimerizagdo

Bécher

ACNECERTIIZ N Misturar e agitar  os
por 15 min. solventes

Aquecimento sob
Agitagdo magnética a
40 °C

Aparecimento da turbidez

Obtengdo do gel

Estufa a 120 °C por 12 h

LNEGPLEFLIRAN Remogdo do analito com 200 mL
em almofariz de dgua num sistema de
l filtragdo simples

Estufa 120°C por )
12h Secagem do polimero

Peneirar obtendo particulas

com diametros até 106 pm

Figura 11 — Sintese do MIP-KANA (matriz sol-gel).
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2.3.2.3.
MIP-Piraclostrobina

O polimero impresso da PIRA, baseado no trabalho de Caro et al.,2006 foi
preparado pela abordagem de polimerizacdo “in bulk” por interacbes néao-
covalentes. Uma massa de 0,1g (0,25 mmol) de PIRA foi dissolvidos no solvente
acetona (3,3 ml) em uma ampola de vidro de 20,0 mL. Em seguida foram
adicionados MAA 200 pL (2,32 mmol), EGDMA 2,19 mL (23,20 mmol) e o AIBN,
1,21 mL (0,51 mmol).

A solucéo resultante foi desgaseificada sob fluxo de nitrogénio por 15
minutos. A ampola foi selada e a polimerizagéo foi realizada termicamente em um
banho-maria (a 60°C) por 24 h. Apés este periodo, a ampola de vidro foi quebrada
e o0 polimero foi pulverizado em um almofariz. A remocao do analito foi feita
utiizando um aparelho extrator de soxhlet. Um cartucho de papel whatman
contendo todo o polimero resultante da sintese foi colocado no aparelho. Foi
utilizada uma mistura metanol acido acético 9:1 %v/v como solvente extrator.
Posteriormente o polimero foi seco a 60°C e entdo peneirado para obtencdo de
particulas de tamanhos regulares com diametros entre 53 um e 75 um, o mesmo
foi estocado a temperatura ambiente. Um polimero ndo impresso NIP (sem
adicdo de PIRA) foi preparado e tratado de forma idéntica & do MIP. Na Figura 12

podemos ver o fluxograma da sintese do MIP-PIRA.
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Piraclostrobina | Acetona MAA EGDMA
(0.19) (3,3mL) (200 uL) (2,19 mL)

Ampola de 20 mL

Ultrassom e fluxo  EEPyRrarnr
de N, por 15 min.

LR TR O pojimerizacdo térmica
hor 24h

Quebrar ampolas

Pulverizar o polimero em
almofariz

Extragdo da
piraclostrobina por
soxhlet

l

Estufa 60°C por S oot
no minimo 12h ecagem do polimero

Peneirar obtendo particulas

Mistura metanol:dcido
acético 9:1 v/v

com didmetros entre 53 e
75 um

Figura 12 — Sintese do MIP-PIRA (matriz acrilica)
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2.3.3.
Remocéo dos residuos de acido acético dos polimeros

Apos a sintese dos polimeros, foi feita a dessor¢do dos analitos e residuos,
a fim de eliminar interferentes que possam prejudicar as analises. Para os MIP-
QUE, e MIP-PIRA, a dessorcao foi feita em Soxhlet por 24 horas em presenca de
metanol: &cido acético 9:1 %v/v. O acido acético é recomendado para aumentar a
polaridade da mistura extratora, melhorando assim a eficiéncia da limpeza, por
isso ndo se utilizou somente metanol, mesmo considerando-se que ele ja
apresenta uma polaridade caracteristica pela presenca do grupamento OH. Apd6s
a remocgao dos analitos os polimeros foram secos em estufa, e para garantir a
eliminagdo completa de residuo de &cido acético foi feita filtragdo (lavagem) em
funil simples com aproximadamente 30,0 mL de metanol. Para assegurar que ndo
haviam interferentes nas matrizes poliméricas, os ultimos 5,0 mL de cada filtracao
foram monitorados em espectrofotometria de absor¢cdo e espectrofluorimetria.

Uma vez que a Kana ndo possui fluorescéncia natural utilizou-se a sonda
fluorescence CdTe-TGA QDs como sensor, uma vez que € possivel obter
linearidade com o aumento da concentracdo de kanamicina. A excitacdo da sonda
foi feita em 350 nm e emissao foi coletada em 522 nm. No procedimento utilizou-

se um volume total de 200,0 mL de agua ultrapurificada.

2.3.4.
Sintese do CdTe-TGA QDs

Os pontos quanticos de CdTe foram sintetizados de acordo com o0s
procedimentos descritos na literatura com ligeiras modificacdes (Liang, et al.
2006). Resumidamente, 1,75 x 10 mol de CdCl,-2,5 H,0, 3,8 x 10 mol de TGA e
50,0 mL de agua ultrapurificada foram adicionados a um balédo de fundo redondo
de 100,0 mL. O pH da mistura foi ajustado para 10,0 pela adi¢do gota a gota de
uma solucdo de NaOH 0,1 mol L, sob agitacdo magnética. Em seguida uma das
saidas do baldo foi adaptada a um condensador, a outra foi necessaria para
colocar uma sonda de temperatura e a Ultima foi utilizada para recolher aliquotas
do material sintetizado com auxilio de agulha e seringa de plastico. Foi passado
pelo sistema um fluxo de nitrogénio (mantendo-se agitacdo magnética) por
aproximadamente meia hora a fim de eliminar completamente o oxigénio pesente

na aparelhagem.
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Em seguida, 2,0 mL de uma solugdo de NaHTe preparado recentemente
(obtido a partir da reducédo de telirio em pd por NaBH,, a 50 °C, em solucédo
aquosa) foi injetado no sistema mantendo-se agitacdo magnética. O sistema
permaneceu sob atmosfera de nitrogénio e aquecido a 90 °C (refluxo) por

aproximadamente 20 min.

2.3.5.
Avaliacdo dos polimeros

2.3.5.1.
MIP-Quercetina

Os monitoramentos individuais dos flavondides (quercetina, naringenina e
flavona) nas aliquotas recolhidas do MIP foram acompanhados por medicdes em
espectrofotometria de absorcdo e na sonda fluorescente BSA (somente a QUE).
As determinacfes cromatograficas da mistura dos flavonoides apos eluicao foram
monitoradas e quantificadas por cromatografia liquida com deteccdo por
fotometria de absorgéo (DAD). Da mesma forma, o NIP foi avaliado em condi¢bes
idénticas. Utilizou-se também a sonda analitica BSA em testes de reconhecimento

para QUE nos cartuchos MIP e NIP e em amostras de urina.

2.3.5.1.1.
Acondicionamento das colunas MIP e NIP

Quantidades de 300,0 mg de MIP e NIP foram empacotadas em seringas
de 1,0 mL acopladas a filtros PURADISC com membrana de polietileno poroso de
0,45 um. Antes de cada utilizac¢do, as colunas foram condicionadas com ACN. O
MeOH foi o solvente aplicado para a limpeza do polimero ao final de cada ciclo, o
gue possibilitou a reutilizagdo dos cartuchos diversas vezes. As elui¢cbes foram
feitas com auxilio de um pressurizador de ar.

As condicdes de aplicagdo do MIP com o analito de interesse (QUE) foram
estudadas para avaliar a eficacia da técnica de extracdo. Testes de eluicdo com
MeOH, ACN e DCM foram realizados em cartuchos contendo 300,0 mg de MIP e
20,0 uL de uma solucdo 1,0 x 10* mol L* de QUE. Em cada cartucho,
adicionaram-se 2,0 mL de solvente organico, as fracdes eluidas foram
avolumadas em baldo volumétrico de 5,0 mL e as medi¢cdes foram feitas em

espectrofotometria de absorcao.
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2.3.5.1.2.
Procedimentos e determinacdes espectrofotométricas,
espectrofluorimétricas e cromatograficas

Para avaliar o reconhecimento do analito de interesse e dos demais
flavonoides foram adicionadas aliquotas de 20,0 pL de uma solugéo 1,0 x 10™ mol
L™ de cada flavonéide aos cartuchos MIP e NIP. A eluicdo de cada cartucho foi
feita com ACN. Fragbes de 1,0 mL provenientes de cada cartucho foram
recolhidas separadamente em baldes volumétricos de 5,0 mL. Os respectivos
baldes foram avolumados com o mesmo solvente da elui¢gdo (ACN).

Em seguida as fra¢cbes foram lidas em um espectrofotdmetro (contetudo
referente a balGes de 5,0 mL) e através da sonda fluorescente BSA. Fizeram-se
também analises em um cromatografo liquido com detecgcédo por fotometria de
absorcdo (DAD) a fim de validar o reconhecimento. Nas determinacdes
cromatogréficas a fase movel foi constituida pelos seguintes solventes: i) solvente
A (MeOH:ACN) 90:10 % (v/v) e ii) solvente B (agua ultrapurificada:acido acético)
99:1 % (viv). A separacdo foi feita com fluxo constante de 1,0 mLmin™ a
temperatura de 25°C e com o seguinte gradiente de eluicéo: (i) inicialmente 75%
do solvente B, (ii) 75-30% em 25 min., (iii) 30-20% em 4 min., (iv) 20-5% em 2
min. e (v) retorno para condicéo inicial (75% do solvente B) em 2 min., totalizando
um tempo total de corrida de 33 min. O detector utilizado foi o de arranjo de
diodos em 254 nm (método adaptado de Lianda, 2009).

Nas determinacdes espectrofluorimétricas de QUE foi utilizado como
sonda fluorescente a BSA. Em uma cubeta de quartzo de 4,0 mL foram
adicionados 5,0 pL da solucéo estoque de BSA 50 ug puL™ e 2,5 mL de tampéo
fosfato de sodio 0,05 mol L™ (pH 6,9). Esta solucéo foi titulada com adicdo de
aliquotas de 5,0 uL a 100,0 pL de uma solugdo de quercetina (1,0 x 10°mol L™). A
intensidade de fluorescéncia foi medida a 280/345 nm (Aex/Aem) cOmM 10,0 NmM de
banda espectral e 1500 nm de velocidade de varredura. A aplicabilidade foi
avaliada em amostras de urina para determinacdo de quercetina.

O preparo das amostras de suplemento alimentar e urina (fortificadas com
guercetina) estao descritas no item 2.3.1.1.

Para a determinacdo de quercetina em amostras de suplemento alimentar
aliquotas de 20,0 pL da solugdo 1,0 x 10™ ml L™ (preparadas a partir do
suplemento) foram adicionadas aos cartuchos MIP. A quercetina presente no
cartucho foi eluida com 7,0 mL de ACN e cada fracdo de 1,0 mL recolhida foi
avolumada em bal&o volumétrico de 5,0 mL com ACN. As fragBes foram lidas em

espectrofotbmetro e em cromatografo.
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Todo o conteudo de urina fortificada foi passada pelo cartucho MIP e em
seguida foram passados pela coluna MIP 5,0 mL de &gua ultrapurificada a fim de
eliminar completamente as impurezas presentes na matriz de urina. A quercetina
presente no cartucho foi eluida com 4,0 mL de MeOH em uma Unica fracdo. Essa
fracdo foi evaporada sob fluxo de nitrogénio e sua reconstituigéo foi feita em baldo
volumétrico de 5,0 mL com ACN. O controle da amostra sem adi¢cao de quercetina
(urina) foi preparado da mesma forma e as amostras foram lidas em
espectrofotometria de absorcdo e em cromatografia liquida com deteccdo por
fotometria de absorgéo (DAD) .

A medicdo da amostra de urina em sonda fluorescente foi feita da mesma

forma.

2.3.5.1.2.1.
Otimizacao das condi¢cdes de medicdo: planejamento experimental

O planejamento experimental consiste em um conjunto de ensaios
estabelecidos com base em critérios cientificos e estatisticos, com o objetivo de
determinar a influéncia de diversas variaveis nos resultados de um dado sistema
ou processo. Um planejamento adequado permite, além do aprimoramento de
processos, a reducdo da variabilidade de resultados, a reducdo de tempos de
analise e dos custos envolvidos. (Button,2012).

O planejamento composto central (PCC) permite amostrar um conjunto de
pontos que ao serem analisados em conjunto, permitam a construcdo de uma
superficie de resposta em funcdo da variacdo dos fatores experimentais. A
associacdo do planejamento fatorial com a técnica de superficie de resposta torna
possivel propor um modelo matematico que relacione a resposta em funcdo das
variaveis estudadas, determinando assim a faixa 6tima para a obtencao da melhor
resposta analitica (Oliveira,2010). Neste trabalho foi adotado o planejamento
Composto Central “CCD - Central Composite Design”, um dos tipos de
planejamentos mais utilizados para ajustar modelos quadraticos. Neste desenho
experimental, para se obter uma boa estimativa dos erros, um experimento é
normalmente incluido no centro do planejamento com os respectivos valores
médios dos niveis de todas as variaveis. Estes modelos experimentais no ponto
central (nivel zero) nos permitem avaliar a significAncia dos efeitos principais ou
de interacdo, utilizando a metodologia de superficie de resposta. Ao mesmo
tempo, se este tipo de experimento: (1) minimiza o risco de perda das relacdes

nao lineares entre fatores dependentes e dependentes; (2) oferece a possibilidade
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de estimacdo de um modelo razoavel e (3) permite a verificacdo de sua possivel
falta de ajuste.

Nesta etapa do trabalho o objetivo foi construir modelos empiricos que
permitam identificar as condi¢cbes experimentais para se obter o maior valor das
respectivas variaveis-resposta. Os coeficientes foram obtidos utilizando o método
dos quadrados minimos e o modelo foi avaliado empregando a andlise de
variancia e a estimativa dos erros foi alcangada através de experimento no ponto
central. Realizou-se o planejamento experimental 2° composto central para definir
as condicOes experimentais para as medidas de fluorescéncia total da BSA.

Existem dois fatores que afetam a estabilidade da proteina: pH e forca
ibnica. O pH afeta a estabilidade da proteina, pois aparentemente existe uma
maior precipitagdo de proteinas a valores de pH proximos do seu ponto isoelétrico
(PI). As proteinas com pH mais acido revelam maiores afinidades a pH baixo e
proteinas basicas a pH superior. A forca idnica da solucdo é particularmente
importante na determinacdo de qual tipo de interacdo é predominante. Sob
pequena forca ibnica, aumentam as interacbes com o solvente, e as proteinas
tendem a permanecer em solug¢do. Sob forgas ibnicas maiores, a solubilidade das
proteinas pode decrescer rapidamente.

Por isso os valores de pH e forca ibnica do tampdo fosfato de sodio
escolhidos foram considerados relevantes para otimizar ambas as medicdes.
Cada parametro foi avaliado em niveis que correspondem a faixa dos valores
experimentais (Tabela 4).

Utilizou-se o tratamento estatistico de otimizacdo por restricdo para
sobrepor as superficies de resposta aplicando a funcao “desejabilidade”
(“desirability”) para mostrar as condicBes experimentais com maior emissao de
fluorescéncia da proteina (controle) e sua condicdo de maior supressdo na
presenca do analito. Isso foi feito ja que a sensibilidade da curva de supressao de
fluorescéncia depende da razdo entre ambas as medidas (Fo/F).

O objetivo foi gerar modelos matematicos que permitissem identificar as
melhores condigbes experimentais para a resposta de supressdo de
fluorescéncia da BSA na presenca de quercetina. Para a elaboracdo de um
método simples, os modelos matematicos gerados procuraram envolver variaveis
de simples operacdo porém significativas. A intencdo ndo foi alcangar um modelo
preditivo, mas obter um modelo simples e eficiente. O planejamento também tem
0 objetivo verificar a robustez do método em sua faixa de trabalho.

A Tabela 4 mostra um total de 24 experimentos realizados de modo

aleatorio, realizados apds a montagem da matriz do planejamento.
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Tabela 4- Matriz elaborada para o planejamento dos experimentos.

Variaveis originais Variaveis codificadas

-1,41 -1 0 +1 +1,41
pH 5,6 5,42 7,4 9,37 8,4
Forca idnica (M) 0,02 0,009 0,045 0,08 0,07

O programa utilizado para se efetuar o planejamento completo dos dados
bem como os célculos foi 0 modulo “Experimental Design” do programa de
estatistica Statistica 6.0 Statsoft. Para 0 modelo estatistico o tipo de erro escolhido

para a ANOVA foi o erro puro.

i) Estudos preliminares: Efeito filtro interno

O efeito filtro interno refere-se a absorcdo da radiacdo de excitacao (pré-
filtro) e/ou a absorcdo da emissdo de um fluoroforo (pos-filtro) causando a
diminuicdo de sua radiacdo detectada. Esse efeito gera uma diminuicdo do sinal
fluorescente por conta da presenca de substancias com capacidade para absorver
uma significativa quantidade de radiacdo incidente de excitacdo da sonda ou
emitida pela sonda. Esta diminuicdo da fluorescéncia (que aumenta com a
concentracdo da substancia absorvente) induz a superestimacdo do valor da
constante de supressdo, também chamada de constante de Stern-Volmer (Ksy). A
ocorréncia deste efeito prejudica a robustez de métodos analiticos baseados no
principio de supresséo.

Para contornar esse problema e efetivamente medir a queda de sinal
causada pela atenuacgéo estatica ou dindmica da sonda pela presenca do analito,
a abordagem mais simples é feita pela correcdo do efeito filtro. Isto & feito pela
medicdo da absorvancia, no comprimento de onda escolhido para excitagdo da
sonda e no escolhido para medir sua emissdo assim como a absorvancia do da
analito nas respectivas concentracdes empregada nos ensaios. Em seguida,
aplicam-se esses valores de absorvancia na Equagdo 5 para corregcdo da

intensidade de fluorescéncia.
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Fcorr = FObS antllog (AbSeXC + AbSem)lz (5)

Onde F.o € 0 valor corrigido de fluorescéncia, a Fq,s € 0 valor medido de
fluorescéncia, Absx) € a absorvancia no comprimento de onda de excitagdo, e
Absem) € a absorvancia no comprimento de onda de emisséo.

A eliminacdo do efeito filtro torna a medida independente destes
parametros de absorcdo do ligante. Ao mesmo tempo, esta correcdo depende das
condi¢cdes operacionais da medicdo de fluorescéncia. Véarias abordagens de
correcdo do efeito filtro foram propostas para atender diferentes condicbes
experimentais nos estudos de eventos de supressao de fluorescéncia. Entretanto,
a melhor maneira de eliminar a interferéncia desse efeito é assegurar que sua
contribuicdo seja minima, devendo-se procurar faixas de supressdao sem a
ocorréncia de filtro. Nesse caso, recomenda-se que as concentragdes devem ser
escolhidas de forma que a absorvancia do ligante adicionado seja inferior a 0,02
NOS Aexc € Aem Para NAo ser necessario corrigir as constantes de Stern-volmer (Ksy).
Tal procedimento, as vezes requer que a os valores escolhidos para Aexc € Aem
sejam diferentes dos valores maximos da sonda de modo a operar fora das
bandas de absorcédo dos ligantes. Essa escolha sacrifica sensibilidade em favor

de seletividade.

2.3.5.2.
MIP-Kanamicina

O trabalho foi dividido em trés etapas distintas. A primeira etapa foi avaliar a
seletividade do MIP/NIP frente a KANA, a segunda etapa consistiu na avaliacdo
da vacina (contra febre amarela), que contém kanamicina, gelatina, glutamato de
sodio, sorbitol, eritromicina e sacarose. A terceira etapa consistiu na avaliacdo de
kanamicina em amostras de urina. O monitoramento e quantificacdo da
kanamicina e da gelatina nas aliquotas recolhidas nos cartuchos MIP foram feitos
em espectrofluorimetria utilizando CdTe-TGA QDs como sonda fluorescente. Da

mesma forma, o NIP foi avaliado em condi¢des idénticas.
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2.3.5.2.1.
Acondicionamento da coluna MIP e NIP

Quantidades de 300 mg de MIP e NIP foram empacotados em seringas de
1 mL acoplados a filtros PURADISC com membrana de polietileno poroso de 0,45
um. Antes de cada utilizacdo, as colunas foram condicionadas com agua. Agua
ultrapurificada também foi utilizada como solvente de limpeza ao final de cada

ciclo. As elui¢des foram feitas com auxilio de um pressurizador de ar.

2.3.5.2.2.
Procedimentos e determinac¢des luminescentes

Inicialmente, fez-se a otimizac&o dos QDs a partir dos seguintes parametros:
(i) Efeito do pH; (ii) Estabilidade da nanoparticula, (Ill) Efeito da variacdo do sinal
do QDs em presenca de KANA; (IV) Estudo dos interferentes e quantificagéo.

Para a construcdo da curva analitica da kanamicina foram adicionados em
uma cubeta de quartzo 25,0 pL de uma disperséo estoque de CdTe-TGA QDs, 2,0
mL de agua ultrapurificada e 1,0 mL de tamp&o fosfato de s6dio 0,01 mol L™ pH
8,0. Esta dispersao foi tilulada com aliquotas de 10,0 a 710,0 uL de uma solugéo
1,0 x 10 mol L™ de kanamicina. A curva analitica de gelatina foi obtida da mesma
maneira, contudo os volumes das aliquotas adicionadas foram de 5,0 a 235,0 uL
de uma disperséo estoque 2,0 x 10“ g mL™ (de gelatina).

Os cartuchos MIP/NIP (previamente condicionados) foram carregados com
aliquotas individuais de 10,0; 50,0 e 100,0 pL de uma solugdo estoque de
Kanamicina 1,0 x 10° g mL™. As elui¢des (fracbes) foram feitas com até 6,0 mL de
agua. A quantificacdo de cada mL recolhido foi feita através sonda sonda CdTe-
TGA QDs.

O mesmo procedimento foi feito para a gelatina a partir de uma solucéo
estoque 2,0 x 10* g mL™? . A intensidade de fluorescéncia foi medida a 350/522
nM (Aexrem) COM 6,0 Nm de banda espectral e 1500 nm min™ de velocidade de
varredura.

Testes com a mistura de KANA e gelatina foram feitos nos cartuchos MIP
com adicdo de aliquotas de 50,0 uL de solucdo contendo 1,0 x 10® g/mL de Kana
e 2,0 x 10 g/mL de gelatina. O procedimento para as medi¢des foram os mesmos
dos testes individuais.

O preparo das amostras de vacina e urina (fortificadas com Kanamicina)
estd descritas no item 2.3.1.1. A aplicabilidade do método foi avaliada em

amostras de vacina da febre amarela contituida de 5,0 mL no total (10 doses).
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Desta amostra foram retiradas aliquotas de 50,0; 100,0 e 200,0 uL, estas
aliquotas foram avolumadas para 3,0 mL com agua ultrapurificada e em seguida
foram adicionados aos cartuchos MIP 50,0; 100,0 e 200,0 uL respectivamente (a
diluicdo foi necessaria devido a elavada quantidade de gelatina na vacina). As
eluicbes foram feitas conforme mencionado acima. A quantificacdo de cada mL
recolhido foi feita através da sonda CdTe-TGA QDs.

As amostras de urina fortificadas com 10,0; 50,0 e 100,0 yuL de uma solugao
estoque de Kanamicina 1,0 x 10° g mL™ foram adicionadas aos cartuchos MIP
(previamente condicionados), em seguida foi feita uma eluicdo com 2,0 mL de
agua (a agua foi descartada). Posteriormente foram adicionados 4,0 mL de agua
aos cartuchos e as fragdes de 1,0 mL foram recolhidas e levadas a condicdo de

medicdo em espectrofluorimetro.

2.3.5.3.
MIP-Piraclostrobina

Este trabalho foi dividido em duas etapas distintas. A primeira etapa foi
avaliar a seletividade do MIP/NIP frente aos pesticidas AZO, KRESO, TRI, FLU,
PIRA, PICO e DIMO. A segunda etapa consistiu-se na avaliacdo de amostras de
urina e agua de rio enriquecidas com PIRA. O monitoramento e a quantificacdo
da PIRA nas aliquotas recolhidas (MIP/NIP) foram feitos em espectrofluorimetro a
274/355 nm (hex / Aem)-

2.3.5.3.1.
Acondicionamento da coluna MIP e NIP

Quantidades de 300,0 mg de MIP e NIP foram empacotadas em seringas
de 1,0 mL acoplados a filtros PURADISC com membrana de polietileno poroso de
0,45 um. Antes de cada utilizacdo, as colunas foram condicionadas com DCM. O
MeOH foi o solvente aplicado para a limpeza do polimero ao final de cada ciclo.

As eluigdes foram feitas com auxilio de um pressurizador de ar.

2.3.5.3.2.
Procedimentos, determinacdes luminescentes em espectrofluorimetro
e determinacbes em HPLC

As curvas analiticas dos pesticidas obtidas em metanol:agua 20:80 % (v/v)
na faixa de 1,0 x 10® a 1,2 x 10° mol L' Para determinacdes

espectrofluorimétricas, a faixa de 2,2 x 10° a 7,0 x 10" mol L™ foi necesséria para
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determinacgfes por cromatografia liquida com deteccao por foluorimetria. (ver as
faixas) A faixa de 1,0 x 107 a 2,0 x 10° mol L* foi requerida para as
determinacgfes por cromatografia liquida com detec¢éo por fotometria de absorgéo
(DAD) do analito PIRA. Para as determinacdes por cromatografia liquida com
deteccdo por fotometria de absorcdo (DAD), para a AZO a faixa foi de 2,0 x 10®° a
1,0 x 10° mol L'™"; para a KRESO foi de 4,0 x 10® a 7,0 x 10" mol L*; e para a
FLU, DIMO, TRI e PICO foi de 2,0 x 10® a 7,0 x 10" mol L™ . As medi¢des por
espectrofluorimetria de PIRA e AZO foram feitas a 274/335 nm.

A primeira etapa de reconhecimento e seletividade dos cartuchos MIP/NIP
foi feita para o0s pesticidas azoxistrobina e PIRA, com quantificacdo
espectrofluorimétrica. Foram adicionados aos cartuchos MIP/NIP 20,0 uL de uma
solucdo estoque de piraclotrobina 1,0 x 10° mol L™* e 25,0 uL de uma solucéo
estoque de azoxistrobina 1,0 x 10° mol L™. Fra¢bes de 1,0 mL provenientes de
cada cartucho foram recolhidas separadamente em bal6es volumétricos de 5,0
mL. O DCM foi evaporado sob fluxo de nitrogénio, e entdo o conteldo de cada
baldo foi levado a condigcéo de trabalho.

Na segunda etapa foi avaliado o reconhecimento e a seletividade dos
cartuchos MIP/NIP frente a todos os pesticidas, com deteccdo por cromatografia
liguida com deteccdo por fotometria de absorcdo (DAD). Os cartuchos MIP/NIP
foram carregados da mesma maneira descrita na primeira etapa com 10,0 uL de
uma solucdo 1,0 x 10 mol L™ de PIRA e 30,0 pL de uma solucgéo 1,0 x 10“ mol L’
! para os demais pesticidas.

Aliquotas de 20,0 pL recolhidas das fracbes de 1,0 mL provenientes das
eluicbes dos cartuchos MIP/NIP, foram injetadas no HPLC (absorcdo a 220 nm).
Curvas analiticas de padrées de pesticidas também foram obtidos no HPLC. O
método utilizado para determinacdo e quantificacdo em HPLC foi adaptado de
Sundravadana et al.,, 2008. A fase movel consistiu-se de uma mistura de
agua:ACN 40:60 % (v/v), (isocratico).

Na terceira etapa foi avaliada a mistura dos pesticidas por HPLC com
deteccéo por fluorimetria e DAD. Aliquotas de 15,0 pL de uma solug&o 1,0 x 10™
mol L™ foram injetados nos cartuchos e as medi¢des das aliquotas foram feitas
conforme mencionado nas etapas anteriores.

O preparo das amostras de urina e agua de rio fortificadas com PIRA estéo
descritas no item 2.3.1.1.

Para determinacdo de PIRA em urina foram passados 5,0 mL de MeOH na
coluna MIP para garantir a limpeza, em seguida 3,0 mL de agua foram

adicionadas a coluna para condicionar o cartucho. As amostras foram adicionadas
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aos cartuchos MIP e as elui¢des feitas passando-se pelo cartucho 5,0 mL de agua
ultrapurificada a fim de eliminar as impurezas presentes na matriz de urina. A
eluicdo completa da PIRA foi feita com adicdo de até 9,0 mL de DCM aos
cartuchos MIP. O mesmo procedimento foi feito para o ensaio do controle da
urina. Finalmente as amostras foram lidas em espectrofluorimetro e em
cromatégrafo.

Para a determinacdo de PIRA em &gua de rio, utilizou-se o conteudo de
amostras presentes em baldes volumétricos de 50,0 mL. As amostras foram
passadas pelas colunas MIP e apoés eluicdo a agua (50,0 mL) foi descartada. Em
seguida, para garantir que toda a PIRA seja recuperada das colunas MIP, foram
adicionados 9,0 mL de DCM em cada cartucho (estes foram recolhidos em baléo
de 10,0 mL). O conteudo de cada baldo foi levado a secura sob fluxo de
nitrogénio, e a fragao foi reconstituida em bal&o volumétrico de 5,0 mL (condi¢éo

de medicao), as medi¢des foram feitas em espectrofluorimetria e em HPLC.

2.4.
Validagdo de método analitico

De acordo com o Vocabulario Internacional de Metrologia a Validacdo pode
ser definida como uma verificacdo na qual os requisitos especificados séo
adequados para um uso pretendido (JCGM 200:2008). A avaliacdo dos
parametros de validacdo possibilita a determinacdo das caracteristicas de
desempenho de um método analitico (INMETRO, 2011a).

Os métodos que devem ser validados s&o: métodos ndo normalizados;
métodos criados/desenvolvidos pelo préprio laboratério; métodos normalizados
usados fora dos escopos para os quais foram concebidos; métodos normalizados
gue sofreram ampliacdes e modificagcbes (INMETRO, 2011d). Tanto a Anvisa
guanto o Inmetro publicaram guias para a validacdo de métodos analiticos
(Resolucdo ANVISA RE n° 899, de 29/05/2003, e o documento INMETRO DOQ-
CGCRE-008, de 07/2011). Estes documentos tém como objetivo auxiliar
laboratérios na demonstragdo que um determinado método atende as
caracteristicas necessarias de modo a obter resultados com a qualidade
requerida.

A Tabela 5 apresenta os parametros de validagdo exigidos pelos érgaos
nacionais INMETRO e ANVISA (INMETRO, 2011a; ANVISA, 2003a).
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Tabela 5 - Parametros de validacao indicados nos documentos da ANVISA
(Resolucao RE n° 899, de 29/05/2003) e do INMETRO (DOQ-CGCRE-008, de 07/2011) e
realizados neste trabalho.

INMETRO ANVISA
Seletividade Especificidade e Seletividade
Linearidade Linearidade

Faixa de trabalho e faixa linear | Intervalo

Preciséo Preciséo
Repetitividade Repetitividade (preciséo intra-corrida)
Limite de detec¢éo Limite de deteccéo
Limite de quantificacdo Limite de quantificacdo
Tendéncia/Recuperagéo Exatidao

2.4.1.

Seletividade

A seletividade pode ser definida como a capacidade que o método possui de
medir um determinado composto em presenca de outros componentes tais como
impurezas, produtos de degradacdo e componentes da matriz também chamados
interferentes (ANVISA, 2003). A presenca de interferentes pode aumentar ou
reduzir o sinal do analito a ser determinado, sendo a magnitude do efeito
dependente também da concentracdo (INMETRO, 2011a).

A seletividade pode ser avaliada de diversas formas, através da analise da
pureza do sinal, analise de amostra de referéncia, comparacdo dos resultados
obtidos em diferentes condicbes de medicao, comparacao dos resultados obtidos
por diferentes métodos de andlise, analise da amostra sem a presenca do analito
de interesse, analise por método de adi¢cdo de padrdo e comparacao da inclinacao

da reta obtida com a inclinacdo da curva de padrées (INMETRO, 2011a).

2.4.2.
Linearidade

A linearidade pode ser definida como a habilidade do método em estudo
gerar resultados proporcionais a concentracdo do analito na amostra (Eurachem,

1998). Pode ser representada pela equacéo da reta (Equacéo 6):
y=a+ bx (6)

onde,
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y = resposta medida (absorvancia, altura ou area do pico, etc.);
X = concentragao;
a = intersecdo com o eixo y, quando x = 0;

b = inclinacao da curva analitica = sensibilidade.

Segundo o documento DOQ-CGCRE-008, a determinacdo da linearidade
deve ser feita a partir da constru¢cdo de uma curva analitica com no minimo cinco
niveis de concentragdo, sendo trés o nimero minimo de replicatas. A linearidade
da resposta analitica de um método deve ser avaliada por meio do coeficiente de
correlacao linear (INMETRO, 2011), sendo o valor minimo aceitavel igual a 0,99
(ANVISA, 2003a). Entretanto, o mesmo documento também destaca que é
necessario avaliar a homogeneidade das variaveis, avaliando os residuos. Isso
pode ser feito por meio de alguns testes estatisticos (teste t de Student, a prova F

de Fischer, entre outros).

2.4.3.
Faixa de trabalho e faixa linear

A faixa de trabalho pode ser definida como a faixa de concentracdo do
analito ou valores da propriedade na qual o método pode ser aplicado, cujo limite
inferior € o valor do limite de quantificacdo e o limite superior depende das
caracteristicas do equipamento de medicéo. E derivado do estudo da linearidade
e depende da aplicacdo pretendida do método (INMETRO, 201l1la; ANVISA,
2003a).

A determinacdo da faixa de trabalho pode ser feita através de trés etapas.
Na primeira etapa analisa-se um controle de reagentes com adi¢cdes de
concentracdes variadas do analito ou controle da amostra com adi¢cdes de
concentracdes variadas do analito ou ainda amostras de referéncia em diferentes
niveis de concentragdo. A partir dos resultados obtidos constroi-se um grafico de
concentracao x resposta, identificando-se inicialmente a faixa linear e os limites de
deteccdo e quantificacdo. Na segunda etapa deve ser realizada analise do
controle da amostra com adi¢des variadas do analito na faixa linear, com objetivo
de confirmar a linearidade. A terceira etapa consiste na determinacdo dos limites
de detecgéo e quantificacdo através da analise da amostra com adi¢fes variadas

do analito proximas ao limite de deteccdo (INMETRO, 2011a). J4 a faixa linear,
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contida na faixa de trabalho, é a faixa na qual o método apresenta linearidade
(INMETRO, 2011a).

2.4.4.
Limite de deteccéo

O limite de deteccédo (LOD) pode ser definido como sendo o menor valor de
concentracao do analito ou da propriedade que pode ser detectado pelo método,
porém nao necessariamente quantificado (INMETRO, 2011a; ANVISA, 2003a).

A determinacdo do limite de detecc¢édo é realizada por meio da analise de
solucdes de concentracdes conhecidas e decrescentes do analito, até o menor
nivel detectavel. E obtido a partir da analise do branco da amostra ou do branco
da amostra adicionado da menor concentracdo aceitavel do analito. O DOQ-
CGCRE-008 do Inmetro recomenda a realizacdo de no minimo sete replicatas
para a determinacdo do LOD. Assim, o LOD pode ser dado pela média dos
valores do branco da amostra mais trés vezes o desvio padrdo dos resultados
obtidos (INMETRO, 2011a; ANVISA, 2003a).

O LOD, obtido por meio da analise de sete solu¢cdes contendo a menor
concentracdo dos analitos que se consegue Vvisualmente observar no
cromatograma, foi calculado por meio da Equacdo 7. Nas determinacgbes por
espectrofotdmetro, o célculo foi baseado na Equacao 8 obtido por meio da analise
de sete solucBes do ensaio em branco. O método de obtencéo do s, a partir das
solucbes contendo as menores concentracdes dos analitos foi adotado devido a

dificuldade de medi¢do de um sinal de branco (o sinal do branco é praticamente

Zero).
LOD=x, +3s )
LOD= %st 8)

onde x, é a média dos valores medidos para os brancos, s é o desvio padrdo das
sete medi¢Bes da menor concentracdo do analito (s) e do ensaio em branco (sp) e

a é o coeficiente angular da curva analitica.
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2.4.5.
Limite de quantificagéo

De acordo com definicdo da Anvisa (2003a) o limite de quantificacdo (LOQ)
€ a menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode ser
determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condi¢cdes experimentais
especificadas. E normalmente o menor ponto na curva de calibrag&o.

Assim como no limite de deteccdo a determinacdo do LOQ pode ser
realizada através dos dados dos desvios padrdo obtidos nas analises do ensaio
em branco da amostra ou do ensaio do branco da amostra adicionado de
concentracdes variadas do analito préximas ao LOD. No entanto, enquanto que
para o calculo do LOD o fator de multiplicagéo é 3, para o calculo de LOQ este
fator deve ser alterado para 5, 6 ou 10 de acordo com a incerteza desejada
(INMETRO, 2011a).

O LOQ foi realizado de modo semelhante a determinacdo do LOD,
utilizando-se, no entanto a Equacdo 9. Nas determinacfes por espectrofotdbmetro,
o célculo foi baseado na Equacéo 10 obtido por meio da analise de sete solugbes

do ensaio em branco.

LOQ=x, +10s 9)

LOQ:10;<lsb (10)

2.4.6.
Tendéncialrecuperacao

Segundo o0 DOQ-CGCRE 008, exatiddo de um método analitico é avaliada
numericamente através da tendéncia, a qual pode ser avaliada utilizando-se os
seguintes processos: uso de materiais de referéncia certificados (MRC),
participacdo em comparagdes interlaboratoriais e realizagdo de ensaios de
recuperacao (INMETRO, 2011a).

Sempre que possivel, deve-se utilizar MRC na validacdo de um método de
ensaio. Logo para avaliar a exatiddo comparam-se 0s resultados obtidos pelo
laboratério da amostra padrdo com os valores certificados do material de
referéncia, fornecidos por laboratério acreditado (INMETRO, 2011d).

O percentual de recuperacéo do analito pode ser definido como a relagédo

entre o resultado experimental obtido depois da analise de uma amostra fortificada
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com uma quantidade conhecida do analito, e o valor tedrico desta quantidade
fortificada. Segundo o DOC-CGCREOQ0Q8, para a avaliacdo da recuperacéo, pode-
se utilizar amostras fortificadas com quantidades conhecidas do analito (spike) em
trés niveis de concentracdo: baixo, médio e alto, de acordo com a faixa de
trabalho do método (INMETRO, 2011a).

O calculo para obtencdo da recuperacdo analitica foi realizado conforme

Equacgéo 11.
~ alor,
Recuperacio (%) = V&¥gpservado 10 (11)
esperado
2.4.7.
Precisao

Segundo o VIM 2009, precisao de medicéo é definida como sendo o grau de
concordancia entre indicacbes ou valores medidos, obtidos por medicdes
repetidas, no mesmo objeto ou em objetos similares, sob condi¢cdes especificadas.

Pode ser expressa pelo desvio padrdo ou coeficiente de variacdo, sendo
considerada em trés niveis: repetitividade, precisdo intermediaria e
reprodutibilidade (INMETRO, 2011a).

2.4.7.1.
Repetitividade

A repetitividade representa a concordancia entre os resultados de medicdes
de um mesmo método, dentro de um curto periodo de tempo, efetuadas sob as
mesmas condicdes de medicdo, as quais incluem: mesmo procedimento de
medi¢do, mesmo analista, mesmo instrumento utilizado sob as mesmas condicdes
e mesmo local (INMETRO, 2011a).

A repetitividade foi calculada pelo calculo do desvio padrao relativo (%CV)

indicado na Equacao 12.

CV (%) = RSD =— > x100 (12)

medicdo

onde s, é a estimativa do desvio padréo, Mmediczo € @ média das determinacoes.
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2.4.8.
Comparacéo da precisédo entre métodos

A comparacdo da precisdo entre métodos possibilita verificar o grau de
proximidade entre os resultados obtidos pelos dois métodos, e é realizada por
meio de andlises sobre a mesma amostra em separado, utilizando o método
desenvolvido e o método de referéncia (INMETRO, 2011a). Neste trabalho foi
aplicado o teste t Student e feita a comparacdo entre as médias em uma
concentracao ao longo da faixa de trabalho.
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