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RESUMO
As atividades antropogénicas tem despejado grande variedade e quantidade de
poluentes nas aguas de rios, causando poluicdo que leva a necessidade de
tratamento de agua adequado. O controle dessas substancias na agua é
imprescindivel para verificar a eficiéncia do tratamento. Neste contexto, este
trabalho tem como objetivo o0 desenvolvimento de procedimentos
espectrofluorimétricos para a determinacéo de diclofenaco e sulfametoxazol em
aguas de aguas de superficie. O procedimento para a determinacdo de
diclofenaco € baseado na emissédo de radiacao intrinseca do diclofenaco em
370 nm, quando excitado em 245 nm. A relacdo entre a intensidade de
emissdo das solucbes contendo diclofenaco e sua concentracdo pode ser
descrita com uma equacao polinomial. O uso de solu¢cdo de Rodamina-B como
padrdo interno transformou em uma relacdo linear entre a intensidade de
emissao e a concentracdo de diclofenaco. Apos a otimizagcédo do procedimento,
uma curva analitica com faixa de concentracéo variando entre 5,00x10° a
1,00x10“ mol L™ foi obtida empregando a Rodamina-B como padrdo interno.
Um limite de deteccéo de 2,74x10° mol L™ e recuperacdes entre 71,2 a 95 %
nas amostras de aguas de superficies avaliadas foram obtidos. Outro
procedimento foi proposto para a determinacdo de sulfametoxazol em amostras
de aguas foi descrito empregando rodamina-B como padrdo interno e detecgéo
espectrofluorimétrica. O procedimento € baseado na emissédo de radiacdo do
sulfametoxazol em 350 nm quando excitada em 260 nm. A adicdo da
rodamina-B como padrdo interno permitiu a obtencdo de uma curva analitica
linear. Depois de otimizado, o procedimento apresentou uma curva analitica

com faixa de variacdo de concentracdo de sulfametoxazol entre 2,34x107 a



4,09x10° mol L™ O limite de deteccdo e quantificacdo de 3,53x10® mol L™ e
1,18x10" mol L™* foram obtidos. As recuperacdes do sulfametoxazol nas
amostras de aguas de superficie avaliadas apresentaram valores variando
entre 71,6 a 127 %. Ambos os procedimentos desenvolvidos permitem a
determinacao dos principios ativos em aguas de superficie de maneira rapida e

sem a necessidade de tratamento de amostra.

Palavras-chaves: farmacos; espectrofluorimetria; Rodamina-B; aguas de

superficie; padréo interno.



Abstract

A large variety and quantity of pollutants have been dumped into rivers by
anthropogenic activities, caused by pollution that leads to the need for a
appropriate water treatment. The control of these substances into the water is
essential to verify the efficiency of the treatment.This work aims for the
development of spectrofluorimetric procedure for the determination diclofenac
and sulfamethoxazole on surface water. The procedure is based on the intrinsic
radiation emission of diclofenac in 370 nm when excited at 245 nm. The
emission intensity of solutions containing diclofenac and its concentration can
be described by a polynomial equation. Using solution of Rhodamine-B as
internal standard turned into a linear relation on emission intensity and the
concentration of diclofenac. After the optimization procedure a calibration curve
with a concentration range varying between 5.00 x 10° to 1.00 x 10 mol L™
was obtained using the Rhodamine-B as internal standard. A detection limit of
2.74 x 10° mol L™ was obtained .The recoveries ranged from 71.2 to 95.0 % in
surface water samples analyzed. Another procedure with spectrofluorimetric
detection has been proposed for the determination of sulfamethoxazole in water
samples was described using Rhodamine-B as internal standard. The
procedure is based on radiation emission sulfamethoxazole at 350 nm when
excited at 260 nm. The addition of Rhodamine B as an internal standard, has
obtained a linear calibration curve. Once optimized procedure, has presented
an analytical curve ranges for sulfamethoxazole concentration between 2.34 x
107 to 4.09 x 10 mol L™®. The limit of detection and quantification of 3.53 x 10
L mol™ and 1.18 x10” mol L™ were obtained. The recovery of sulfamethoxazole

in surface water samples analyzed, it has showed values ranging from 71.6 to



vi

127 % Both developed procedures allowed to find active principles on surface

water quickly and without the need for a sample treatment.

Keywords : drugs ; spectrofluorimetry ; rhodamine B; water ; internal standard.
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1 INTRODUCAO

1.1 Impacto Ambiental

As atividades antropoldgicas sempre causaram algum tipo de impacto na
flora ou na fauna. Com a revolucdo industrial de 1840, estas atividades foram
potencializadas de forma que suas consequéncias ndo poderiam ser mais
ignoradas, pois as mesmas nao ficaram restritas apenas a regides de grande
concentracdo urbana ou industrial. Ao contrario, se tornaram perceptiveis e até
inconvenientes para habitantes de comunidades distantes dos grandes centros.
Logo, consequentemente gerou um aumento de seus residuos quimicos,
descartados de forma inadequada e se tornaram inconvenientes e prejudiciais a
saude humana.

Um estudo de rotina na Suica visando a deteccdo de pesticidas nas aguas
naturais encontrou as substancias em concentracdes em nivel de tracos. Isto levou
investigacdes mais detalhadas como a pesquisa de GIGER et al.[1] sobre ocorréncia
de tracos de medicamentos. Neste estudo, ficou demonstrado que apesar de alto
consumo de antibioticos na area veterinaria, estes farmacos néo foram identificados
nas amostras coletadas dentro area urbana. Porém, estudos detectaram a presenca
de substancias com atividade biologica de uso humano nas aguas naturais e no lodo
de esgoto. Este fato levou a Suica a proibir o uso de lodo de esgoto para agricultura
desde Janeiro de 2003.

A partir deste estudo, a introducdo de agentes quimicos tornou-se uma

preocupacao, pois 0s agentes patoldgicos poderiam se tornar mais resistentes aos



medicamentos pela ingestdo indevida de farmacos pelos seres humanos ao
consumir alimentos que estejam contaminados.

Dentro disso, o0 aumento do crescimento continuo do consumo de farmacos
pela populacdo pode ter consequéncias ainda desconhecidas, podendo causar
impacto no ambiente aquatico[1].

Podemos encontrar indicios, como verificados pelo trabalho de OAKS et al.
[2] no qual demonstrou que o declinio da populacdo de abutres no Paquistdo estava
relacionada devido problemas de insuficiéncia renal. Os problemas da populacdo
estava correlacionada com a presenca de um anti-inflamatério. Nesta investigacao,
cerca de 260 necropsias foram realizadas, sendo que em 85% das analises foram
diagnosticadas com gota visceral (formacao de sais insolUveis de acido urico). Esta
enfermidade esta relacionada com insuficiéncia renal, para descobrir o patégeno foi
efetuada nova uma necropsia, mais detalhada, selecionando um novo subconjunto
de espécimes, individuos que estavam mortos menos de 24 horas, neste novo
diagnéstico foi concluido que mais de 65% tinha a presenca do antiinflamatoério
diclofenaco. Os demais individuos estavam abaixo do limite de deteccdo do método
analitico.

A introducdo de farmaco em um bioma tem demonstrado diversas
consequéncias, que podem variar desde um leve impacto a uma grave reducéo de
uma espécie. Este fato pode ocasionar prejuizos incalculaveis, pois, uma espécie
pode estar intimamente ligada com uma cadeia de atividade biéticas e abidticas,
com isso podera trazer um desequilibrio no ecossistema.

Este novo tipo de poluente tem diversas fontes e pode ter origem em
diferentes atividades de industrias quimicas, farmacéuticas ou devido ao seu

consumo pela populagdo. Sua origem pode também ocorrer pelo descarte dos



farmacos nos esgotos domeésticos. A administracdo do farmaco no uso terapéutico
humano e veterinario leva ao despejo dos metabdlitos desses farmacos eliminados
pelos organismos|3].

A classe de farmacos mais utilizados no mundo séo os antiinflamatérios, no
qual o mais comum € o diclofenaco. O consumo global de tal medicamento é
estimado em 940 toneladas por ano[4], sendo que o Brasil ocupa a sétima posicéo

mundial de consumo de medicamentos em geral [5].

1.2 Aspectos Gerai s do Diclofenaco

Diclofenaco (DCF) € anti-inflamatério nao-esteroidal da classe dos néo
seletivo coxs.. Suas principais funcfes sao atividades antiinflamatoria, analgésica e
antipirética. Derivado do acido fenilacético apresenta a forma molecular
C14H11CILNO; (Figura 1). O DCF é utilizado principalmente na forma de sal potassio

ou sodico e pode ser administrado por via oral, intramuscular, retal ou topica.

Cl

NH
Cl OH

Figura 1. Estrutura molecular DCF.

Algumas propriedades quimicas do diclofenaco estdo descritas na Tabela 1.



Tabela 1. Propriedades quimicas do DCF

Propriedades fisico-quimicas Valor
Massa molar (g mol™) 296,15
Solubilidade em agua (g L™ a 25°C) 23,70
pKa (25°C) 4,10 a 4,50
Log Kow (25°C) 4,50 a 4,80

Verifica-se que o diclofenaco apresenta baixa solubilidade em &agua, esta
totalmente dissociado em pH acima de 4,5 e apresenta propriedades lipofilicas.

1.3 Sulfametoxazol

Segundo GOLAN [6], os antibidticos sdo farmacos que eliminam a bactérias
por meio da inibicdo da sintese da parede celular das bactérias. Sua acao esta
localizada na etapa de sintese protéica do microorganismo, impedindo o crescimento
das bactérias. A eliminacdo dos microrganismos esta baseada na acdo do sistema
imunologico do hospedeiro para eliminar as bactérias, levando ao efeito
bacteriostatico da substancia.

Sulfametoxazol faz parte do grupo de antibiéticos com acao bacteriostatica
(sulfonamidas), interferindo no processo de multiplicacdo das bactérias, devido sua
semelhanca estrutural com acido para-aminobenzoico (PABA); quando a bactéria for
sintetizar o acido félico a partir PABA do hospedeiro, o farmaco inibe esta etapa,
incapacitando a producéo de novas bactérias.

Somente microorganismos que sintetizam o seu proprio acido folico € que

sao inibidos pelas sulfonamidas. Por essa razdo, as ceélulas animais ndo séo



afetadas pelas sulfonamidas uma vez que elas utilizam &cido félico pré-formado e
nao sdo capazes de sintetiza-lo. Por outro lado, as bactérias que forem capazes de
utilizar precursores do acido folico ou acido folico pré-formado, também n&o serdo

afetadas pelas sulfonamidas, sendo por isso resistentes a este grupo de farmacos.

1.4 Aspectos Gerais do Sulfametoxazol

Sulfametoxazol (SM2), 4-Amino-N-(5-metil-3-isoxazolil)
benzenossulfonamida, apresenta forma molecular C;0H;11N30O3S. Sua estrutura

guimica é apresentada na Figura 2.

H,N

Figura 2. Estrutura do SMZ.

Algumas propriedades fisico-quimicas do SMZ estdo apresentadas na
Tabela 2. Podemos verificar que o farmaco apresenta elevada solubilidade em agua,

propriedade hidrofilica e esta totalmente dissociada em pH acima de 6.



Tabela 2. Propriedades quimicas do SMZ

Propriedades fisico-quimicas Valor
Massa molar (g mol™) 253,28
Solubilidade em &gua (mg L™ 25°C)* 610
PKa (25°C) 16e57
Log Kow (25°C)* 0,89

1.5 Meétodo do Padrédo Interno

Quando um resultado de um procedimento ndo satisfaz plenamente algum
requisito que o0 analista considera relevante; emprega-se procedimentos de
contorno, sdo processos da quimica analitica consagrado, visando refinar o
processo ou mesmo minimizar erros randémicos e sisteméticos. Neste trabalho, o
procedimento escolhido para atenuar possiveis interferéncias foi aplicagdo do
método do padrédo interno.

Como citado anteriormente, para melhorar o coeficiente correlagéo linear
uma estratégia foi aplicacdo do padréo interno; é um procedimento de atenuacéo de
erros aleatorios e sistematicos durante o processo de medicdo[7, 8]. Para empregar
este método, a substéncia que sera o padrdo deve suprir algumas condi¢oes:
apresentar caracteristicas similares ao analito, mas que, possa ser quantificado
separadamente, que o seu comprimento de ondas de emissao sejam distintos. Neste
estudo foi selecionado um padrdo que tenha propriedade fluorescente, mas que
tenha a caracteristica de absorver e emitir a radiacdo em comprimentos de ondas
distintos do analito.

O método consiste adicionar uma quantidade desta substancia nas solucdes

padrdes do analito e nas amostras, observando que a concentragcdo do padrdo deve



ser constantes e iguais a todas as solucgdes. O calculo é realizado considerando a
relacdo dos sinais resposta do analito e do padrdo, que estdo nas mesmas
condi¢cbes experimentais durante a medicao[8-10].

A correlacéo sera feita com a expressao abaixo:

~ ~ sinal analitico
correlagao = concentra(;ao X

sinal padrao interno

Para aplicacdo desta metodologia, aplicado ao diclofenaco e sulfametoxazol,
foi selecionado a Rodamina-B como padrdo interno, um fluoréforo com as

caracteristicas fluorescentes conhecidas.

1.6 Aspectos Gerais da Rodamina-B

Rodamina é um nome de uma familia de substancias organicas que séo
nomeados de fluoronas e apresentam formula molecular CygH31CIN,O3 [11]. A
Rodamina-B e seus derivados sdo conhecidos nas metodologias baseadas nos
processos de emissédo de radiacéo, devido seu alto rendimento quantico[12]. Na

Tabela 3 estdo apresentadas algumas caracteristicas fisico-quimicas da

Rodamina-B.



N CH,

N

CH;

cl™

Figura 3. Estrutura molecular da Rodamina-B.

Tabela 3. Caracteristicas quimicas da Rodamina-B[13]

Propriedades fisico-quimicas Valor
Massa molar (g mol™) 479,02
Solubilidade em &gua (g L™ a 20° C) 15
pKa (20°C) 3,7
Log Kow (20° C) 1,95

1.7 Procedimentos Analiticos para a Determinacéo de Diclofenaco

Existem inimeros procedimentos para determinacdo DCF em diversos tipos
de amostras: bioldgicas[14, 15], ambientais[16-20] e farmacéuticas [21-23]. Entre os
proceidmentos descritos, aqueles que apresentam melhor limite de deteccdo sao
agueles que utilizam a Cromatografia Liquida e a Cromatografia Gasosa acoplada a
espectrometro de massa. Estes métodos sdo de alto custo, além de requerer
preparo de amostras morosos e analistas qualificados.

Recentemente, procedimentos analiticos empregando a espectrometria de

emissdo molecular tém sido descritos para a quantificacdo de substancias com



atividades biologicas em diversos tipos de amostras. Algumas vantagens destes
procedimentos sdo o baixo limite de deteccdo e uso de menor quantidade de
solventes.

Alguns procedimentos analiticos descritos para a determinacdo de
diclofenaco estdo apresentados na Tabela 4.

ARANCIBIA et al.[21] desenvolveram um procedimento espectrofluorimétrico
para determinacdo de diclofenaco em produtos farmacéuticos. Os autores utilizaram
o complexo formado entre a-ciclodextrina e diclofenaco em meio aquoso para a
quantificacdo do farmaco. Neste trabalho, uma faixa linear de 0 a 5 pg/mL e
recuperacédo entre 99 a 101 % foram obtidos.

KOUSOUBA et al.[24] determinaram diclofenaco em amostras de aguas
residuais empregando a derivatizacdo com brometo de pentafluorbenzila e a
quantificacdo por cromatografia gasosa acoplada a um espectrometro de massa. As
amostras foram previamente filtradas, misturadas com metanol e acido cloridrico. A
extracdo em fase solida foi efetuada aplicando-se a amostra em cartucho Cisg,
previamente condicionado com acetona, metanol e agua destilada. Apos a
percolacdo da amostra no cartucho, a eluicdo foi efetuada com metanol. O eluato
obtido foi misturado com o padrdo interno acido 2,4-diclorobenzoico, obtida em
metanol. A derivatizagcdo do eluato foi obtida com o emprego de uma solucdo de
brometo de pentafluorbenzila (2% tolueno) e usando trietilamina como catalisador.
Em seguida, o eluato derivatizado foi seco sob fluxo de nitrogénio e depois
dissolvido em tolueno. Diclofenaco derivatizado foi determinado por cromatografia
gasosa acoplada a um espectrobmetro de massa com seletor de ions (SIM). Os
autores obtiveram uma recuperacédo de 76% nesta matriz. A faixa linear da cruva

analitica variou de 10 a 2000 ng/L. As determinacdes de diclofenaco em &aguas
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foram realizadas, encontrando uma faixa de concentracdo entre 12 a 560 ng/L nos
efluentes analisados.

JADHAV et al.[22] determinaram diclofenaco em produtos farmacéuticos
empregando a cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa e detector de
arranjo de fotodiodo. O gradiente de eluicdo empregado na fase modvel envolveu
solucdes de dihidrogénio fosfato de sodio e metanol, com uma taxa constante de 1
mL min™. As amostras foram prensadas e solubilizadas em uma mistura de agua e
metanol, que permaneceram por 20 min no banho de ultra-som. Em seguida, passou
por um filtro de nylon® de 0,45 pm. No primeiro procedimento, sua recuperacéo foi
entorno de 99,5% com uma faixa linear 24,91 a 74,72 pg mL™*. No segundo
procedimento, a recuperacao foi entorno de 100,4% com uma faixa linear de 0,44 a
13,19 pg mL™

FERNANDEZ et al.[19] determinaram diclofenaco de sédio em produtos
farmacéuticos empregando espectrofotometria de absorcédo de radiacdo ultravioleta
em fase solida imobilizada em uma resina anidnica. As amostras foram dissolvidas
em uma solucdo metandlica, que apresentou estabilidade por até quinze dias a 5°C.
As medidas foram realizadas utilizando solucdo tampéo fosfato de potassio (pH 7,0).
As absorbancias foram obtidas no comprimento de onda de 281 nm. O procedimento
apresentou uma curva analitica com faixa linear entre 0,4 a 5,75 pug mL™. As
recuperacoes de diclofenaco variaram entre 99,6 a 103% nas amostras analisadas.

MATIN et al[16] propuseram um procedimento simples utilizando a
espectrofotometria UV-Vis para determinar diclofenaco em formulacdes
farmacéuticas. Foram selecionados trés tipos de amostra e tratadas conforme as
especificidades de cada farmaco. As amostras foram maceradas, filtradas,

dissolvidas, diluidas e adicionadas com uma solucdo de acido nitrico (63% v/v). Os
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sinais foram obtidos no comprimento de onda de 380 nm. O procedimento
apresentou uma curva analitica com faixa linear variando entre 1 a 30 mg L™. Os
resultados obtidos na determinacéo de diclofenaco nas amostras comerciais com o
procedimento proposto ndo foram estatisticamente diferentes daqueles obtidos
empregando o método oficial. Uma recuperacédo média de 101,2% entre as amostras

foram obtidas utilizando-se o procedimento proposto.
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Tabela 4. Procedimentos analiticos descritos para a determinagéo de DCF

Amostras Tratamento de amostra Método Linearidade/m ol L™ Recuperacdo/% Referéncia
. N 8,41x10° a 2,52x10™ 99,3
Farmacéutica Extragéo de fase solida RP-HPLC 5 5 [22]
1,49x107 a 4,45x10° 101,5
Aguas naturais Extracéo de fase sélida UHPLC 3,38x10®% a 9,79x10”’ 97,6 a 102 [14]
Urina Sem Preparo de amostra Voltametria 1,0 x10® a 1,0 x10°® 99,8 [17]
) i - - HPLC- 11 -9
Aguas naturais Extracdo de fase sdlida . , 3,38x107" a 3,71x10 56 a 97 [18]
espectrofluorimetria
Aguas naturais Extracéo de fase sélida HPLC-DAD 1,01x10°® a 4,05x10°® 102 [15]
Farmacéutica Sem preparo de amostra Espectrofotometria 3,38x10° a 1,01x10™ ND [16]
Urina Sem preparo de amostra Voltametria 5.0x10° a 6,0x10™ ND [23]
Farmacéutica Sem preparo de amostra Espectrofotometria 1,35x10° a 1,94x107 102 a 96 [19]
Farmacéutica Extrac&o liquido-liquido FIA com deteccdo 8x10° a 2x10™ 97 a 101 [20]
espectrofotométrica
Aguas naturais Extracéo de fase sélida CG-MS 3,38x10™a 6,75x10° 76 [24]
Farmacéutica Sem preparo de amostra _ _ 5
Espectrofluorimetria 0a1,69x10 99 a 100 [21]

(a —ciclodextrina)

RP-HPLC: reverse phase- high performance liquid chromatography; UHPLC: ultra high performance liquid chromatography; DAD: diode array
detector; FIA: flow injections analysis; ND: ndo determinado.
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1.8 Procedimentos Analiticos para a Determinacdo de

Sulfametoxazol

Alguns procedimentos analiticos descritos para a determinacdo de
sulfametoxazol estdo apresentados na Tabela 5.

GARCIA-GALAN et. al.[25] determinaram 19 sulfonamidas em
diferentes tipos de amostras de aguas (efluentes, afluentes, subterranea e de
superficie). Neste trabalho, todas as amostras foram filtradas e passaram pelo
processo de extracdo de fase solida. Depois do preparo de amostra, o
sulfametoxazol foi determinado utilizando um cromatografo liquido com detector
de MS-MS.

SUN et. al.[26] determinaram sulfametoxazol e outros farmacos da
classe sulfonamidas em aguas residuais utilizando-se cromatografo liquido de
alta eficiencia com detector de UV-Vis. Aplicou-se um procedimento de
coprecipitacdo com solucdo de 6xido de ferro para formacdo de micelas e
durante a reacdo usou uma solucéo de hidroxido de sodio, depois empregou a
extracdo de fase solida.

HERRERA-HERRERA et. al.[27] determinou antibidticos da classe das
sulfonamidas utilizando UHPLC-DAD, comparando dois procedimentos de
preparo de amostras. Empregando-se nanotubos de carbono magnético e ndo
magneético como sorvente para a extracdo de fase solida dispersiva. Neste
trabalho foi preparado um solucdo contendo cloreto de ferroso, clorato de
férrico e acido cloridrico misturado com hidroxido de amoénia colocado para
agitar durante 30 min, a 60°C em atmosfera inerte e depois arrefecer a

temperatura ambiente durante 40 min. As nanoparticulas magnéticas e
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separado por ima, e lavado com agua e etanol e seco a 60°C por 24 h. Nos
nano tubo de carbono ndo magnéticos foram adicionado uma solucdo
enriquecida com antibidticos e metabdlicos dos sulfonamidas ajustados em pH
6,0 introduzida em um frasco contendo adsorventes, ap6s uma agitacédo
intensa foi transferida para uma coluna com duas ceramicas PTFE com coletor
a vacuo. Em seguida, percolou por uma coluna de extracdo de fase sélida
retendo os analitos. A eluicdo foi realizada utilizando solucdo de metanol. O
eluato foi evaporado até 40°C com pressdo de 200 mbar o residuo seco foi
redissolvido em agua filtrou-se a 0,20 micrometro e injetado no sistema
cromatografico.

CASTIGLIONI et. al.[28] determinaram sulfametoxazol e outras
substancias ativas em amostras de aguas de esgoto, usando cromatografia
liquida de alta eficiéncia de fase reversa acoplado ao espectrdmetro de massa.
A amostra foi diluida em metanol e percolada em um cartucho C18. As
recuperacdes do sulfametoxazol nas amostras avaliadas ficaram ao redor de
65%, indicando certa interferéncia da matriz de amostra.

LIN et. al.[29] determinaram sulfametoxazol e outras sulfonamidas em
amostras de aguas. Utilizaram a técnica micro-extracao liquida-liquida-liquida

combinado com a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector UV-Vis.
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Tabela 5. Procedimentos analiticos descritos para a determinacédo de SMZ

Amostras Tratamento de amostra Método Linearidade /mol L * Recuperacao/% Ref.
Aguas naturais MMHSPE HPLC-UV 3,95x10” a 3,95x107 70,0 a 84 [26]
Aguas naturais LLLME HPLC-UV 3,95x107a 1,97x10° 91,1 a 104 [30]
Agua ultra pura

Agua’ dSPE UHPLC-DAD 3,87x10" a 3,95x10° 80,0 a 104 [31]
Agua®
Afluente
Efluente ~ - 14 11
A Extragéo de fase solida SPE-LC-MS/MS 3,95x107" a 3,09x10 75,0 a 125 [25]
Subterranea
Superficial
Agua de Torneira
Agua mineral Extracdo de fase solida CE - UV 6,04x10° a 3,95x10” 88,6 a 105 [32]

Aguas naturais

Agua mineral

. ) Micro-extragao liquido-liquido UHPLC-DAD 1,97x10° a 3,95x10°° 93,0 a 107 [31]
Aguas naturais

Agua de Torneira
9 Com preparo de amostra

Agua de piscicultura . . . HPLC 9,87x10° a 9,87x10” 96,0 a 101 [33]
< ) poli(propileno glicol) 400
Aguas naturais
Farmacéuticas Sem tratamento Espectrometria 1,18x10° a 5,92x107 101 e 102 [34]
Aguas naturais Extracdo de fase sdlida HPLC-MS-MS 3,95x10° a 1,18x10™ 65 [28]

UHPLC: ultra high performance liquid chromatography; DAD: diode array detector; 'muito baixo contetdo mineral; * baixo
contetdo mineral; LLLME: liquid-liquid-liquid microextraction; CE: capillary electrophoresis
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1.9 Espectroscopia como Método de Andlise Quimica

A espectroscopia € 0 método que estuda a interacdo da radiacdo
eletromagnética com diversos estados da matéria (sdlido, liquido ou gasoso)
levando dados fisico-quimicos através da transmisséo, absor¢éo ou reflexdo da
radiacdo. Na Figura 4, sdo apresentadas as faixas de comprimentos de ondas
de radiacdes eletromagnéticas.

Quando a radiacao interage com o objeto de estudo, determinada parte
desta energia € absorvida e pode ser chamada de linhas espectrais (para
atomos) ou bandas espectrais (para moléculas) dependendo de quanto de
energia foi absorvida. Estas linhas/bandas espectrais que sdo a assinatura
espectral do material. Estes fenbmenos sdo demonstrados pelos espectros de
absorcao da substancia ou elemento.

A luminescéncia € um fendmeno que ocorre quando ha emissao de

radiacao eletromagnética. Os principais fendmenos séo apresentados a seguir:

®* Fotoluminescéncia: Estimulada com energia de uma radiacdo Ultra-
violeta ou visivel, comprimento aproximadamente de 200 a 400 nm e 400
a 750 nm.

- Fluorescéncia: Luminescéncia instantdnea da matéria
apos a excitacdo sem alteracdo do spin, com tempo de

vida médio 10*?a 107 s,
- Fosforescéncia:  Luminescéncia retardada da matéria
apos a excitacdo com alteracdo do spin, com tempo de
vida médio de segundos até minutos dependendo da

condicdes do sistema.
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e Quimiluminescéncia: Luminescéncia resultante de uma reacao quimica

» Bioluminescéncia: Luminescéncia promovida por uma reacao
bioguimica de algum organismo vivo.

* Radioluminescéncia: Luminescéncia gerada por radiacdes ionizantes,
ondas eletromagnéticas gama ou radiacdes corpusculares alfa ou beta.

» Triboluminescéncia: Luminescéncia produzida excitando o sistema com
energia mecanica. Ocorre quando um material sobre compressado ou
friccéao.

* Termoluminescéncia: Emissdo de luz por meio de aquecimento dos
minerais em uma faixa de temperatura de 50 a 475 °C, sendo inferior a
temperatura de incandescéncia.

» Eletroluminescéncia: Luminescéncia provocada por pela excitagdo com
energia de um campo elétrico.

* Magnetoluminescéncia: Luminescéncia provocada pela excitagdo com
energia de um campo magnético.

» Sonoluminescéncia: Luminescéncia produzida com energia ultra-sénica

(frequéncia superior a 20 kHz).

Espectro visivel ao Homem
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Figura 4. Faixa de comprimentos de ondas do espectro eletromagnético.
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1.10 Espectrofluorimetria

Espectrofluorimetria € uma técnica analitica consagrada que permite a
realizacdo de determinacdes de variados analitos com grande sensibilidade e
seletividade. Sua limitacdo esta associada aos tipos de espécies analisadas. A
espécie necessariamente precisa ser um fluoréforo, ou seja, a espécie quimica
deve ter a capacidade de absorver energia e liberar radiacdo eletromagnética
para ocorrer o fendbmeno da fluorescéncia[35].

A técnica esta estruturada no fenbmeno da luminescéncia, que ocorre
quando uma molécula é excitada, mudando a energia de seu estado
fundamental para outro estado mais energético. Apos retornar ao seu estado
fundamental produz um espectro de emissdo caracteristico. Baseado nestes
dados é possivel analisar de forma quantitativa e qualitativa, devido, aos perfis
de intensidades da emisséo presente neste espectro.

Para uma melhor compreensdo deste método é preciso lembrar que
existe outro que tem o mesmo fundamento experimental que é a Fosforimetria,
ambos trabalham com emissdo de fétons devida a alteracdo de estados
energeéticos. A Fluorimetria e Fosforimetria estdo fundamentadas na absor¢ao
de fotons por determinados grupos de fluoréforos que promovem a molécula a
um estado excitado. A Unica diferenca entre si € a natureza das transicdes
eletrdnicas. Quando ndo ocorre alteracdo do spin no elétron e existe a emissao
radioativa no sistema singleto, S; para Sp, chamamos de fluorescéncia, mas,
quando ha alteracdo do spin e ocorre a alteracdo de sistema, singleto para o
tripleto, esta mudangca de sistema e chamado de cruzamento inter-sistema,

como podemos ver no diagrama de Jablonski (Figura 5), T; € um estado menos
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7

energético que S;, neste estado a direcdo do spin € invertido outra vez
voltando a posicao original e volta para estado singleto fundamental com a
emissao de fotons, esta emissdo mais tardia € chamada de Fosforescéncia que

pode chegar de segundo até minutos[35].
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Figura 5. Diagrama de Jablonski.

1.11 Validacdo de méttodos analiticos

Quando é apresentada uma nova proposta de procedimento analitico,
existem parametros que devem ser aferidos e preenchidos, conforme a
finalidade do método. ApoOs realizacdo de série de ensaios especificos,
orientados a avaliar a sua confiabilidade, este procedimento faz parte do

conjunto de avaliagbes denominado validacao[36].
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O processo de validacdo dependeré de érgao regulamentador, nacional
ou internacional. No Brasil existem dois Orgdos fiscalizadores Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Instituto Nacional Metrologia,
Normalizacdo e Qualidade Tecnologia (INMETRO). Estes 0Orgaos
regulamentam e disponibilizam guias para procedimento de validacdo em
forma de resolucdes, que tem poder de lei e devem ser obedecidas. Estes
guias sugerem uma linha a ser seguida, mas sado flexiveis o suficiente para
adapta-las conforme as necessidades do método proposto. Um fato que
demonstra essas flexibilidades s&o as atualizacdes e publicagcbes de novas

resolucdes sempre com intuito de aprimorar os guias[36].

Uma amostra, de maneira geral, consiste dos analitos a serem medidos,
da matriz e de outros componentes que podem ter algum efeito na medicgéo,
mas que ndo se quer quantificar. A especificidade e a seletividade estéo
relacionadas ao evento da deteccdo. Um método que produz resposta para
apenas um analito € chamado especifico . Um método que produz respostas
para varios analitos, mas que pode distinguir a resposta de um analito da de
outros, € chamado seletivo . Entretanto, os termos especificidade e seletividade
sdao frequentemente utilizados indistintamente ou com diferentes

interpretacdes[37].

1.11.1 Determinacéo da linearidade

Linearidade é a habilidade do procedimento analitico em produzir
resultados que sejam diretamente proporcionais a concentracdo do analito em

amostras, em uma dada faixa de concentragdo. A quantificacao requer que se
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conheca a dependéncia entre a resposta medida e a concentragdo do analito.
A linearidade € obtida por padronizacdo interna ou externa e formulada como
expressdo matematica usada para o célculo da concentracdo do analito a ser
determinado na amostra real. A equagcdao da reta que relaciona as duas
variaveis é:

Y=axC+b
Onde:
Y = resposta medida (absorbancia, altura ou area do pico, etc.);
C = concentragao;
a = inclinacao da curva de calibracdo = sensibilidade;

b = intersecé&o com o eixo y, quando x = 0.

A linearidade do procedimento pode ser observada pelo grafico dos
resultados dos sinais analiticos em funcdo da concentracdo do analito, ou
entdo calculada a partir da equacdo da regressao linear, determinada pelo
método dos minimos quadrados.

O coeficiente de correlacdo linear (r) é freqientemente usado para
indicar o quanto pode ser considerada adequada a reta de regressdo como
modelo matematico[37, 38]. A validade da equacdo que descreve a curva
analitica deve ser avaliada por meio da andlise de variancia e graficos de
residuos[38]. Apesar do coeficiente de regresséo apresentar valores superiores

a 0,99, erros aleatorios devem ser verificados e avaliados estatisticamente.
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1.11.2 Faixa de Trabalho

Para qualquer método quantitativo, existe uma faixa de concentracdes
do analito no qual o método pode ser aplicado. No limite inferior da faixa de
concentragdo, os fatores limitantes sdo os valores dos limites de deteccéo e de
quantificacdo. No limite superior, os fatores limitantes dependem do sistema de
resposta do equipamento de medi¢cao. Dentro da faixa de trabalho pode existir
uma faixa de resposta linear e dentro desta, a resposta do sinal tera uma
relacdo linear com o analito ou valor da propriedade. A extensdo dessa faixa
pode ser estabelecida durante a avaliacdo da faixa de trabalho. A faixa linear
de trabalho de um método analitico € o intervalo entre os niveis inferior e
superior de concentracdo do analito no qual foi demonstrado ser possivel a
determinacdo com a precisdo, exatiddo e linearidade exigidas, sob as
condicbes especificadas para o quantificacdo do analito. A faixa linear é
definida como a faixa de concentracbes na qual a sensibilidade pode ser
considerada constante e é normalmente expressa nas mesmas unidades do

resultado obtido pelo método analitico[37].

1.11.3 Limite de Detecc¢éao

Limite de deteccdo é a menor quantidade do analito presente em uma
amostra que pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado,
sob as condicbes experimentais estabelecidas[36]. No caso de métodos

instrumentais, a estimativa do limite de deteccdo pode ser feita com base na
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relagdo de 3 vezes o ruido da linha de base. Pode ser determinado pela
equacado, em que: DP é o desvio padréo do intercepto com o eixo de Y de, no
minimo, 3 curvas de calibracdo construidas contendo concentracbes do
farmaco proximas ao suposto limite de quantificacdo. Este desvio padrédo pode
ainda ser obtido a partir da curva de calibracdo proveniente da andlise de um
namero apropriado de amostras do branco; IC € a inclinacdo da curva de
calibragao[37, 39].

D= k X DP
TIC

_3xDP
- Ic
Onde, k=3 no nivel de confianga de 98%; k=2, no nivel de confian¢a de 92,1%.

1.11.4 Limite de Quantificacéo

O limite de quantificagdo € a menor quantidade do analito em uma
amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as
condicdes experimentais estabelecidas. O limite de quantificacdo € um
parametro determinado, para ensaios quantitativos de impurezas, produtos de
degradacdo em farmacos e produtos de degradagcdo em formas farmacéuticas.

O limite de quantificacado pode ser estabelecido por diferentes maneiras.
O analista pode determinar o analito em solugbes com concentracdes
decrescentes do farmaco até o menor nivel determinavel com precisdo e
exatiddo aceitaveis. Outra maneira pode ser obtida pela equacéo:

_10x DP
T IC
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Onde, DP é o desvio padrao do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3
curvas de calibragdo construidas contendo concentracfes do farmaco proximas
ao suposto limite de quantificacdo. Este desvio padrao pode ainda ser obtido a
partir da curva de calibragdo proveniente da analise de um apropriado numero
de amostras do branco; IC é a inclinagédo da curva de calibragéo.

Também pode ser determinado por meio do ruido[40]. Neste caso,
determina-se o ruido da linha de base e considera-se como limite de
quantificacdo aquela concentracdo que produza relacdo sinal-ruido superior a

10:1.

1.11.5 Exatidao
1.11.6

A exatiddo do método analitico representa o grau de concordancia
entre os resultados individuais encontrados pelo método de analise e um
método aceito como referéncia. Varias metodologias para a determinacdo da
exatiddo sdo empregadas [40]. Para a determinacdo do analito em produtos
farmacéuticos, a exatiddo pode ser obtida pela a analise de uma amostra, na
qgual uma quantidade conhecida do farmaco foi adicionada a uma mistura dos
componentes do medicamento (placebo contaminado); nos casos em que
amostras de todos os componentes do medicamento estdo indisponiveis, se
aceita a determinagcdo da exatiddo pelo resultado do método de adicdo de
padrdo, no qual adicionam-se quantidades conhecidas do analito (padrédo de

referéncia) ao medicamento[40].
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1.11.7 Estudo da Recuperacédo do Analito

No estudo da recuperacdo, aliquotas diferentes da solucdo de
referéncia do analito foram adicionadas em solu¢cdes contendo um volume de
amostra. Os resultados obtidos, descontados daqueles originalmente sem a
adicdo da solucdo de referéncia, foram comparados com a quantidade do
analito adicionado na aliguota da solucdo padrédo. Este estudo avalia a
interferéncia da matriz da amostra sob o sinal analitico do procedimento
espectrofluorimétrico proposto[40, 41].

A recuperacao do analito pode ser estimada pela analise de amostras
adicionadas com quantidades conhecidas do mesmo (spiked test). A limitag&o
deste procedimento é a de que o analito adicionado ndo esta necessariamente
na mesma forma que aquela presente na amostra. A presenca de analitos
adicionados em uma forma mais facilmente detectavel pode ocasionar
avaliacOes excessivamente otimistas da recuperacéo.

A recuperacéo € calculada segundo[41]:

Cy —

2
——= %100
Cs

Recuperacao % =

onde: C; = concentracdo determinada na amostra adicionada;
C, = concentracao determinada na amostra ndo adicionada,

C3 = concentracao adicionada.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivos Gerais

Desenvolvimento  de métodos  analiticos com  deteccéo
espectrofluorimétrica para determinacao de diclofenaco (DCF) e sulfametoxazol

(SMZ) em amostras de aguas superficiais.

2.2 Objetivos Especificos

e Estudo das caracteristicas espectrais do diclofenaco e
sulfametoxazol em solugcéo aquosa;

» Otimizacdo de procedimentos analiticos empregando a
espectrometria de emissao molecular;

» Validagdo de métodos espectrofluorimétrico para determinacéo
do diclofenaco e sulfametoxazol em amostra de aguas

superficiais.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Equipamentos

Todas as pesagens foram realizadas utilizando-se uma balanca
analitica da marca Bioprecisa (modelo FA104N), com precisao de 0,1 mg.

As determinagbes de pH das solugdes foram feitas em um medidor de
pH marca HANNA conectado a um eletrodo de vidro combinado e sensor de
temperatura em acgo inox. O eletrodo de vidro foi previamente calibrado com o
uso de solucdes tampéao de pH 4,0 e 7,0.

As  medidas  espectrofluorimétricas  foram  realizadas em
espectrofluorimetro (Varian, Cary Eclipe) equipado com uma lampada de
Xendnio, utilizando-se cubeta de quartzo, com quatro faces polidas (caminho
Optico de 10 mm) e volume de 3,5 mL.

Os espectros de absor¢cdo molecular foram obtidos utilizando
Espectrofotometro de Absor¢cdo Molecular UV-Vis Cary, modelo 50 CONC

(Varian), com cubeta de quartzo de 3,5 mL (caminho éptico 10 mm).

3.2 Reagentes e Solugbes



28

A solucdo estoque de Diclofenaco 1,0x10° mol L™ foi preparada
dissolvendo-se uma massa apropriada de Diclofenaco (Sigma, 99 % m/m de
pureza) em agua. As solucbes de trabalho foram preparadas por diluicbes
apropriadas da solugéo estoque em baldes de 10,00 mL, completando-se o
volume com solugcao tampé&o adequado.

A solucdo estoque de Sulfametoxazol 2,92 x10™ mol L™ foi preparada
dissolvendo-se uma massa apropriada de Sulfametoxazol (Sigma, 99 % m/m
de pureza) em &gua e hidréxido de sédio (50/50 vxvt). As solucBes de trabalho
foram preparadas por diluicdes apropriadas da solucdo estoque em balbes de
5,00 mL, completando-se o volume com solugédo tampao adequado.

As solucdes tampéo de pH 4,0 e 5,0 foram preparadas pela mistura de
solucdo de Acido cético glacial 0,2 mol L™ (Vetec, 99,7% vxv', densidade de
1,049 g/ mL a 25° C) e solucdo de acetato de potassio 0,20 mol L™}(Synth, 99%
pureza). Para as solu¢fes tampao de pH 6,0 até 8,0 utilizou-se a solucéo de
fosfato de potassio monobasico (KH.PO,) 0,10 mol L™ (Vetec, 99% pureza). O
ajuste do pH destas solucdes foram realizadas com a adicdo de solugéo de
hidréxido de sédio (NaOH) 0,10 mol L™ (Vetec, 98% de pureza). As solucdes
tampao de pH 9,0 e 10,0 foram preparadas com a mistura das solugbes de
cloreto de potassio (KCI) 0,1 mol L™ (Vetec,99% m m™ de pureza), solucdo de
acido bérico (HsBOs) 0,1 mol L™ (Sigma, 99% m m™ de pureza) e solucéo de
hidroxido de sédio (NaOH). Todos reagentes empregados foram de grau
analitico.

3.3 Amostragem
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As amostras de agua utilizadas foram provenientes dos cérregos Rego
d'a Agua e Agua Boa, localizado dentro do perimetro urbano (Dourados/MS).
Cada local de coleta foi nomeado por letra mailscula e acompanha seus
respectivas coordenadas geograficos (latitude e longitude) totalizando quatros

locais de coletas, que serdo descrito a seguir:

Ponto da Coleta Localizacdo Geografica
A 22°15'30,49”S e 54°49'7,64"W
B 22°15'3,61"S e 54°49'36,32"W
C 22°13'41,07”S e 54°49'48,70"W
D 22°15'20,20”S e 54°49'11,83"W

Ponto C € uma nascente que esta localizada dentro do parque Antenor
Martins, os ponto A, B e D estdo dentro de um bairro de alta densidade
populacional na periferia da cidade, observando que todos os pontos de coleta

estdo em area de preservacao ambiental.

Anteriormente a amostragem, as vidrarias foram deixadas em banho de
solucdo de acido nitrico 10 % vxv™! durante 6 h, e apds lavadas cinco vezes
com agua destilada. Todos os frascos ambar e vidrarias utilizadas foram

lavados com agua corrente, antes de realizar a amostragem.

As amostras foram coletadas em frascos ambar de 1,0 L, mantidas em
ambiente isolado de fontes de luz e de calor durante o transporte e
armazenamento. Para a retirada de particulas em suspensdo das amostras, foi
realizada uma filtracdo simples com filtro de membrana poliesterssulfénico

(PES) com porosidade de 0,22 pum. O filtro de membrana suporta uma injecéo
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méxima de vacuo de 1,0 MPa (10 bar) a 25°C, possui uma area de filtracdo de
6 cm? e suporta uma temperatura maxima de 45°C. Apés a filtracéo, a amostra
foi armazenada em outro recipiente ambar, durante todo o trabalho

experimental.



Mapa dos pontos de Coletas da cidade de Dourados-MS
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3.4 Obtencao dos espectros de emisséo dos analitos

Os espectros de emissao foram obtidos com a janela de excitagdo com
abertura de 5 nm e a janela de emissdo de 10 nm. O espectrofluorimetro foi
configurado no Md&dulo alto. A voltagem médio do detector empregada foi de
600 V, com filtros no automatico, tanto excitacdo como na emissdo. A
varredura de excitacao foi variada de 250 a 500 nm.

A matriz de excitagcdo-emissao foi obtida com uma varredura de
excitacao entre 200 a 500 nm e emissao entre 200 a 700 nm, no moédulo alto
do espectrofluorimetro, estando os dois filtros no automatico. A voltagem média
do tubo fotomultiplicador foi de 600V com abertura da excitacgdo em 5 nm e

emissao em 10 nm.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Caracterizacdo das amostras de aguas coletadas

Realizando uma leitura de matriz de excitacdo-emissdo na amostra
ambiental (Figura 6), € possivel observar fluorescéncia das amostras de aguas
em uma regido entre 325 a 550 nm, quando excitadas entre 225 a 425 nm.
Espectros semelhantes foram obtidos por HAO et. al.(2012)[45] sobre acido
hamicos e acido flavico. ZHANG et. al. (2011)[46] obtiveram uma matriz de
excitacdo-emissdo em uma regiao analoga.

A Figura 6 indica que existe semelhanca espectral presente em todas
as amostras de aguas coletadas, apesar de serem coletadas em lugares
distintos. Devido estas amostras estarem dentro do perimetro urbano, em
regides com alta atividade antropogénica, existe uma quantidade muito grande
de fatores que podem alterar sua composi¢ao quimica, isso poderia explicar as
diferentes intensidade de fluorescéncia. Observando que o ponto C esta
localizado em uma nascente dentro do parque com uma mata envolta do
mesmo e tem uma intensidade muito diferente do ponto D, que esta exposto
em uma regido habitada e com alta densidade populacional, enquanto que os
pontos A e B estdo dentro de uma éarea de conservacdo ambiental do
municipio.

Esta fluorescéncia intrinseca da amostra podera contribuir para uma

interferéncia direta nos estudos realizados nos farmacos.
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Figura 6. Matriz emissao e excitacdo das amostras avaliadas de aguas dos corregos.
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4.2 Desenvolvimento de um procedimento para determi  nacdo de

diclofenaco em amostras de aguas

4.2.1 Matriz e Emisséo e Excitacdo do Diclofenaco e = da Rodamina-B

A Figura 7 demonstra o comportamento de emissao do DCF em meio
de solucdo tampé&o no qual podemos observar duas bandas de absorcdo nos
comprimento de onda de 240 e 285 nm com uma banda com um maximo de

emissao cerca de 370 nm.
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Figura 7. Matriz excitac&o e emisséo de uma solucéo padrdo de DCF 1x10™ mol/L em

solucéo tampao fosfato de potassio 0,10 mol/L (pH 6,0).

Na Figura 8 € possivel observar o comportamento espectral da
rodamina-B. Esta espécie é excitada em duas principais faixas espectrais,a

ultra-violeta e a visivel (ao redor de 550 nm). Podemos constatar que a
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rodamina-B apresenta as caracteristicas de um flioroforo adequado para uso
como padrdo interno. Tem como objetivo verificar quais os comprimentos de
ondas possiveis de excitacdo e se existem ondas compativeis com analito de
interesse, observando simultaneamente possivel interferéncia na onda de

emissao que possa sobrepor com emissao do analito.
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Figura 8. Matriz de excitacdo e emissdo de uma solucdo padrdo de Rodamina-B em

meio aquoso.

4.2.2 Avaliagao da influéncia do pH sobre a emissdao  de fluorescéncia do
diclofenaco

A influéncia do pH do meio reacional sobre a intensidade de emissao
(sinal analitico) da fluorescéncia foi estudado, avaliando entre a faixa de pH de
4,0 a 10,0 como mostra a Figura 9. Nesta figura, verifica-se que os espectros
de solucdes de diclofenaco em diferentes pH ndo apresentaram mudancas no
mesmo comprimento de onda de emissao.

O efeito do pH na intensidade de emisséao € verificada na Figura 10. A

intensidade de emissao apresenta 0s maiores sinais de resposta no intervalo
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pH 4,0 até 6,0. Para solu¢cdes com pH acima de 6,0 houve uma supressao do
sinal analitico que chegou a ter um sinal quase 3 vezes menor que o sinal
obtido na solucdo abaixo do pH 6,0. Nas solu¢cdes com pH alcalino, a solucéo
com pH 9,0 apresentou maior intensidade de emisséo. Desta forma selecionou-

se o pH 6,0, para o desenvolvimento dos trabalhos.
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Figura 9. Influéncia do pH do meio nos espectros de emisséo de solucdo padréo de

DCF 1x10™ mMOl/L. Aexcitacio = 240 nm.
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Figura 10. Influéncia do pH sobre a intensidade de emissédo de uma solucao padréo de
DCF em diferentes solugdes tampé&o, com forga ionica controlada. Aeycitacso = 240 nm e

Aemissao = 366 nm (n=2).
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4.2.3 Curva analitica do procedimento proposto para a determinacédo de

diclofenaco em amostras de aguas

Depois de otimizada o valor ideal de pH para obtencédo dos espectros
de emissdo das solug¢des contendo diclofenaco, foram construidas as curvas
analiticas do procedimento. Obtendo-se as intensidades de emissdes de
solugcéo padrédo de DCF em diferentes concentracbes em 366 nm, depois de
excitadas em 240 nm, foram avaliadas a linearidade da curva analitica. As
concentracdes avaliadas variaram de 5,0x10° a 2,0x10“ mol/L de DCF. A
curva analitica foi construida empregando-se a intensidade de emissédo vs
concentracdo de DCF, conforme mostrada na Figura 11, no qual verificou-se
um comportamento polinomial que resultou numa equacgao polinomial de ordem

2.
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Figura 11. Curva analitica para a determina¢é@o de DCF. Aeygitagao = 240 NM € Aemisszo =
366 nm (n=2).
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Na sequéncia, uma curva analitica foi construida utilizando-se o log da
intensidade versus o log da concentracdo de DCF. A curva analitica obtida
desta maneira apresentou a forma linear entre as concentracdes de 1,50x10° a
1,00x10“ mol L™ e est4d mostrada na Figura 12. A curva analitica pode ser
descrita pela equacéo log 1=0,73 (+ 0,01)x log [DFC] + 5,69 (+ 0,05), r = 0,999;
onde | é a intensidade de emissdo em 366 nm e [DFC] é a concentragdo de
diclofenaco em 10® mol/L. A linearizacdo da curva levou a obtencdo de um
modelo matemética linear com coeficiente de correlacdo mais adequado.

A reprodutibilidade do procedimento foi avaliada pela construcédo de
outra curva no qual pode ser descrita pela equacéo log | = 0,68 (+ 0,03) x log
[DCF] + 5,45 (+ 0,15); r = 0,994. Uma variagao de 6,8% na inclinacdo das
curvas analiticas foram observadas, indicando a viabilidade do procedimento.

Uma anédlise de variancia foi realizada com os dados da curva analitica,
para avaliar a significancia da regressao. Como mostrado na Tabela 6, o alto
valor de F (5.059,26) indica a existéncia de uma relacao linear entre o log da

Intensidade e o log concentracdo, pois 0 Fcacuiado fOI maior que o recomendado.
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Figura 12. Curva analitica para a determinagcdo de DCF em amostras de &guas.
Aexcitaggo = 240 NM € Agmissao = 366 Nm (n=2).
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Tabela 6. Tabela de andlise de variancia para a curva analitica

Grau de Soma dos Quadrado

ANOVA liberdade  quadrados Médio F Prob>F
Regressao 1 1,106 1,10679 5059,26 1,040x10°®
Residuo 5 0,0011 2,18x10™
Total 6 1,107

Figura 13 apresenta o grafico de residuos calculados a partir da
regressao obtida na curva analitica. Podemos verificar que, apesar do
comportamento dos residuos ndo estarem dispersos pela faixa de
concentracéo, seus valores séo baixos quando comparados a faixa de resposta

da curva analitica.
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Figura 13. Graficos de residuos em funcéo da concentracao.
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4.2.4 Determinacao dos parametros de confiabilidade analitica

Os parametros de confiabilidade foram calculados e estdo
apresentados na Tabela 7. Os resultados foram determinados de acordo com

requisitos estabelecidos dos guias de validacdo disponiveis.

Tabela 7. Figuras de mérito do procedimento espectrofluorimétrico proposto

para determinacao de diclofenaco.

Limite de Deteccdo (30urancolC) 1,50x10° mol L™ (444,21 pg L™
Limite de Quantificag&io (100 pranco/IC) 2,26x10° mol L™
Faixa Linear 1,50x10° a 7,50x10° mol L*

4.2.5 Avaliacdo do emprego da Rodamina-B como padrda o interno no
procedimento espectrofluorimétrico para a determina cao de

diclofenaco em amostras de aguas

Nesta etapa, propds-se o emprego da Rodamina-B com o padréao
interno na determinacdo de diclofenaco em amostras de dguas. Neste estudo,
0s parametros quimicos e fisicos otimizados anteriormente foram mantidos.
Construiu-se uma curva analitica utilizando solu¢es padrédo de diclofenaco em
diferentes concentracdes, onde foi adicionado a Rodamina-B 1x10” mol L™
como padrédo interno. Os espectros de emissdao das solugbes estéo

apresentados na Figura 14. Verifica-se nesta figura 0 aumento da emisséo em
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366 nm com o aumento da concentracdo de diclofenaco e a respectiva
supresséao da intensidade da Rodamina-B em 580 nm.

Como mostrado na Figura 15, este novo procedimento mostrou-se mais
sensivel, obtendo uma curva analitica descrita pela equacdo: | = 1,77x107 (+
0,03x107) x [DCF] + 46,45 (+ 9,89), r = 0,999; onde | é intensidade de emiss&o
obtida em 366 nm (Aexcit = 240 nm), [DCF] € a concentracao de diclofenaco, em

mol/L, e r € o coeficiente de regressao linear.
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Figura 14. Espectros de emissao de solu¢cBes padrao de diclofenaco obtidos em meio
contendo Rodamina-B 1x10~ mol/L como fluoréforo e PH=6,0. Acxcitacio = 240 nm.
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Figura 15. Curva analitica para a determinacdo de DCF, obtida o uso do padréo
interno Rodamina-B. Aexcitagao = 240 NM € Aemisszo = 366 Nm (n=2).

A regressao foi

avaliada analisando-se a analise de variancia

(ANOVA). A andlise de variancia apresentou um F de 2.630 (F 1. 0,05=6,61).

Como esse valor é superior ao valor recomendado, indica a existéncia de uma

relacao linear na curva analitica.

Tabela 8. Analise de variancia da curva analitica

ANOVA Grau de Soma dos Quadrado Valor de F Prob>F
liberdade  quadrados Médio
Regressédo 1 508812,9 50.8812,9 2.631,38 5,32x10®
Residuo 5 966,81 193,36
Total 6 509.779,77

F@,1;0,05=6,61.

O gréfico de residuos foi obtido para verificar a distribuicdo dos pontos

pela faixa de concentracdo estudada. Podemos verificar na Figura 16 que os
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residuos estdo distribuidos ao redor da reta de regressdo descrita pela

equacao da curva analitica.

b >1
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0,0 2,0x10° 4,0x10° 6,0x10°

Diclofenaco / mol L™

Figura 16. Grafico de residuos dos dados empregados na construcdo da curva
analitica utilizando-se Rodamina-B.

Na Tabela 9 estdo sumarizados os parametros de confiabilidade

analitica para o procedimento proposto.

Tabela 9. Pardmetros de confiabilidade analitica do procedimento
espectrofluorimétrico proposto para determinacdo de diclofenaco com
Rodamina-B

Limite de Detec¢&0 (30pranco/!C) 2,74x10°mol L™ (811,42 pug L)
Limite de Quantificagéio (10 o 3,86x10° mol L™
branco/IC)
Faixa Linear 5,00x10° a 1,00x10“* mol L*

Comprimento de onda de emisséao 366 nm
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4.2.6 Estudo da recuperacdo de diclofenaco nas amos tras de aguas

empregando procedimento espectrofluorimétrico propo sto

A exatiddo do procedimento proposto foi avaliada utilizando o teste de
recuperacdo. No estudo da recuperacdo do DCF sdo adicionadas trés
concentracdes diferentes de solucéo de referéncia de DCF (5,0x10°°, 3,5x107,
e 1,0x10” mol/L) separadamente & solucdes de amostras. Os resultados
obtidos, descontados daqueles originalmente sem a adicdo da solucdo de
referéncia, sdo comparados com as concentracdes adicionadas anteriormente.
Os resultados do teste de adicdo e recuperacdo estdo apresentados nas
Tabela 10 e Tabela 11.

Para avaliar a exatiddo do procedimento, aplicou-se o teste estatistico
para verificar se as recuperacfes obtidas com as adicbes de padrdo sdo
estatisticamente diferentes de 100%. Analisando as recuperacdes da amostra
C, verificou-se que a recuperacao média é estatisticamente igual a 100%, no

nivel de confianca de 95%

Tabela 10. Recuperacéo de diclofenaco em amostra de agua no ponto C

Diclofenaco /mol L™ Recuperacéo/
Adicionado Encontrado % feletade
5,00 x 10° 3,19x10°+4,18x 10" 63,8 -1,37
3,50 x 10° 3,61x10°+7,93x 10" 103
1,00 x 10™ 7,34x10°+1,84 x 10° 73,4

média + desvio padréo, n=3
(Ho): Rec=100%; (H,): Rec # 100% (teste bilateral);
ttabelado= 41303-
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As recuperacfes obtidas na amostra do ponto D, variando de 56,4 a
88,3% indicaram que a recuperacdo media € estatisticamente diferente de
100% (tcaiculado > tiabelado), indicando interferéncia da matriz de amostra na

determinacao de diclofenaco.

Tabela 11. Recuperacéo de Diclofenaco em amostra de aguas naturais no

ponto D
Diclofenaco / mol L-1 Recuperacéo/
tcalculado
Adicionado Encontrado %
5,00x10° 2,88x10° + 6,84x10° 57,5 5,18
3,50x10° 3,09x10° +8,91x10”’ 88,3
1,00x10™ 5,64x10™° + 6,76x10”’ 56,4

média + desvio padréo, n=3
(Ho): Rec=100%; (H,): Rec # 100% (teste bilateral);
1:tabeladoz 41303

Usou-se o teste de hipotese para confirmar a exatiddo do método,
sendo estabelecida como hip6tese nula (Hp): Rec. = 100% e como hipotese
alternativa (H1): Rec. # 100% (teste bilateral). Os valores do teste t aplicado
encontrados, com 95% de confianca, apresentaram valores calculados
menores que aqueles estabelecidos pelo valor tabelado (4,303). Isto indica que
a média das recuperacdes nesta faixa de concentracdo estudada é
estatisticamente igual a 100% ou seja, nao apresenta interferéncia das

matrizes de amostras.
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4.2.7 Estudo da recuperacdo de diclofenaco nas amos tras de agua

empregando o procedimento proposto com Rodamina-B

A recuperacdo de DCF nas amostras de aguas com o procedimento
que emprega a Rodamina-B como fluoréforo foi avaliada com a adicdo de
concentracdes diferentes de solucédo de referéncia de DCF (5,00x10°, 1,50x10°
® 3,50x10° e 1,00x10™ mol/L) as solu¢es de amostras. Os resultados de DCF
obtidos, descontados daquele sem a adicdo da solucdo de referéncia, foram
comparados. Os resultados estdo apresentados nas Tabela 12 e Tabela 13.

A recuperacao obtida foi avaliada aplicando-se um teste de hipoétese,
no qual a hipdtese nula € que a diferenca entre as recuperacdes nao seja
diferente de 100%. Verificou-se que O tcacuado Para os dois estudos de
recuperacdo (-3,316 e -3,207) obtidos foram menores que o0 valor tiapelado
(4,541), indicando que a recuperacao média € estatisticamente igual a 100%,

no nivel de confianca de 95%.

Tabela 12. Recuperacéo de Diclofenaco em amostra de aguas no ponto A

Diclofenaco / mol L™ Recuperacéo/
Adicionado Encontrado % feletade
5,00 x 10°° 3,56 x 10°+1,02x 107 71,2 -3,316
1,50 x 10 1,33x10°+8,99 x 10”7 88,7
3,00x 10° 2,68 x10°+4,10x 107 89,3
5,00 x 10 3,87 x10°+5,39x 107 77,4

média + desvio padréo, n=3
(Ho): Rec=100%; (H,): Rec # 100% (teste bilateral);
tiabelado= 4,541(nivel de confianca de 98%).
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Tabela 13. Estudo de recuperacdo de Diclofenaco em amostra naturais no
ponto B

Diclofenaco / mol L™ Recuperag&o/
Adicionado Encontrado % Cealeulaco
500x10°  4,12x10°+1,02x 107 82,3 -3,207
1,50 x 10° 1,43 x10° +8,99 x 107 95,3
3,00x10° 2,73x10° +4,10x 10”’ 91,0
500x10° 4,02x10°+5,39x 107 80,0

média * desvio padréo, n=3;
Ho: Rec=100%; H;: Rec # 100% (teste bilateral);
tiabelado= 4,541 (nivel de confianga de 98%).

Usou-se o teste de hipotese para confirmar a exatiddo do método,
sendo estabelecida como hip6tese nula (Hp): Rec. = 100% e como hipotese
alternativa (H1): Rec. # 100% (teste bilateral). Os valores do teste t aplicado
encontrados, com 95% de confianga e n-1 graus de liberdade, apresentaram
valores calculados entre os intervalos estabelecidos pelo valor tabelado
(4,541). Isto indica que a média das recuperagdes nesta faixa de concentracéo
estudada é estatisticamente igual a 100% ou seja, ndo apresenta interferéncia
das matrizes de amostras.

Na Tabela 14 estdo descritos os alguns parametros de confiabilidade
analitica de procedimentos descritos na literatura. Verificamos que as
linearidades obtidas com o procedimento proposto foram superiores aqueles
descritos, apresentando uma variagdo de concentracdo comparaveis aos
procedimentos da tabela. Devemos destacar que no procedimento proposto
nao houve tratamento de amostra qualquer. Sendo assim, a aplicacdo de

tratamento de amostra (extracdo em fase sélida, por exemplo) poder4 melhorar
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a exatidao do procedimento, bem como diminuir a faixa de concentracdo da

curva analitica.

Tabela 14. Parametros de confiabilidade analitica de procedimentos descritos

na literatura para determinacéo de diclofenaco em amostras de aguas naturais

Linearidade/

Método Recuperacéo/% Ref.
mol L™
UHPLC 3,38x10° a 8,45x10”’ 97,6 a 102,4 [14]
HPLC com UV-
detector 3,38x10 a 3,71x10°° 56 a 97 [18]
fluorescéncia
HPLC-DAD 1,01x10°® a 4,05x10° 102,0 [15]
GC-MS 3,38x10 a 6,75x10™° 76 [24]
, ] A 63,8 a 103
Espectrofluorimetro 5,00x10™ a 1,00x10°
56,4 a 88
: (&)
Espectrofluorimetro 5 A 71,2 a 89
. 5,00x10™” a 1,00x10°
(rodamina-B) 80,0 a 95,3

UHPLC: ultra high performance liquid chromatography; DAD: diode array
detector; GC: gas chromatography; MS: mass spectrometry; (a) procedimentos
propostos.

4.3 Desenvolvimento de um procedimento espectrofluo rimeétrico

para a determinacéo de sulfametoxazol em amostras d e aguas

4.3.1 Matriz e emissao e excitacdo do Sulfametoxazo |

A Figura 17 demonstra o comportamento de emissao do SMZ em meio

de solucdo tampéao no pH 6,0 o qual podemos observar na regido de excitacéo
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nos comprimentos de onda de 250 a 275 nm com uma banda de emissdo com

um maximo em 350 nm.

350
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/nm
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Figura 17. Matriz de excitagdo-emisséo do sulfametoxazol.

4.3.2 Avaliacao da influéncia do pH sobre a emisséo de fluorescéncia do

sulfametoxazol

A influéncia do pH do meio reacional sobre a intensidade de emissao
foi estudada entre os valores de pH de 4,0 a 10,0 sendo os espectros obtidos
apresentados na Figura 18. Verifica-se que o pH da solucdes padrao de
sulfametoxazol (SMZ) 2,37x10™ mol L™ n&o altera os perfis dos espectros de
emissao.

O efeito do pH sobre a intensidade de emissao pode ser verificada na
Figura 19. A intensidade de emisséo apresenta 0os maiores sinais de resposta
no intervalo pH 6,0 até 10,0. Para solu¢cdes com pH abaixo de 5,0 houve uma

supresséao do sinal analitico. Nas solu¢gbes com pH alcalino, a solu¢cao com pH
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9,0 apresentou maior intensidade de emissdo. Entretanto devido ao pequeno
ganho de intensidade do sinal analitico entre os pHs 6 al0, selecionou-se o pH
6,0 para o desenvolvimento dos trabalhos, considerando que o pH 6timo
determinado para o Diclofenaco foi 0 6 e com o objetivo de diminuir efluentes e
tornar o procedimento mais simples e rapido.optou-se por utilizar a mesma

solucéo tampao para ambos os farmacos.
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Figura 18. Influéncia do pH do meio nos espectros de emissdo de solucdo padrao de

SMZ 2,37x10° mol L™. Aexcitacao = 260 nm (n=2).
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Figura 19. Influéncia do pH sobre a intensidade de emissdo de uma solucao padréo de
SMZ 2,37)(10_5 mOl L_l. )\excitagéo = 260 nme )\emisséo = 350 nm (n=2).

4.3.3 Curva analitica do procedimento espectrofluor  imétrico proposto

para determinagéo de sulfametoxazol em amostras de aguas

Depois de otimizado o pH para a obtencdo dos espectros de emisséo
das solucbes contendo Sulfametoxazol, foram obtidas as curvas analiticas do
procedimento. As leituras foram realizadas a partir de diluicbes da solucdo
padrao de SMZ nos Aex 260 Nm e Aem 350 nm. As concentragbes avaliadas
foram: 2,34 x107; 4,67 x107; 7,01 x107; 1,17 x10°,1,75 x10®; 2,34 x10°; 5,84
x10°°; 1,46 x10°°; 2,05 x10°°; 2,92 x10°; 4,09 x10™ e 5,84 x10° mol L de SMZ,

Os espectros de emissao das solucdes padrao estdo mostrados na Figura 20.
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Figura 20. Espectros de emissdo de solu¢cbes padrdao de SMZ utilizados para a
obtencgéo da curva analitica. Aexcitacso = 260 NM € Agmissao = 350 nm.

A curva analitica foi construida utilizando-se a intensidade de emisséo
da solugdo contendo SMZ versus a concentragcdo de SMZ. A curva analitica
obtida apresentada na Figura 21, apresentou um comportamento nao linear
que resultou numa regresséo com equacdo de segunda ordem | = -249x10™** x
[SMZ)? + 2,55x10" x [SMZ] + 11,29, r=0,999; onde | é a intensidade de emisséo,
[SMZ] é a concentracdo de Sulfametoxazol em mol L™ e r é o coeficiente de

regressao.
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Figura 21. Curva analitica para a determinagéo espectrofluorimétrica de SMZ. Aexcitaczo
=260 Nm € Aemissao = 350 nm (n=2).

Na seqiéncia, uma curva analitica foi construida utilizando-se o log da
intensidade versus o log da concentracdo de SMZ. A curva obtida desta
maneira apresentou a forma linear entre as concentracdes de 2,34 x10” a 4,09
x10° mol L™ e esta mostrada na Figura 22. A curva analitica pode ser descrita
pela equacgéao log | = 0,78 (x 0,01)x log [SMZ] + 6,306 (= 0,06), r = 0,99; onde |
€ a intensidade de emissdo em 350 nm e [SMZ] é a concentracdo de
Sulfametoxazol em mol L™. A linearizacdo da curva levou a obtencédo de um
modelo matematico linear.

A reprodutibilidade do procedimento foi avaliada pela construcédo de
outra curva no qual pode ser descrita pela equacao log | = 0,59 (+ 0,02) x log
[SMZ] + 5,46 (+ 0,15); r = 0,99.

A andlise de variancia realizada com os dados da curva analitica, para

avaliar a significancia da regressdao. Como apresentado na Tabela 15, o alto
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valor de F (3.988,88) indica a existéncia de uma relacao linear entre o log da

Intensidade e o log concentracdo, pois 0 Fcacuiado fOI maior que o recomendado.

2,4
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Log (Intensidade) /u.a.

0,8 1
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5 ' 5
Log[Sulfametoxazol] / Mol L™

Figura 22. Curva analitica para a determinacdo de SMZ em amostras de aguas.
)\excitaqéo = 260 nme )\emisséo = 350 nme pH 6,0 (n:2).

Tabela 15. Analise de variancia da curva analitica para determinacdo de

sulfametoxazol

Grau de Soma dos Quadrado
ANOVA liberdade guadrados Médio F Prob>F
Regressao 1 3,73119 3,73 3.988,88 3,15x10"
Residuo 9 0,00842 9,35x10™
Total 10 3,73961
0,050+
) ) - .
(0]
T 0,025 a
(7]
15
<. 0,000
38 . .
o
3-0.025+ - .
o .
o
-0,050 4
7 % . >
Log[SMZ] mol L

Figura 23. Gréafico de residuos da curva analitica para a determinacdo de SMZ em
amostras de aguas empregando o procedimento espectrofluorimétrico proposto.



56

Na Tabela 16 estdo apresentados alguns parametros de confiabilidade

analitica do procedimento proposto para a determinagéo de sulfametozaxol.

Tabela 16. Parametros de confiabilidade analitica do procedimento
espectrofluorimétrico proposto para determinacdo de sulfametoxazol com
Rodamina-B

Limite de DetecGa0o (3XOpranco/IC) 2,71x10% mol L™ (ug L™
Limite de Quantificacéio (10 G pranco/IC) 3,31x107" mol L*
Faixa Linear 2,34x107" a 4,09x10° mol L™

4.3.4 Recuperacdo do Sulfametoxazol em Amostras de  Aguas utilizado o

Procedimento Espectrolfuorimétrico Proposto

A exatiddo do procedimento proposto para a determinacdo de
Sulfametoxazol foi avaliada pelo estudo de adicédo e recuperacédo do analito nas
amostras de aguas de rio. Neste estudo, aliquotas de solugdo contendo
Sulfametoxazol variando entre 4,74x10™" a 2,37x10™ mol L™ foram adicionadas
nas amostras de aguas e a concentracao final foi determinada empregando o
procedimento proposto. A concentracdo determinada descontada daquela da
solucédo inicial, sem a adicdo da solucdo padrdo foi comparada com a
concentracdo da solucdo padrdo adicionada. Nas tabelas de 17 a 20 estéo
apresentados os valores de recuperacdo de sulfametoxazol em amostras de

aguas dos pontos A, B, C e D, respectivamente.
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Tabela 17. Recuperacao de Sulfametoxazol em amostra de agua empregando
0 procedimento proposto (Amostra A)

Sulfametoxazol / mol L™ Recuperacéo/ tealculado
Adicionado Encontrado % (95%)
4.74x107 3,39x107 + 2,05 X107 71,6 1,303
4,74 x10® 5,26x10°+ 1,71 x10”/ 110,9
1,18x10° 1,46x107° + 4,38 x10™’ 123,7
2.37x10° 2.65x10°+ 3,54 x10”’ 112,1

média + desvio padrédo, n=3

(Ho): Rec=100%; (H1): Rec # 100% (teste bilateral);

tiabelado= 2,77 (nivel de confianca de 95%).

Tabela 18. Recuperacdo de Sulfametoxazol em amostra de agua empregando
0 procedimento proposto (Amostra B)

Sulfametoxazol / mol L™ Recuperacéo/ tealculado
Adicionado Encontrado % (98%)
4.74x107 3,8 X107 + 3,510 81,2 2,890
4,74x10° 5,44x10°+ 2 57x10”7 114,8
1,18x10° 1,50x10° + 1,65x1077 127,3
2.37x10° 2.75x10°+ 3,27x10°7 116,2

média + desvio padrédo, n=3

(Ho): Rec=100%; (H;1): Rec # 100% (teste bilateral);

ttabelado= 3,74 (nivel de confianca de 98%).

Tabela 19. Recuperacdo de Sulfametoxazol em amostra de agua empregando
0 procedimento proposto (Amostra C)

Sulfametoxazol / mol L™ Recuperacéo/
— tcalculado (95%)
Adicionado Encontrado %
474 % 107 3.71x107+2.74 X108 78,3 0,599
4,74 x 10° 4,83 x10°+9,95 x10® 101,9
1,18 x 10™ 1,42 x10°+ 5,57 x10°® 120,4
2,37 x10° 2,61 x10°+2,11 x10°® 110,5

meédia + desvio padrédo, n=3

(Ho): Rec=100%; (H;): Rec # 100% (teste bilateral);

ttabelado= 2,77 (nivel de confianca de 95%).
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Tabela 20. Recuperacao de Sulfametoxazol em amostra de agua empregando
0 procedimento proposto (Amostra D)

Sulfametoxazol / mol L™ Recuperacdo/  tealculado
Adicionado Encontrado % (95%)
474%107 3,71 x107 + 2,74 x10°° 78.3 0,924
4,74 x 10°® 5,16 x10°®+ 1,20 x10”/ 101,9
1,18 x 10° 1,41 x10°+9,26 x10°® 120,4
2,37 x 107 2,51 x10°+ 3,08 x10™’ 110,5

média + desvio padrédo, n=3
(Ho): Rec=100%; (H1): Rec # 100% (teste bilateral);
ttabelado= 2,77 (nivel de confianca de 95%).

Usou-se o teste de hipotese para confirmar a exatiddo do método,
sendo estabelecida como hipoétese nula (Ho): Rec = 100% e como hipotese
alternativa (H1): Rec # 100% (teste bilateral). Os valores do teste t aplicado
encontrados, com 95% de confianga e n-1 graus de liberdade, apresentaram
valores calculados entre os intervalos estabelecidos pelo valor tabelado de 2,77
para o nivel de confianca de 95% e de 3,74 para um nivel de confianca de
98%. Isto indica que a média das recuperacdes nesta faixa de concentracdo
estudada é estatisticamente igual a 100% ou seja, ndo apresenta interferéncia

das matrizes de amostras.

4.3.5 Avaliacdo do Emprego da Rodamina-B como Padrda o Interno no
Procedimento Espectrofluorimétrico para a Determina cédo de

Sulfametoxazol em Amostras de Aguas

Devido os valores das recuperacdes observados, avaliou-se o emprego
de solucédo padrdo de Rodamina-B como padréo interno visando contornar as

interferéncias de absorcdo de radiacdo possivelmente causadas pelas
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substancias presentes nas matrizes de amostras. Para isso, construiu-se uma
curva analitica, na qual foi obtida com solu¢cbes padrao de Sulfametoxazol em
diferentes concentracdes contendo Rodamina-B na concentracdo de 2x10™ mol
L. Os espectros de emissdo das solucdes padrdo de Sulfametoxazol e
Rodamina-B estdo apresentados na Figura 24. Nesta figura, verificamos no
espectro o aumento da intensidade de emissdo causada pelo aumento na
concentracdo do SMZ em 350 nm, com a respectiva supressao da intensidade

de emissdo da Rodamina-B em 570 nm.

700 - 5 :
— 2,34x10" mol L

——4,67x107 mol L
——7.01x10" mol L
—1,17x10" mol L

-1,75x10° mol L
——2,34x10" mol L
——5,84x10" mol L
——1,46x10" mol L
——2,05x10" mol L
——2,92x10° mol L"
——4,09x10° molL”’
5.84x10° mol L”
Branco

560

420 4

280 +

Intensidade / u.a.

140

T T T
480 600 720

/ nm

A

emissao
Figura 24. Espectro de emissdo da curva analitica SMZ empregando solucdo de

Rodamina-B 2x10”" mol L™ como padrao interno. Aecitagao = 260 NM € Agmissao = 350 NmM
(n=2).

A curva analitica obtida, apresentada na Figura 25, foi construida
utilizando a razao entre a intensidade de emissdao do SMZ e Rodamina-B no
mesmo espectro, o coeficiente obtido dos sinais analitos foram correlacionados
com a concentracdo de SMZ que ocasiona a emissdao. O emprego da

Rodamina-B ndo modifica a resposta da curva analitica, verificando-se a
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relacdo linear entre a resposta e a concentracdo. A curva analitica pode ser
descrita pela equacao | = 8,93x10* (+ 0,08x10%) x[SMZ] + 0,96x107 (+ 1x107)
r=0,999; onde | é a intensidade de emissdo, [SMZ] é a concentracdo de

Sulfametoxazol em mol L™ e r é o coeficiente de regressao.
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Figura 25.Curva analitica para a determinacdo de SMZ utilizando solugdo de
Rodamina-B 2x10”7 mol L como padrao interno . Aecitagio = 260 NM € Agmisszo = 350 NmM
(n=3).
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Figura 26. Gréaficos dos residuos calculados da curva analitica para a determinacgéo de
Sulfametoxazol.
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Tabela 21. Analise de variancia da curva analitica obtida para a determinacéo
de Sulfametoxazol empregado Rodamina como padréo interno

Grau de Soma dos Quadrado

ANOVA liberdade  quadrados Médio F Prob>F
Regresséo 1 15,48868 15,48868 11.074,18  3,2x107™°
Residuo 9 0,01259 0,0014
Total 10 15,50127

Tabela 22. Parametros de confiabilidade analitica do procedimento
espectrofluorimétrico proposto para determinacéo de Sulfametoxazol utilizando
Rodamina-B como padrao interno

Limite de Deteccdo (3XOpranco/IC) 3,53x10%mol L™ (8,94 ug L™
Limite de Quantificac@o (10X0 pranco/IC) 1.18x107/mol L
Faixa Linear 2,34x107 a 4,09x10° mol L™

o=desvio padréao.

4.3.6 Avaliacdo da Recuperacdo de Sulfametoxazol em Amostras de
Aguas Empregando o Procedimento Espectrofluorimétri co

Proposto Utilizando a Rodamina-B Como Padréo Intern o

A exatiddo do procedimento espectrofluorimétrico proposto para a
determinacdo de sulfametoxazol em amostras de aguas foi avaliado pelo
estudo de recuperacdo. Diferentes aliquotas de solugcdo padrdao de
sulfametoxazol foram adicionados a solugdes de amostras e a concentracdo do

famaco foi determinada. O valor encontrado descontado daquela concentracao



62

inicial da amostra foi comparado com a concentracdo de solucdo padrdo
adicionada a amostra. O valor da recuperacao indica a interferéncia da matriz
de amostra na determinacdo do sulfametoxazol utilizando o procedimento
proposto. Os valores de recuperacao estao indicados nas Tabela 23 e Tabela

24.

Tabela 23. Recuperacéo de diclofenaco na amostra de agua (Amostra C)

Sulfametoxazol / mol L™ Recuperaco/ tealculado
Adicionado Encontrado % (95%)
7.01x107 6,53 x107 + 6,91 x10° 93,1 2,382
5,84x10° 6,26 x10°+ 4,68 x10”’ 107
1,46 x10™ 1,80 x10°+ 1,56 x10°® 123
2,92 x10° 3,40 x10°+ 3,82 x10”/ 116

meédia + desvio padrédo, n=3
(Ho): Rec=100%; (H;): Rec # 100% (teste bilateral);

tiabelado= 3,18 (nivel de confianca de 95%).

Tabela 24. Recuperacéo de diclofenaco em amostra de agua (amostra D)

Sulfametoxazol / mol L™ Recuperagdo/  tcaiculado
Adicionado Encontrado % (95%)
7,01x107 6,43 X107 + 7x10°8 91,7 2,586
5,84x10° 6,94x10°+ 9 x10”/ 119
1,46x10° 1,68x10° + 1x10°® 115
2,92x10° 3,33x107° + 4x10°”7 114

meédia + desvio padrédo, n=3
(Ho): Rec=100%; (H;): Rec # 100% (teste bilateral);
tiabelado= 3,18 (nivel de confianca de 95%).
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As recuperacoes das amostras ambientais variaram entre 93,1 a 123%.
A recuperacdo foi avaliada aplicando-se o teste de hipdtese para as
recuperacdes médias obtidas. Tomando-se a hipdtese nula (Hp), na qual a
recuperacdo media € igual a 100%, ou seja, sem interferéncia das matrizes de
amostras e a hipétese alternativa, a interferéncia das matrizes de amostras,
verificamos ao nivel de confianca de 95% a falta de interferéncia das matrizes
de amostras.

Na Tabela 14 estdo descritos os alguns parametros de confiabilidade
analitica de procedimentos descritos na literatura. Verificamos que as
linearidades obtidas com o procedimento proposto foram superiores aqueles
descritos. Com relacdo a recuperacdo do sulfametoxazol, os valores de
recuperacdo foram comparaveis com aqueles procedimentos descritos na
tabela sendo a maioria utiliza métodos de separacdo. Devemos destacar ainda
que, no procedimento proposto ndo houve tratamento de amostra qualquer.
Sendo assim, a aplicacdo de tratamento de amostra (extracdo em fase sélida,
por exemplo) podera melhorar a exatidao do procedimento, bem como diminuir

a faixa de concentracéao da curva analitica.
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5 CONCLUSOES

Os procedimentos propostos para determinacdo de diclofenaco e
Sulfametoxazol em amostras de aguas, empregando a técnica de
espectroscopia de emissdo molecular demonstraram-se simples, robustos e
com faixa linear da curva analitica adequada para a determinacdo destes
analitos nas amostras analisadas. Os valores de recuperacédo dos analitos nas
amostras analisadas foram similares quando comparados com trabalhos
descritos na literatura.

O emprego da Rodamina-B como padrdo interno melhorou a
linearidade de curva analitica, mas nao tornou o procedimento mais sensivel. O
procedimento apresentou resultados satisfatorios, que podem ser melhorados

com o emprego de um procedimento de preparo de amostra.
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