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DESENVOLVIMENTO DE METODO ANALITICO POR ESPECTROSCOPIA DE
FLUORESCENCIA PARA DETERMINACAO DE BISFENOL A
Caroline Zabotti
RESUMO

Metodologias analiticas para a quantificagcdo de bisfenol A sdo desenvolvidas com
um objetivo em comum, que é realizar o monitoramento deste composto em diversas
matrizes. Este monitoramento se faz necessario pelo fato deste composto ser um
poluente ambiental que apresenta efeitos indesejaveis na saude. No trabalho em
questao, foi investigado a aplicacdo do complexo de inclusdo de bisfenol A com [3-
ciclodextrina para determinacdo de niveis traco em solugdo aquosa por
espectrofluorimetria. O uso do encapsulamento molecular da B-ciclodextrina com o
analito de interesse proporcionou uma alta sensibilidade de deteccédo (0,03 ppb)
devido a formacédo do complexo de inclusdo, o qual proporcionou maior rigidez para
a molécula de bisfenol A e consequentemente, aumento na resposta de intensidade
de fluorescéncia, sem interferéncias de ruido ou sinal analitico prejudicado. E
apresentado um método espectrofluorimétrico simples e sensivel. A linearidade foi
investigada no intervalo de concentracéo de 3,75 a 26,5 ppm, sendo o coeficiente de
correlacdo entre as variaveis muito significativo, de 0,996. O limite de deteccédo
obtido foi de 0,03 ppb devido ao efeito da B-ciclodextrina, e o limite de quantificacédo
de 7,5 ppm, sendo esta a menor concentracdo onde foi investigada a precisao e
exatiddo. O método foi considerado exato e preciso na auséncia da matriz, pois foi
verificado na avaliacdo da seletividade, que ha varios compostos desconhecidos
presentes na matriz aquosa que provocam efeitos de filtro interno. A robustez foi
avaliada por meio da aplicacdo de um delineamento composto central rotacional,
onde foi avaliado o efeito das variaveis estudadas no método analitico. A
quantificacdo de bisfenol A por espectroscopia de fluorescéncia mostrou-se um

método adequado, facil de realizar e relativamente rapido.

Palavras-chave: Complexos de inclusdo. B-Ciclodextrina. Espectroscopia de

fluorescéncia.



DEVELOPMENT OF ANALYTICAL METHOD BY FLUORESCENCE
SPECTROSCOPY FOR DETERMINATION OF BISPHENOL A
Caroline Zabotti
ABSTRACT

Analytical methodologies for the quantification of bisphenol Metastases are analytical
for the quantification of bisphenol. This monitoring if by the consumer this is the
environmental pollutant which has been applied in health. In the work in question, we
investigated the use of a bisphenol inclusion complex as a strategy for the
determination of traffic levels of solutions by spectrofluorimetry. The use of the
molecular encapsulation of 3-cyclodextrin with the analyte of interest provided a high
detection capacity (0.03 ppb) due to an elevation of the inclusion level, which
provided higher stiffness for the bisphenol molecule response of fluorescence
intensity, without interference of noise or impaired analytical signal. A simple and
sensitive spectrofluorimetric method is presented. Linearity was investigated in the
range of 3.85 to 26.5 ppm, the source coefficient being among the very significant
variables, 0.996. The retention limit was 0.03 ppb for the B-cyclodextrin effect, and
the limit of quantification was 7.5 ppm, which was a lower intensity where precision
and accuracy were investigated. The method was considered accurate and accurate
in the absence of the matrix, since it was verified in the sample selection, there are
several unknown results present in the agueous matrix that provoke internal filter
effects. Robustness was evaluated through applications of a central rotational
compound design, where the effect of the variables studied in the analytical method
was analyzed. The quantification of bisphenol A by fluorescence spectroscopy

proved to be a suitable method, easy to learn and fast.

Keywords: Inclusion complexes. B-Cyclodextrin. Fluorescence spectroscopy.



1 - INTRODUCAO

Com o avanco da quimica organica no século XX, o plastico comecou a
ser utilizado em grande escala em varios tipos de embalagens. Porém a aparéncia
destes plasticos era um fator negativo, pois apresentava aspecto quebradico, o que
denotava fragilidade para sua aplicacdo. Nesse cenario, comecgou-se a utilizar o
bisfenol A (BFA) na producdo de plasticos em geral, mais particular, de
policarbonatos e resinas epOxi, 0 que produziu maior resisténcia, transparéncia,
leveza e durabilidade [1].

O policarbonato (PC) é um polimero termoplastico com alta transparéncia,
baixo peso, resistente ao impacto e ao calor, caracteristicas estas conferidas pelo
BFA. Por conta disto, o PC tem sido altamente utilizado em discos compactos,
garrafas de bebidas, 6culos de sol, celulares, embalagem de alimentos, utensilios
domésticos e na substituicdo de varios vidros. Além do PC, a segunda maior
utilizacdo do BFA é na manufatura da resina epoxi que tem aplicacdo direta no
revestimento interno de latas de alimentos e bebidas (objetivando o isolamento da
superficie metalica), como aditivo em filmes de policloreto de vinila (PVC) os quais
sao utilizados em tanques de armazenamento de agua e linhas de abastecimento de
agua, além de ser amplamente utilizada na construcdo civil e revestimentos
protetores para usos eletrénicos e maritimos [2,3].

Vérios estudos tém confirmado a migracdo do BFA das embalagens de
alimentos para o alimento, por meio da degradacédo do PC, seja por polimerizacao
incompleta ou hidrélise parcial, que se da pelo aquecimento ou exposi¢cdo das
embalagens de alimentos a solugbes acidas ou basicas. Além disto, estudos
também confirmam o BFA como contaminante ambiental [4-6].

Denominado de xenoestrogeno, a polémica a respeito do BFA se deu
pelo fato de existirem varios estudos demonstrando sua atividade estrogénica. Para
um composto ser denominado de xenoestrégeno o mesmo deve apresentar
propriedades que perturbam o equilibrio hormonal e conduzem a efeitos na saude e
alteracdo das funcdes reprodutivas. Estudos envolvendo ensaios in vitro mostram
gue o BFA, além de apresentar atividade estrogénica, pode apresentar atividade
antiandrogénica [7]. Estudos também examinaram a correlacdo entre niveis

elevados de BFA e impactos negativos na reproducéo, desenvolvimento
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neurocomportamental e alteracbes metabdlicas, como obesidade, diabetes,
tireoides, etc. [4].

A presenca do BFA néo se limita apenas da migracdo de embalagens. O
BFA também esta presente no meio ambiente pelo fato de ser bastante empregado
nos processos industriais, e também por participar das formula¢cdes de produtos de
uso domeéstico. Suas principais fontes no ambiente sdo devido aos efluentes
industriais, os esgotos domésticos, bem como os lodos provenientes das estacfes
de tratamento de esgoto, podendo estar presente no ar, agua, solo, sedimento e
biota [7].

BFA é ativo em doses muito baixas, consequentemente, ndo induzem um
efeito toxico detectavel, mas sim um disturbio discreto dificil de ser detectado [8].
Sendo assim, determinar com precisdo sua concentracdo em agua, alimentos e no
meio ambiente é importante para atender os niveis admitidos, visto que esta
substancia impacta na satude e no meio ambiente.

Na literatura existem varios métodos analiticos para a determinacdo de
BFA, sendo alguns exemplos a cromatografia gasosa e liquida, ambas acopladas a
espectrometria de massa (GC-MS e LC-MS, respectivamente), cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) com deteccao por fluorescéncia e ensaios biolégicos apés
extracdo em fase solida. Cada técnica analitica apresenta questfes relativas aos
requisitos de pré-tratamento, recuperacdes, tempo de andlise, limites de deteccéo e
especificidade do composto de interesse [3,9].

Sendo assim, o objetivo deste trabalho é propor o desenvolvimento de um
meétodo analitico por espectroscopia de fluorescéncia para a quantificacdo de BFA,
de forma a contribuir com a base de dados de metodologias analiticas ja existentes
para este fim. E, tendo em vista tais técnicas, a fluorescéncia apresenta uma
vantagem pelo fato de ser uma técnica muito seletiva, pois nem todas as moléculas
exibem fotoluminescéncia.

Neste processo, a B-ciclodextrina (BCD) sera incorporada como agente
promotor da fluorescéncia de forma a aumentar o limite de deteccéo da técnica para

determinacao dos niveis de BFA em solugédo aquosa.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - OBJETIVOS GERAIS

Contribuir com a base de dados de metodologias ja existentes para a
quantificacdo de bisfenol A com um método espectrofluorimétrico, por meio da
incorporagdo da [-ciclodextrina como agente promotor da fluorescéncia e a
utilizacdo da metodologia de superficie de resposta para avaliacdo dos efeitos das

variaveis envolvidas no processo de quantificacéo.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Avaliar a B-ciclodextrina como agente ampliador do sinal de fluorescéncia do
bisfenol A;

v Investigar as variaveis envolvidas no procedimento de quantificacdo por meio
de estudo univariado;

v Avaliar o efeito das variaveis envolvidas no procedimento de quantificagédo por
meio do uso da metodologia de superficie de resposta, compondo estudo
multivariado;

v" Validar a metodologia analitica proposta.

16



3 — REFERENCIAL TEORICO

3.1 -BISFENOL A

3.1.1 — Caracteristicas quimicas

O BFA (nome oficial na IUPAC 4,4'-(propano-2,2-diil)difenol), apresenta
0s sindnimos 2,2-bis(4-hidroxifenil)propano, 4,4'-Isopropilidenodifenol e 4,4-dihidroxi-
2,2-difenilpropano e € um dos produtos quimicos mais produzidos no mundo. Em
condigbes ambientais € sdélido de coloragdo branca, comercializado em forma de
cristais ou pastilhas. Sua producéo cresceu de 2,5 milhdes de toneladas em 2001,
para 3,9 milhdes de toneladas em 2006 e 5,0 milhdes de toneladas em 2010 [5,10].
Muitos paises no mundo apresentam grande capacidade de producéo,
especialmente a Alemanha, Holanda, Estados Unidos e Jap&o. Seu principal
mercado é a producado de PC, com a segunda maior saida em resinas epoxi. Outras
utilizacdes incluem retardadores de chama, resinas de poliéster insaturadas e
resinas de poliacrilato, polieterimida e polissulfona.

O BFA é resultado da condensacédo da acetona (de onde advém o sufixo
A no final do nhome) com dois equivalentes de fenol. A reacéo é catalisada por um
acido, como o acido cloridrico ou resina poliestireno sulfonada, como mostra a FIG.
3.1. Tipicamente, um grande excesso de fenol costuma ser usado para garantir a

condensagao completa [1].

OH

Figura 3.1: Reacéo de obtencéo do BFA. Adaptado de [1].

Na TAB. 3.1, sdo apresentadas as propriedades fisico-quimicas da molécula
de BFA.
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Tabela 3.1: Propriedades fisico-quimicas do BFA [9,11,12].

Propriedade Valor
Peso molecular 228,29 g.mol*
pKa 9,59 -10,30
LOg Kow 3,3—-34
LOg Koa 12,41
Log Kaw -9,01
Ponto de fusao 155 °C
Ponto de ebulicdo 398 °C alatm
Solubilidade em &gua (25 °C)| 300 mg.L?
Presséo de vapor (25 °C) 5,23x10° atm

3.1.2 — Efeitos na salude e no ambiente

O conhecimento de que o BFA pode ocasionar disfuncdo enddcrina entre
0 publico é bastante recente, mesmo sua atividade estrogénica ter sido relatada pela
primeira vez no inicio dos anos de 1990 [12], onde, em estudos para determinar os
estrogenos produzidos por Saccharomyces cerevisiae, 0s meios condicionados por
levedura mostraram a presenca de uma substancia que competia com [3H]-estradiol
para ligacdo dos receptores de estrogénio a partir do Utero de rato. Foi descoberto
gue a substancia estrogénica nos meios condicionados ndo era um produto da
levedura cultivada, e sim, produto do lixiviamento dos frascos de policarbonato
durante o processo de autoclavagem, pois as leveduras haviam sido cultivadas em
meio de cultura preparados a partir de agua destilada autoclavada em frascos de
policarbonato. A atividade de deslocamento de [3H]-estradiol foi monitorada, e a
substancia ativa foi purificada a partir do meio autoclavado. O produto final purificado
foi identificado como BFA por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear e
espectrometria de massa [13].

A partir dai iniciaram-se os estudos com a finalidade de determinar se
BFA contribuia significativamente para o conjunto de substancias estrogénicas no
ambiente e varios estudos de biomonitoramento conduzidos em diferentes paises
tem demonstrado que o BFA esta presente no leite, na urina, no sangue e até
mesmo em figado de feto humano, o que demonstra a exposi¢cdo ao BFA durante a
gestacdo [12]. Os niveis destas contaminacbes foram estimados por varios
pesquisadores, e alguns resultados encontrados foram:

Faixas de 0,65 - 0,7 ng.g* [14], 0,28 - 0,97 ng.mL* [15], e 1,00 a 7,00
ng.mL! [16] no leite humano. Estas concentragbes foram independentes das idades

das mées, o0 que sugere que BFA ndo se acumula no corpo por muito tempo. No
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plasma humano, a concentracdo estimada foi de 0,59 + 0,21 ng.mL! para os
homens e de 0,33 + 0,54 ng.mL?! para as mulheres [17]. Na urina, as algumas
concentracdes encontradas foram de 0,11 a 0,51 ng.mL"* [18].

Em relacdo a dose diaria toleravel sem efeito adverso a fim de entender
se as concentracdes encontradas anteriormente proporcionariam algum efeito,
existem estudos sem consenso. Um deles exibiu rela¢des de dose-resposta normais
em toda a gama de 0,015 ppm (0,001 mg por kg de peso corporal por dia) a 75 ppm
(5 mg por kg de peso corporal por dia) [19]. Porém, outro estudo demonstrou que as
doses de 0,02 a 0,04 mg por kg de peso corporal por dia de BFA provocaram efeitos
meioticos significativos em camundongos fémeas [20]. Além destes, outro estudo
demonstrou que a exposicdo a 20 pug de BFA por dia, apenas durante a gestacao,
apresentou efeitos transgeneracionais [21,22].

Devido a estas desarmonias, pesquisadores sugerem que € necessario
determinar mais amostras para entender o nivel geral de contaminacéo [14,23], pois
estudos de exposicdo dietética dos camundongos ao BFA podem ter sido
subestimados, pelo fato de uma U(nica exposicdo oral em bolus, ou seja,
administracdo de doses concentradas, nao representar exposicdo de baixas
concentragdes a longo prazo [24].

Além dos estudos de biomonitoramento, varios estudos outros
determinaram também a migracdo do BFA de embalagem e/ou utensilios para os
alimentos [2,25,26,27], o que demonstra um grande obstaculo na estimativa da
exposicdo humana a contabilizacdo de todas as rotas potenciais de exposi¢cao, pois
esta exposicao também pode ocorrer por meio de rotas menos exploradas, incluindo
contato dérmico com recibos térmicos (sem carbono), inalacdo de poeiras
domésticas e fumaca de cigarro [28].

Infelizmente ainda h& controvérsias a respeito dos estudos in vivo e
conclusao de uma dosagem sem efeito adverso. Os efeitos sobre a saude humana
ainda séo incertos [16]. Assim, revisdes da extensa literatura do BFA pelo painel de
especialistas e do governo, indicaram a necessidade de desenvolver dados
adicionais para examinar a concentracdo de BFA que produz efeitos funcionais ou
morfologicos [29].

E o caso da Organizacdo Mundial de Satde (OMS) que concluiu que a
exposicdo ao BFA é muito inferior aos niveis que causariam preocupacdes, nao

incorrendo em problemas de saude [30]. A agéncia federal do departamento de
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saude e servicos humanos dos Estados Unidos Food and Drog Administration
(FDA), também ndo regulamenta o BFA, alegando insuficientes evidéncias
cientificas na salde humana nos baixos niveis de exposicdo. Para abordar estas
guestdes, o Programa Nacional de Toxicologia, em parceria com o Centro Nacional
de Pesquisa Toxicolégica (NCTR) da FDA, esta realizando estudos aprofundados
para responder a perguntas-chave e esclarecer incertezas sobre o BFA [31].

Para a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos e Autoridade
Europeia para a Seguranca dos Alimentos, a dose maxima aceitavel e a dose diaria
toleravel para BFA foram estabelecidos em 0,05 mg por kg de peso corporal por dia,
enquanto o Canada estabeleceu que a ingestdo diaria toleravel e provisoria é de
0,025 mg por kg de peso corporal por dia. O Canada foi o primeiro pais que declarou
em 2010 que o BFA é uma substancia téxica e proibiu 0 seu uso em mamadeiras
[12].

No Brasil, a restricdo do uso do BFA esta descrito na Resolugdo RDC n°
41, de 16 de setembro de 2011 da ANVISA que dispde sobre a proibicdo de uso de
BFA em mamadeiras destinadas a alimentacdo de lactentes, e, em seu 1° artigo
determina a proibicho da fabricacdo e importagdo de mamadeiras para a
alimentagao de lactentes que contenham a substancia BFA na sua composicao [32].
A proibicdo do uso de BFA em materiais destinados a alimentacdo de lactentes foi
uma medida preventiva da ANVISA frente a incertezas relacionadas ao nivel seguro
de exposicdo a esta substancia [33].

Para as demais aplicacdes, o BFA é permitido, mas a legislacdo brasileira
estabelece limite maximo de migracao especifica desta substancia para o alimento
por meio das Resolucbes 56/2012 e 17/2008 para qualquer material que se destine
ao contato com alimentos. BFA € um mondmero previsto na parte | da RDC 56/12 e
um aditivo previsto na RDC 17/08 e a migracao especifica permitida que utilize o
BFA tanto como monémero quanto como aditivo é 0,6 mg.kg* nas condi¢es de uso
da embalagem [34,35].

Em relacdo as legislacbes ambientais, ndo existem limites estabelecidos
para o BFA em lancamento de efluentes, visto que nada consta na Resolucéo n° 430
do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) sobre o BFA [10,36].
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3.2 - METODOS ANALITICOS PARA QUANTIFICACAO DE BFA

A maioria dos métodos analiticos existentes na literatura para
quantificacdo de BFA sédo de origem cromatografica acoplados com deteccédo por
massas ou por fluorescéncia. A técnica de espectroscopia de absor¢cao no UV-Vis e
a espectroscopia de fluorescéncia geralmente ndao sdo utilizadas para quantificacéo
de BFA. Porém ambas séo técnicas possiveis de se utilizar, sendo relativamente
mais simples e baratas.

O fato do trabalho em questdo realizar a quantificagdo de BFA por
emissao ao invés da absorcao, da-se pelo fato de que o uso de uma metodologia
para quantificacdo por emissdo apresenta mais vantagens do ponto de vista
analitico em relacdo a absorcéo, isto porque, a fluorescéncia € uma técnica muito
mais seletiva, pois nem todas as moléculas fluorescem, e também, a técnica
apresenta limites de detec¢cdo muito maiores em relacéo a absorcao (a fluorescéncia
chega ser de 10 a 100 vezes mais sensivel que a absorcao). Para o caso do BFA, o
cromoforo da molécula é relativamente fraco e uma sensibilidade fraca é encontrada
usando a deteccdo por absorcdo. Por conta disto, a espectroscopia no UV-Vis é
pouco usada para quantificacdo de BFA, mas € possivel de se utilizar, dependendo
da deteccdo que se deseja. No caso da espectroscopia de fluorescéncia, o limite de
deteccado para o BFA é pelo menos 15 vezes mais sensivel do que a espectroscopia
no UV-Vis [12].

Como ja mencionado, a espectroscopia de fluorescéncia também
possibilita a realizacdo de medidas quantitativas, possibilidade que tem sido pouco
explorada. Esta técnica fundamenta-se na interacdo da radiacdo eletromagnética
com a matéria e apresenta iniUmeras vantagens, pois fornecem resultados rapidos
de modo nao destrutivo, a &gua ndo se apresenta como um interferente, possibilita a
determinacdo em matriz solida e sem o auxilio da quimiometria, além de se destacar

pela sensibilidade, seletividade e uma ampla faixa linear de trabalho [37].

3.2.1 - Espectroscopia de fluorescéncia molecular

A luminescéncia molecular € um fenbmeno de emissédo de radiacdo na
regido do UV-VIS por uma substancia quando exposta a uma fonte de radiagédo

(pode ser UV, Raio X e raios catodicos) pela absor¢céo de fétons de luz. Assim, a
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luminescéncia molecular ocorre quando o elétron de valéncia, anteriormente
excitado por meio da absorcdo de energia, volta ao seu estado fundamental pela
emissao de um foton de luz, depois de ser excitado para um nivel de energia mais
elevado. O comprimento de onda da radiacdo emitida é sempre maior (menos
energia) que o comprimento de onda incidente [38].

A luminescéncia molecular pode ser dividida em dois fendmenos:
Fluorescéncia e fosforescéncia, e as diferencas entre ambas dependem da
orientacdo do spin do elétron excitado [39,40]. Em geral, o processo de
fluorescéncia ocorre a partir de uma transicdo proveniente de um estado singlete
excitado para um estado singlete fundamental, enquanto que a fosforescéncia
corresponde a uma transi¢cdo de um estado triplete excitado para um estado singlete
fundamental [37], como pode ser demonstrado na FIG. 3.2, pelo Diagrama de

Jablonski:
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Figura 3.2: Diagrama de Jablonski [37].

Como demonstrado no diagrama (FIG 3.2), as moléculas estdo no estado
vibracional de menor energia do estado eletrébnico fundamental. Deste modo, a
absorcao do féton de radiacdo ird excitar as moléculas para um estado eletrénico de
energia maior, e para os diversos niveis vibracionais e rotacionais deste estado

by

eletrdbnico. Com a absor¢cdo da luz, ocorre a transicdo do elétron do nivel
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fundamental (So, ou estado singlete fundamental) para o estado excitado (S1 e Sz,
ou estados singletes excitados), e também, o elétron pode ser promovido para varios
niveis vibracionais de cada estado eletrénico, por meio da relaxacédo vibracional
(dissipacao de energia na forma de calor por processos nao radioativos, ocorrendo
na ordem de 10! s, devido ao excesso de energia presente no estado excitado) ou
conversdo interna (outro processo ndo radioativo, mais rapido, na ordem de 101?s,
ocorrendo quando ha conversdo do estado excitado Sz para o Si1). Tais fendmenos
ocorrem por meio de mecanismos de desativacado para que a molécula retorne ao
estado fundamental. Portanto, as moléculas dissipam energia por processos
radiativos (fluorescéncia) quando passam do estado excitado Si para o fundamental
So, ou ndo radiativos (devido as conversfes internas para estados de menor
energia). Porém, para algumas moléculas, a energia envolvida na emissao do foton,
ou seja, da fluorescéncia, € muito mais intensa que as conversfes internas. A
probabilidade de decaimento do primeiro estado excitado para cada nivel vibracional
do estado fundamental determina a forma do espectro de fluorescéncia [37,38,41].

Algumas moléculas do estado excitado Si1 podem sofrer transicdo para
um estado triplete excitado por um processo ndo radiativo conhecido como
cruzamento intersistema. Os elétrons presentes no estado excitado Ti podem
retornar ao estado fundamental So por fosforescéncia ou por processos nao
radiativos. Em geral o féton emitido pela transicdo de Ti1 para So possui menor
energia do que a transicao Si1 para So, ocasionando maiores comprimentos de onda
de emisséao [37,41].

Da mesma forma que a absorcdo, um espectro de fluorescéncia podera
ou nao ter uma progressao vibracional (que corresponde as transi¢cdes do estado
vibracional de menor energia do primeiro estado eletrénico excitado, para os varios
estados vibracionais do estado eletrénico fundamental). Neste caso havera uma
progressao vibracional em direcéo a valores menores de energia (comprimentos de
onda maiores). A existéncia de uma forte sobreposicdo entre os espectros de
absorcdo e de fluorescéncia exige que ndo ocorra uma grande alteracdo de
geometria molecular entre os dois estados envolvidos. Consequentemente, este é
um dado experimental que permite avaliar alteragcdes de geometria com 0 processo
de excitacdo eletrbnica. Nos casos em que esta alteracdo € pequena, os dois
espectros se sobrepdem e se obtém espectros que sdo imagens especulares. Esta

condicao € atingida por muitos hidrocarbonetos aromaticos condensados, que Sao
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moléculas com alguma rigidez e que, por isto, ndo sofrem grandes altera¢cfes de
geometria com a excitagao [42].

Nem todas as moléculas fluorescem. Teoricamente € dificil predizer se uma
molécula exibira fotoluminescéncia, mas € possivel observar certas caracteristicas
gerais na sua estrutura que favorecam o processo de desativagao radiativo eficiente.
A maioria dos compostos que fluorescem sdo arométicos e alguns poucos
compostos alifaticos ou estruturas com ligacbes duplas altamente conjugadas
também podem exibir fluorescéncia. Isto se deve ao fato dos compostos aromaticos
terem niveis de transi¢cdo (TT—1*) de baixa energia. Ja no caso de substancias com
estruturas alifaticas, a energia necessaria para promover transicdes c—c* é tao alta
gue ocasiona decomposicdo da molécula. A rigidez na estrutura molecular restringe
a liberdade vibracional, minimizando significativamente o0s relaxamentos
vibracionais, aumentando a fluorescéncia [42].

Como o BFA é uma molécula naturalmente fluorescente, a deteccdo por
fluorescéncia € muito utilizada em métodos cromatograficos. Ainda, para aumentar a
sensibilidade na deteccdo, varios trabalhos utilizaram reagentes de fluorescéncia

com fluor6foros mais fortes para derivatizar BFA em amostras biol6gicas [43-45].

3.3 - FORMACAO DE COMPLEXO DE INCLUSAO COM CICLODEXTRINA

As ciclodextrinas (CDs) séo carboidratos complexos, ou seja, séo
oligossacarideos compostos de unidades de glicose unidas por ligacdes
glicosideas a-1,4 e apresentam estrutura semelhante a um cone truncado. As CDs
foram identificadas pela primeira vez por Franz Schardinger em 1903, como
produtos resultantes da degradacdo do amido pela agdo da enzima glicosil
transferase, produzida pelo microorganismo Bacillus macerans. Esta enzima é capaz
de romper um segmento da hélice do amido e unir as duas por¢des terminais deste
fragmento numa Unica molécula ciclica. Por modificacdo enzimatica € possivel obter
a ciclizacéo de seis, sete ou oito unidades de glicose, dando origem a a, B e yCD,
respectivamente (FIG. 3.3) [46].

A estrutura cristalina das CDs foi estabelecida em 1942, por estudos de
difracdo de raios-X, que mostrou que estas moléculas possuem hidroxilas
secundarias em C-2 e C-3 formando o lado mais largo, e a face mais estreita

constituida pelas hidroxilas primarias ligadas em C-6 (FIG. 3.4). As hidroxilas das
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extremidades tornam as CDs sollveis em agua, devido a possibilidade de formacgéo
de ligagbes de hidrogénio com o solvente. Por outro lado, o interior da cavidade, os
atomos de oxigénio envolvidos nas ligacdes glicosidicas (em C-1 e C-4) e os atomos
de hidrogénio ligados em C-3 e C-5 determinam o carater hidrofobico do interior da
cavidade das CDs [47].
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Figura 3.3: Estrutura das a, 8 e y — Ciclodextrina [48].
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Figura 3.4: Esquema da estrutura funcional das CDs [48].

Por conta disto as CDs sao capazes de formar complexos de inclusao
(encapsulagdo molecular) com uma grande variedade de moléculas hospedes
(compostos organicos ou inorganicos, de natureza neutra ou ioénica), o que resulta
numa gama de aplicacdes na industria farmacéutica, alimenticia e agricola. Nesses
produtos, as CDs agem principalmente como veiculos de solubilizacdo em agua,
porque as substancias apolares estao no interior do cone, e a interacdo com a agua
ocorre com a parte polar, que fica no exterior do tronco (Figura 5) [47,49].

Enquanto a altura da cavidade das CDs é a mesma para os trés tipos, o

namero de unidades de glicose determina o diametro interno da cavidade e seu
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volume. Com base nestas dimensfes, a aCD pode complexar com moléculas de
baixo peso molecular ou compostos de cadeias laterais alifaticas. A BCD pode

complexar com aromaticos e heterociclicos e ACD pode acomodar moléculas

maiores, tais como macrociclos e esteroéides [49].

As principais propriedades das CDs séo dadas na TAB 3.2.

Tabela 3.2: Propriedades CDs [49].

Propriedade aCD BCD yCD
N° de unidades de glucopiranose 6 7 8

Peso molecular (g.mol?) 972 1135 | 1297

Solubilidade em agua a 25 °C (%, m/v) | 14,5 1,85 23,2

Diametro externo (A) 14,6 15,4 17,5
Diametro da cavidade (A) 4,7-5,3|6,0-6,5| 7,5-8,3

Altura do tronco (A) 7,9 7,9 7.9

Volume da cavidade (A3) 174 262 427

Muitos derivados de CDs sao sintetizados a partir das CDs que ocorrem

naturalmente. Esses derivados geralmente s&o produzidos por aminacdes,
esterificagcbes ou esterificacbes de grupos hidroxila primarios e secundarios.
Dependendo do substituinte, a solubilidade dos derivados das CDs € usualmente
diferente das suas CDs precursoras. Praticamente todos os derivados alteram o
volume da cavidade hidrofobica, modificacbes estas que podem melhorar a
solubilidade, a estabilidade (contra a luz e oxigénio), além de ajudarem a controlar a
atividade quimica das moléculas hospedeiras [49].

Nenhuma ligacdo covalente quebra-se ou forma-se durante a formacao
do complexo de incluséo [50]. A principal forca motriz da formacdo do complexo é a
liberacdo de moléculas de agua, ricas em entalpia, da cavidade. Moléculas de agua
sdo deslocadas por moléculas hospedes mais hidrofébicas presentes na solucéo
para atingir uma associacao apolar-apolar e diminuicdo da deformacéo do anel da
CD, resultando em um estado de energia mais estavel [51]. A ligacdo de moléculas
hospedes dentro da CD hospedeira ndo é fixa ou permanente, mas sim um equilibrio
dindmico, e a forca de ligacdo depende de qudo bem o complexo hospedeiro-
convidado se encaixa e de interacdes locais especificas entre os atomos da

superficie [49].

26



Assim, a capacidade de uma CD para formar um complexo de incluséao
com uma molécula hospede é uma funcdo de dois fatores-chave. O primeiro
depende do tamanho relativo da CD em relacdo ao tamanho da molécula hospedeira
ou de certos grupos funcionais chave dentro do hospede. O segundo fator critico séo
as interacdoes termodinamicas entre os diferentes componentes do sistema (CD,
héspede, solvente). Para um complexo se formar, deve haver uma for¢ca motriz
liquida favoravel que atraia o hospede para a CD [49].

Em geral, existem quatro interacfes energeticamente favoraveis que
ajudam a deslocar o equilibrio para formar o complexo de inclusao:

v" O deslocamento de moléculas de agua polar da cavidade apolar da CD;

v" O aumento do numero de ligacdes de hidrogénio formadas a medida que a
agua deslocada retorna ao meio aquoso maior;

v Uma reducgdo das interacdes repulsivas entre o ambiente hidrofébico e o
ambiente aquoso;

v Um aumento nas interacdes hidrofébicas a medida que o héspede se insere
na cavidade apolar da CD.

Embora esse equilibrio inicial para formar o complexo seja muito rapido
(geralmente em poucos minutos), o equilibrio final pode levar muito mais tempo para
ser atingido. Uma vez dentro da cavidade da CD, a molécula héspede faz ajustes
conformacionais para aproveitar ao maximo as forcas fracas de van der Waals que
existem. Os complexos podem ser formados por uma variedade de técnicas que
dependem das propriedades do material ativo, da cinética de equilibrio, dos outros
ingredientes e processos da formulacéo e da forma de dosagem final desejada. No
entanto, cada um desses processos depende de uma pequena quantidade de agua
para ajudar a impulsionar a termodinamica. Entre os métodos utilizados estédo
mistura seca simples, mistura em solugcdes e suspensdes, seguida de uma
separacao adequada, a preparacdo de pastas e varias técnicas termo-mecanicas. A
dissociacdo do complexo de inclusdo é um processo relativamente réapido,
geralmente impulsionado por um grande aumento no nimero de moléculas de agua
no ambiente circundante. Em sistemas altamente diluidos e dinAmicos como o
corpo, o héspede tem dificuldade em encontrar outra CD para reformar o complexo e

fica livre em solucéo [49].
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4 — PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Devido a baixa concentracdo do composto de interesse em solugcéo foram
adotados procedimentos para reduzir interferentes originados durante o processo.
Portanto, todas as vidrarias foram lavadas com 4&lcool etilico e em seguida,
enxaguadas com grande quantidade de 4gua ultra pura, sendo as mesmas secas no
ambiente.

Os experimentos foram desenvolvidos no laboratério GIPeFEA — Grupo
interdisciplinar de Pesquisa em Fotoquimica e Eletroquimica Ambiental do
Departamento de Quimica da Universidade Estadual do Oeste do Parana
(UNIOESTE).

4.1 - TESTE DE SOLUBILIDADE PARA O BFA E BCD

Os ensaios de solubilidade foram conduzidos para o BFA (CAS 80-05-7) e
a BCD (CAS 7585-39-9), ambos obtidos com pureza de 97,0% da Sigma-Aldrich.
Apenas para a BCD foi determinado a concentragéo de saturacdo, ou seja, teste de
limite de solubilidade, pois ndo haveria necessidade de determinar para o BFA ja
gue as solucbes estoques para a construcdo da curva analitica deveriam ser de
baixa concentracdo para transferir para o nivel ppm, diferentemente da BCD onde a
concentracdo de saturacdo € de interesse.

Para a BCD as seguintes propor¢des foram testadas em agua purificada:
11, 10, 9, 8 e 7 mg.mL%, outro solvente para solubilizacdo da BCD néo foi testado
tendo em vista que a agua apresenta muito mais vantagem de utilizacdo nos
processos de complexo de inclusdo em relacéo a outros solventes.

Para o BFA as propor¢fes testadas em agua purificada e alcool etilico
foram: 15, 1,5, 0,15 e 0,03 g.mL™*.
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4.2 - DETERMINACAO DOS PARAMETROS INSTRUMENTAIS DA ABSORCAO E
DA EMISSAO

Para a determinacdo do comprimento de onda do maximo de absorcao do
BFA, foi realizado uma varredura das solu¢cdes no espectrofotometro UV-Vis
(Shimadzu, modelo UV-1800 e software UVProbe) numa faixa de 200 - 600 nm. Por
meio do comprimento maximo de absorcdo determinado nesta técnica juntamente
com as leituras no espectrofluorimetro (Aminco, modelo SPF500C e software 500),
foi determinado o comprimento de onda de excitagao.

Os espectros de absor¢cdo no UV-Vis foram obtidos com o intervalo da
amostra fixo em 1 nm, utilizando-se de cubeta de quartzo de caminho 6ptico de 10
mm. Os espectros de emissdo na fluorescéncia foram obtidos com o
espectrofluorimetro equipado com uma lampada de descarga Xenon (300 kW). A
abertura das fendas de excitagcdo e emissdo foram mantidas em 4 nm. A taxa de
varredura dos monocromadores foi mantida a 240 nm.minl. A alta voltagem da
fotomultiplicadora foi mantida a 950 V, e o filtro fixo em 3 para eliminac&o do ruido e
efeitos de difracdo da lampada UV. Todas as medidas foram realizadas em uma
célula de quartzo de 10 mm, com controle da temperatura através do uso de um

suporte de célula termostéatico e um termémetro (thermometer Fuso 304, Type K).

4.3 — CONSTRUCAO DA CURVA ANALITICA PARA QUANTIFICACAO DE BFA

BFA foi pesado em balanca analitica (Mettler Toledo, modelo XP26) e
diluido em alcool etilico (Scharlau, grau HPLC 99,9% CAS 64-17-5) para compor 3
solucbes estoques de concentragdo 6,6x10° mol.Lt (150 ppm). A partir destas
solucdes estoques, foram realizadas as diluicbes para baldo volumétrico de 10 mL,
conforme a TAB. 4.1, sendo as solugdes avolumados com agua ultrapura. As
diluicdbes foram realizadas por meio do uso de pipetador handystep (marca
Eppendorf). A faixa toda da curva analitica permaneceu com uma concentragao fixa
de BCD de 1,0x10° mol.L™.

Para garantir o encapsulamento e a total solubilizacdo dos analitos, as
solucdes da curva foram expostas ao banho ultrassénico (marca Elmasonic P) por
aproximadamente 15 minutos e armazenadas em frascos de vidro ambar e

estocadas sob refrigeracéo a 4 °C.
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As solucbes da curva de analitica constituiram-se de 10 pontos
equidistantes, conforme apresentados na TAB. 4.1. Esta faixa de trabalho foi
determinada levando em consideracdo o limite de exposicdo sem efeito adverso
[12].

Tabela 4.1: Construcéo da curva analitica de BFA.

PONtos Volyme pipetado BFA BFA
solucéo estoque (mL) (mol.LY) (ppm)

1 0,5 3,29 x 10° 7,50
2 1,0 6,57 x 10> 15,00
3 15 9,86 x 10° 22,50
4 2,0 1,31 x 10 30,00
5 2,5 1,64 x 10* 37,50
6 3,0 1,97 x 10* 45,00
7 3,5 2,30 x 10 52,50
8 4,0 2,63 x10* 60,00
9 4,5 2,96 x 10 67,50
10 5,0 3,29 x 104 75,00

ApGs a realizacdo do planejamento experimental, a faixa de trabalho da curva

analitica sofreu ajuste para obtencao da linearidade.

4.4 — ESTUDO UNIVARIADO DAS VARIAVEIS DO PROCESSO

Visando o aumento da intensidade da fluorescéncia do complexo de
incluséo, alguns parametros considerados criticos no equilibrio do complexo de BFA
e BCD foram avaliados individualmente, a citar a BCD, a temperatura, o pH e a forca
iGnica.

A BCD foi incorporada ao processo, € inicialmente, uma concentracao fixa
em 1,0x10° mol.L? foi adicionada em todos os pontos da curva analitica para
avaliacdo do seu efeito sob intensidade de fluorescéncia. A partir da verificacao da
resposta com o teste de limite de solubilidade, a concentracdo da BCD foi ajustada.

Foi verificado também o efeito da temperatura sob o equilibrio e sobre a
fluorescéncia do complexo BFA e BCD. A intensidade da fluorescéncia, para uma
mesma solucdo da curva analitica, foi monitorada nas temperaturas de 15, 20, 25,
30 e 35°C.

A intensidade da fluorescéncia foi monitorada nos pHs de 5,0, 6,0 e 7,0.
Esta faixa foi definida levando em conta as possiveis variagfes no pH da agua. Para
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manter o pH das solugdes constantes, as mesmas foram tamponadas conforme
procedimento de solucdo tampao de Sorensen (KH2POa4 - Na2HPO4 18 °C) [65], pelo
uso de fosfato de sodio bibasico (marca Scielab, grau PA 99%, CAS 7558-79-4) e
fosfato de potassio monobasico (marca Fluka, grau PA, anidro, 99-100,5%, CAS
7758-11-4). As leituras do pH foram realizadas em pHmétro (marca Metrohm 827
pHlab).

A intensidade da fluorescéncia também foi monitorada considerando uma
forca idnica de 0,1 mol.L' de uma solucdo de NaCl (Synth, grau PA 99,0%, CAS
7647-14-5).

4.5 — ESTUDO MULTIVARIADO DAS VARIAVEIS DO PROCESSO

Visando a otimizacdo das varidveis do processo de quantificacdo, foi
aplicado um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 22 (8 ensaios, 6
pontos axiais e 3 pontos centrais, totalizando 17 ensaios), no qual, foi avaliado a
influéncia das variaveis temperatura, pH e forca idnica, sendo a concentracdo da
BCD mantida no seu limite de solubilidade, sobre a resposta de intensidade de
fluorescéncia.

Os niveis reais e codificados das variaveis estudadas no DCCR estédo

apresentados na TAB. 4.2. A matriz de ensaios esta apresentada na TAB 4.3.

Tabela 4.2: Variaveis do DCCR para o estudo da intensidade da fluorescéncia de
BFA (niveis reais e codificados).

Variaveis / Niveis pH Temp()fé?tura I(“)nicljao(rr?]?)I.L'l)
-a (-1,68) 4,3 16,6 0
-1 5,0 20,0 0,014
0 6,0 25,0 0,034
1 7,0 30,0 0,054
+a (-1,68) 7,7 33,4 0,068
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Tabela 4.3: Variaveis do DCCR 23 com valores reais (entre parénteses) e
codificados das variaveis estudadas na intensidade da fluorescéncia de BFA.

Ensaio pH?2 Temp® FIc
1 1(50) -1(20,00  -1(0,014)
2 1(7,00 -1(20,00  -1(0,014)
3 1(5,00 1(30,00 -1(0,014)
4 1(7,0) 1(30,00  -1(0,014)
5 1(5,0) -1(20,0)0  1(0,054)
6 1(7,00  -1(20,0)  1(0,054)
7 1(5,0)  1(30,0) 1 (0,054)
8 1(7,0) 1 (30,0) 1 (0,054)
9 -1,68(4,3) 0(25,0) 0 (0,034)
10 +1,68(7,7) 0(25,0) 0 (0,034)
11 0(6,0) -1,68(16,6) 0 (0,034)
12 0(6,0) +1,68(33,4) 0 (0,034)
13 0 (6,0) 0(25,0) -1,68 (0,000)
14 0 (6,0) 0(25,0) +1,68 (0,068)
15 0 (6,0) 0 (25,0) 0 (0,034)
16 0 (6,0) 0 (25,0) 0 (0,034)
17 0 (6,0) 0 (25,0) 0 (0,034)

3pH; Ptemperatura (°C); “forca i6nica (mol.L?).

Para a realizacdo deste planejamento, a concentracdo de BFA foi fixa em
22,5 ppm e a de BCD de 6,0x10° mol.L1. A temperatura do sistema foi controlada
por meio do uso de um termostato acoplado ao porta cubeta do amostrador, e por
meio da circulacdo de um fluxo de agua refrigerado e transferéncia de calor por
condugéo, manteve-se a temperatura do sistema constante. O monitoramento da
temperatura da solugéo foi realizado mantendo-se o sensor do termémetro entre a
placa de conducéo e a cubeta.

O pH das solucbes foi ajustado por meio do uso da metodologia de
solugcdo tampao de Soérensen (KH2POs4 - Na2HPO4 18 °C) [52] e a variagdo na
concentracdo de uma solucéo de NaCl foi utilizado para avaliagéo da forca ibnica.

Os valores das faixas de estudo do DCCR foram propostos conforme
analise do estudo univariado e todos os dados foram tratados com o auxilio do

software Origin versao 8.5 e actionstat versao 3.0.
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4.6 — VALIDACAO DA METODOLOGIA ANALITICA

A validacdo de uma metodologia analitica deve demonstrar que o
meétodo analitico produz resultados confiaveis e é adequado a finalidade a que se
destina, de forma documentada e mediante critérios objetivos [53].

Para o método em questdo foram avaliados os seguintes parametros:
Seletividade, linearidade, intervalo, limite de deteccdo e quantificacdo, exatidao,

precisao, robustez e estabilidade das solucfes analiticas.
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5 - RESULTADOS

5.1 -TESTE DE SOLUBILIDADE

Os ensaios de solubilidade para o BFA e a BCD estao apresentados na TAB.

5.1, e os termos soluvel e insoltvel referem-se as concentracdes testadas.

Tabela 5.1: Dados de solubilidade para o BFA e BCD.
BFA BCD
Agua Insoltvel <0,006 mol.L!
Etanol Soluvel -

Apesar de alguns autores apresentarem dados de solubilidade de BFA
em agua: 89 mg.L?* [5], 300 mg.L?! [12] e 381 mg.L? [54], sabe-se que 0 mesmo
apresenta dificil dissolu¢cdo em &gua, como indicado pelo alto valor de Kow (3,3-3,4)
[17,25]. Neste trabalho, verificou-se que cristais de BFA permaneciam precipitados
em solucdo aquosa, mesmo com a utilizacdo do banho ultrassénico. Por conta disto
foi incorporado o uso do alcool etilico para diluicdo das solucdes estoques, onde se
apresentou totalmente soltvel [11]. As solu¢bes de trabalho foram avolumadas com
agua, ndo sendo prejudicada a solubilidade. O uso de um percentual de etanol em
agua, ou seja, o diluente das solucdes de trabalho, ndo proporcionou ruido nem
influéncia nas leituras de absorbancia e fluorescéncia, visto que o cut-off, ou seja, o
comprimento de onda de absorcdo do etanol é na faixa de 205 — 210 nm, fora da
faixa de absorcéo utilizada.

No caso do BFA, que apresenta dois fendis em sua molécula, a
solubilidade dos fendis ocorre da mesma forma que os alcoois, formando ligacdes
de hidrogénio com a agua. Contudo, devido ao numero elevado de atomos de
carbono, os fenois tém solubilidade limitada em &agua, mas maior do que a
solubilidade de alcoois alifaticos de tamanho/massa molecular similar, devido a
maior acidez dos fendis (pKa de aproximadamente 10) quando comparada com a
acidez dos alcodis (pKa de aproximadamente 16). Em alguns fendis orto-
substituidos é possivel ocorrer a formacao de ligacdo de hidrogénio intramolecular.
A presenca desta ligacdo dificulta o processo de solubilizagdo em dgua uma vez que
reduz a possibilidade de formacdo de ligacdo de hidrogénio intermolecular do tipo
agua-fenol [55].
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Para a BCD verificou-se insolubilidade em &lcool etilico (nas
concentracdes testadas), e um limite de solubilidade de 0,006 mol.L? (com a
utilizacdo do banho ultrassonico por cerca de 20 minutos). Embora a BCD tenha
aplicacdo muito frequente nas formulacdes comerciais disponiveis, ela apresenta
uma solubilidade aquosa muito limitada (1,85% m/v a 25 °C) devido a estrutura
rigida resultante da formacao de ligacdes de hidrogénio intramoleculares entre seus
grupos hidroxilicos secundarios C20H e C3OH das unidades de glicose. Mesmo
apresentando uma solubilidade limitada, sua aplicacdo na industria ndo € limitada
visto que modificagbes quimicas em sua estrutura sdo realizadas, como a HPBCD,
que € a BCD modificada, alterando suas propriedades fisico-quimicas, possibilitando
ainda mais sua aplicacdo em nivel industrial [45,56-58].

A incorporacdo da agua como solvente apresenta vantagens quando se
trabalha com as CDs, pois a medida que a quantidade de agua € aumentada,
favorece a solubilizacdo da CD e do héspede, de modo que a complexacao ocorre
mais prontamente. No entanto, esta medida deve ser ajustada, pois solu¢cdes muito
diluidas dificultam a formacdo do complexo em relacéo a solu¢cdo mais concentrada.
Portanto, é desejavel que a quantidade de 4gua garanta que a complexacdo ocorra
a uma taxa rapida [49].

A é&gua é o solvente mais comumente utilizado nas reacdes de
complexacdo. Quanto mais solavel a CD no solvente, mais moléculas ficam
disponiveis para a complexagéo. O convidado deve deslocar o solvente da cavidade
da CD se o solvente se alojar no interior da cavidade. A &agua, por exemplo, é
facilmente deslocada, formando complexos livres de solvente. No caso de hdspedes
com varios componentes, um dos componentes pode interagir como solvente e ser
incluido como convidado. Nem todos os hospedes sao facilmente solubilizados em
agua, tornando a complexacdo muito lenta ou impossivel. Em tais casos, o0 uso de
um solvente orgéanico para dissolver o hospede é desejavel, por isso a incorporagao
do etanol nas solu¢gbes méae de BFA. Este solvente ndo deve complexar bem com a
CD e ser facilmente removido por evaporacdo. Etanol e éter dietilico sdo bons
exemplos de tais solventes [49].

A solubilidade das CDs na agua é incomum, uma vez que uma tendéncia
irregular é observada na série dos oligbmeros ciclicos da glicose. A BCD é 9 a 11
vezes menos soluvel em agua em comparagao com a e yCD, respectivamente. Este

comportamento intrigante tem sido discutido em termos do efeito causado pelas CDs
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na estrutura da rede de agua, e pesquisas revelam que a BCD induz ordenagao mais
forte na agua em comparacdo com as demais. A entalpia das solugdes das trés CDs
€ muito similar, mas a entropia de solucdo da BCD é menor em relagdo as demais,
portanto, a menor solubilidade na agua é conduzida pela entropia menos favoravel
[59].

Na forma cristalina, apenas as moléculas de superficie do cristal de BCD
estdo disponiveis para complexagao. Em solugdo, mais moléculas de BCD ficam
disponiveis. O aquecimento aumenta a solubilidade da BCD, assim como a do

héspede, e isso aumenta a probabilidade de formacéo de complexos [49].

52 - DETERMINACAO DOS PARAMETROS INSTRUMENTAIS DO
ESPECTROFOTOMETRO E DO ESPCTROFLUORIMETRO

ApOs avaliacdo da solubilidade dos analitos, foi determinado o
comprimento de onda de absor¢cdo do BFA, por meio de uma varredura das
solucbes de trabalho no espectrofotdmetro para determinacdo do comprimento de
onda maximo de absorcao, do qual foi utilizado mais tarde como comprimento de
onda de excitacdo no espectrofluorimetro. Uma varredura de 200 a 600 nm foi
realizada, com cubeta de quartzo de caminho éptico de 10 mm e intervalo de
aguisicao fixo em 1 nm. A FIG. 5.1 apresenta a sobreposicdo dos espectros na

regido do UV-Vis para as solucdes de trabalho de BFA.
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Figura 5.1: Sobreposicéo dos espectros na regiao do UV-VIS das solu¢des de
trabalho de BFA.

O BFA apresenta dois comprimentos de absorcdo maximos (Amax): 225 e
277 nm. Valores semelhantes foram observados por outros autores
[5,12,23,50,60,61].

Para esta mesma curva analitica, foi adicionada a BCD de forma que a
concentragdo final de BCD em todas as solugbes de trabalho fosse de 1,0x10°
mol.L1. A utilizacdo desta baixa concentracdo neste primeiro momento foi devida a
sua baixa solubilidade em agua, e para verificar se, em pequenas concentracoes, ja
promoveria 0 aumento da intensidade da fluorescéncia, e ainda, verificar a
linearidade da curva analitica. Esta concentracdo foi determinada a fim de que a
relacdo entre o complexante e o analito fosse equimolar.

A FIG. 5.2 apresenta a sobreposi¢cao dos espectros na regido do UV-Vis
para as solugdes de trabalho de BFA com BCD.
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Figura 5.2: Sobreposicéo dos espectros na regiao do UV-Vis das solucdes de
trabalho de BFA com BCD.

Os dois Amax. 277 e 225 nm mantiveram-se, ou seja, a formagéo do
complexo de inclusdo com a BCD né&o provocou alteragbes nos espectros absor¢ao
do BFA.

Apoés a determinacao do comprimento de onda de absorc¢éo, foi levantado
uma curva padrao no espectrofotbmetro, para avaliar a relagcdo entre a concentracao
(ppm) versus a resposta analitica (absorcdo) na auséncia e presenca da BCD nas
solucdes de trabalho.

Como pode ser visto na FIG. 5.3, a relacdo obtida entre as variaveis foi
linear crescente, sendo R (coeficiente de Pearson) de 0,997. Assim, a resposta
analitica apresentou-se diretamente proporcional a concentracdo do analito
complexado e ndo complexado.

Na mesma Figura constatou-se que a oitava leitura (concentracéo de 60
ppm), apresentou absor¢cdo maior, fora da tendéncia da curva padréo. Isto pode ser
constatado também no espectro de absorcdo da FiG. 5.1, onde a mesma leitura
apresentou um espectro distorcido em relacdo aos demais, indicando que,

provavelmente, alguma contaminagcdo ocorreu (podendo ser esta contaminagao
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referente ao preparo da amostra, como lavagem das vidrarias, ou a limpeza da

cubeta, ou até mesmo, algum erro de pipetagem).
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Figura 5.3: Relagéo entre as variaveis concentracao de BFA, BFA+BCD versus
Absorbéancia.

Assim, confirmou-se que a formacdo do complexo de inclusdo de BCD
com o BFA ndo promoveu alteracdes na absorcdo e nem na relagéo linear entre a
concentracdo do analito e a resposta analitica.

Como o objetivo do trabalho néo é realizar a quantificacdo por absorcéo e
sim por emissao, esta reta foi obtida para fins de comparacéo entre a absorcéo e a
emissdo, por isto, ndo foram realizadas maiores réplicas e também analises
estatisticas para regressao.

Apos a verificacdo dos maximos de absorcéo, foi realizado uma varredura
das mesmas solucdes no espectrofluorimetro numa faixa de 200 - 800 nm, e entao,
determinado o comprimento onda de excitacdo. Para a realizacdo destas leituras, a
abertura fenda para excitagdo e emissao foi fixo em 4 nm. A alta voltagem da
fotomultiplicadora foi mantida em 950 V, e o filtro para eliminacéo do ruido da linha
de base e efeitos de difracdo da lampada UV foi fixo em 3.

A partir dos ensaios no espectrofotometro e no espectrofluorimetro,
verificou-se que 282 nm foi o melhor comprimento de onda de excitacdo. A emissao
foi investigada numa faixa 290 a 400 nm com 0S mesmos parametros de

equipamento citados anteriormente.
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A FIG. 5.4 apresenta a sobreposicao dos espectros de fluorescéncia para
as solucdes de trabalho de BFA.
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Figura 5.4: Sobreposicéo dos espectros de fluorescéncia das solucdes de trabalho
de BFA.

O Amax de emissao foi de 306 nm. O comprimento de onda de emissao
utilizado para BFA encontrado na literatura € mais consistente em relacdo ao
comprimento de onda de absorcéo, variando de 300 para 317 nm [5,12,23,60,61].

Como realizado anteriormente para a avaliacdo da absorcéo foi realizado
também para a avaliacdo da emissdo, em que as mesmas solu¢cdes de trabalho com
a adicdo da BCD de concentracdo final de 1,0x10° mol.Lt foram avaliadas no
espectrofluorimetro. A FIG. 5.5 apresenta a sobreposi¢cdo dos espectros de emisséo

para as solu¢des de trabalho de BFA com a BCD.
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Figura 5.5: Sobreposicéo dos espectros de fluorescéncia das soluc¢des de trabalho
de BFA com BCD.

Pode-se verificar que houve modificacdes na intensidade da emissao, ou
seja, aumento na resposta quando a BCD foi incorporada as solug¢des de trabalho.
Como visto na FIG. 5.2, a incorporagao da BCD ndo promoveu nenhuma alteracéo
nos espectros de absorcao, indicando que a intensidade da emisséo foi alterada
pela confirmacdo do encapsulamento molecular da BCD com o BFA, e confirmando
também, que houve maior rigidez para a molécula de BFA, fazendo com que
ocorresse a diminuicdo da perda de energia do estado excitado por relaxamento
vibracional e aumento da perda de energia da molécula de BFA por emisséo de
foton.

Apds a obtencdo dos espectros de emissédo, foi levantado uma curva
analitica com e sem a presenca da BCD para avaliacdo da relacdo entre a
concentracdo (ppm) versus a resposta analitica (intensidade de fluorescéncia),

apresentados na FIG. 5.6.
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Figura 5.6: Relacéo da intensidade de fluorescéncia para BFA com e sem BCD.

Verificou-se que houve muitas flutuagbes em ambas as curvas e
comportamento nao linear. Por conta de tais flutuacbes, estes testes foram
repetidos, porém apenas para as solucdes de BFA com a BCD na curva analitica,
visto o objetivo do trabalho, que é a incorporacdo deste complexante, e, também
pelo fato dos dados de absorgdo que ndo apresentaram variacoes, indicando que 0s
desvios ndo estavam na formacéo do complexo de incluséo.

Neste novo ensaio, a faixa de trabalho foi diminuida em 10 vezes a fim
de descartar possiveis efeitos de concentracdo, ou seja, a perda da linearidade ser
devido as altas concentracdes, caracterizado pelo efeito de filtro interno.

Portanto, a nova curva analitica foi verificada na faixa de 0,75 a 7,5 ppm,
constituindo-se de 10 pontos equidistantes. As diluicbes foram realizadas conforme
0 procedimento descrito na TAB. 5.2. As diluicbes descritas nesta tabela foram
realizadas a partir de 3 solugbes maes a 15 ppm . Os ensaios estao dispostos na
FIG. 5.7.
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Tabela 5.2: Construcéo da curva analitica de BFA.
Vol. pipetado BFA BFA

Pontos (mL)* (mol.L'™Y)  (ppm)
1 0.5 3,29x10° 0,75
5 1.0 6,57 x 10° 1,50
3 15 9,86 x 10 2,25
4 2.0 1,31x10° 3,00
5 2,5 1,64 x10° 3,75
5 3.0 1,97 x 10° 4,50
- 3,5 2,30 x 105 5,25
3 4,0 2,63x10° 6,00
9 45 2,96 x 105 6,75
10 5.0 3,29 x10° 7,50

*VVolume pipetado da solucdo mae a 15 ppm para baldo volumétrico de 10 mL.
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Figura 5.7: Relacdo da intensidade de fluorescéncia de BFA + BCD.

Como verificado anteriormente, as flutuagbes continuaram a ocorrer.
Tendo j& descartado a hipotese de que os desvios eram provenientes da formacéo
do complexo de inclusdo e agora descartado a hipétese de que os desvios fossem
provenientes dos efeitos de concentracdo (curva 10 vezes mais diluida), foi

investigado o efeito das variaveis externas.
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Para avaliar o efeito das varidveis externas foi realizado um estudo
univarido. As variaveis monitoradas foram o pH, a temperatura, a concentracdo de
BCD e a forga ibnica das solugdes, e seus efeitos na fluorescéncia foram

investigados individualmente.

5.3 — ESTUDO UNIVARIADO - INVESTIGACAO DAS FLUTUACOES NA CURVA
ANALITICA

Um estudo univariado das variaveis consideradas criticas no processo foi
realizado devido as flutuacdes obtidas no levantamento da curva padrdo no
espectrofluorimetro. Na caracterizacdo por UV-Vis ndo foi verificado desvios da
linearidade ou flutuacOes, e ainda, as alteracdes realizadas na concentracdo do
analito na curva padrdo, ndo diminuiu ou extinguiu as variagdes, indicando que,
possivelmente, os desvios eram provenientes de variaveis externas.

Por conta disto, as variaveis temperatura, BCD, pH e forca ibnica, foram
investigadas frente a resposta intensidade de fluorescéncia do complexo BFA e
BCD.

Estas variaveis podem apresentar um profundo efeito nas caracteristicas
luminescentes de uma substancia, afetando ndo somente a velocidades dos
processos luminescentes e dos processos ndo radiativos, mas também a natureza e

a energia relativa do estado excitado de menor energia.

5.3.1 - Avaliacdo da temperatura

O efeito da temperatura na intensidade da fluorescéncia do complexo de
BFA e BCD foi monitorado numa faixa de 15 a 35 £ 0,5 °C, como apresentado na
FIG. 5.8 (a) e (b). As demais variaveis foram fixas em: pH em 6,0, fo¢a ibnica em 0
mol.Lt, BFAem 7,5 ppm e BCD 0,006 mol.L™:

Para manter a temperatura das solu¢cdes constante, um termostato foi
acoplado ao porta cubeta do espectrofluorimetro e, por meio da circulacdo de um
fluxo de &gua refrigerado ou aquecido, e, por transferéncia de calor por conducéo,

manteve-se a temperatura do sistema constante.
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O monitoramento da temperatura da solucdo na cubeta foi realizado
mantendo-se o sensor do termémetro entre a placa de conducédo e a cubeta, e as

leituras s6 foram realizadas quando houve estabilizacdo da temperatura.

—15+0,5°C
——20+0,5°C
——25+0,5°C
—30+0,5°C
——35+0,5°C

Intensidade (mA)
6]
|

T T T T T T T T T T 1
275 300 325 350 375 400 425
Comprimento de onda (hm)

Figura 5.8: Espectros de emisséo do complexo de BFA + BCD (7,5 ppm) em fungéo
da temperatura.

A temperatura apresentou efeito na intensidade da fluorescéncia do
complexo. Quanto maior foi a temperatura, menor foi a resposta obtida. Em geral, o
aumento da temperatura tem como consequéncia um aumento na eficiéncia dos
processos de relaxamento vibracional na desativacdo do estado excitado, ou seja, a
eficiéncia quantica da maioria das espécies fluorescentes diminui com a elevacéo da
temperatura, pois com o0 aumento da mesma ocorre diminuicdo da viscosidade,
maior frequéncia das colisdes, favorecendo a desativacdo por conversao externa
[63].

Além disto, a temperatura também apresenta efeitos sobre os complexos
com a BCD. O aquecimento pode aumentar a solubilidade do complexo, mas, ao
mesmo tempo, também desestabiliza o complexo. Esses efeitos geralmente
precisam ser balanceados. Como a estabilidade térmica do complexo varia de
convidado para convidado, a maioria dos complexos comecam a se decompor a

uma faixa de temperatura entre 50 e 60 °C, enquanto alguns complexos séao estaveis
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a temperaturas mais altas, especialmente se o convidado esta fortemente ligado ou
o0 complexo é altamente insoluvel [49].

Na literatura foi possivel verificar a dependéncia da intensidade de
fluorescéncia de BFA e BCD (razdo equimolar) na temperatura. A fluorescéncia foi
investigada no intervalo de 10 a 70 °C e o sinal de emissao diminuiu para todos 0s
analitos quando a temperatura do sistema foi aumentada, sendo o efeito totalmente
reversivel [60].

Temperaturas menores que 15 °C ndo foram possiveis de se avaliar no
trabalho em questdo pelo fato de que a temperatura de 15 °C promoveu a
condensacdo de 4gua na parte externa da cubeta, o que fez com que ocorresse a

diminuicao da intensidade do sinal pelo fato de haver espalhamento da luz incidente.

5.3.2 - Avaliacéo do efeito do pH

O efeito do pH na intensidade da fluorescéncia do complexo BFA e BCD
foi verificado nos pHs 5,0 e 7,0. Estes pHs foram selecionados tendo em vista as
variagbes que possam ocorrer naturalmente no pH da agua, e tendo em vista
também o diluente do método em questao.

As variaveis fixas foram: Temperatura em 25 = 0,5 °C, foca ibnica em 0
mol.L't, BFAem 7,5 ppm e BCD 0,006 mol.L™*

A FIG. 5.9 (a) e (b) apresenta os espectros de emissao do complexo de
BFA e BCD nos pHs 5,0 e 7,0.
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Figura 5.9: Espectros de emissdo do complexo de BFA + BCD (7,5 ppm) em fungao
do pH.

Com o aumento do pH, ou seja, com a desprotonacdo do complexo,
houve perda na intensidade da resposta. Em pH acido, a intensidade do complexo
apresentou-se 17,2% maior.

A fluorescéncia de compostos aromaticos com funcionalidades acidas ou
basicas apresenta forte dependéncia com o pH. Neste sentido, variacdes na
composicdo da agua, podem alterar o pH das solu¢bes e consequentemente no
sinal da fluorescéncia.

A distribuicdo das espécies de BFA com a mudanca do pH, pode ser
observado na FIG. 5.10.
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Figura 5.10: Distribuicdo das espécies de BFA em funcao do pH [64].

Por meio da FIG. 5.10, verifica-se que BFA apresenta dois pKas: 9,78 e
10,39, e sendo um composto fendlico, € um &cido fraco que se dissocia com alto
valor de pH.

A distribuicdo das espécies da BCD com a mudanca do pH, pode ser
observado na FIG. 5.11.
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Figura 5.11: Distribuicdo das espécies de BCD em funcéo do pH [64].

Por meio da FIG. 5.11, verifica-se que BCD apresenta varios pKas, sendo
a partir de 12,36 a ocorréncia da primeira dissociagao.

A literatura traz que o pH ideal para deteccdo de fluorescéncia do BFA é
na faixa de 5,8 a 9,5, pois sendo o pKa do BFA de aproximadamente 9,78, a
dissociacao é inibida a pHs menores que 9,78 e as intensidades de fluorescéncia do
BFA permaneceram constantes abaixo deste pH [60]. Porém, para o complexo do
BFA com a BCD, as variacbes de pH podem ndo soé interferir no sinal da
fluorescéncia, mas também, favorecer ou ndo o encapsulamento molecular, e
consequentemente, alteracdes no sinal.

Por conta disto, faz-se necessario otimizar o pH para favorecer o
equilibrio do complexo e obter maior intensidade da resposta. Esta faixa de pH deve
ser otimizada entre a faixa neutra a acida, pois trabalhar-se com valores de pH
acima do pKa do BFA, trabalha-se em um pH onde a molécula de BFA fica
desprotonada e, consequentemente, com carater polar. A molécula com carater
polar € hidratada e ndo interage mais com a cavidade hidrofébica da BCD, e sim
com a agua, fazendo com que ocorra a diminuicdo da intensidade da fluorescéncia.
Além disto, espécies com cargas tem maior probabilidade de mostrar sinais mais
intensos, 0 que se deve ao fato de que espécies ionizadas possuem maior rigidez
molecular [40].

Em um estudo realizado sobre a avaliagdo do complexo de BFA+BCD
sobre a fluorescéncia, a dependéncia da intensidade de fluorescéncia no pH foi
estudada na faixa de 3,0 a 13,0, com a temperatura fixa em 20 + 0,5 °C. Neste
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estudo, constatou-se que, embora a molécula tenha dois grupos fendlicos, apenas a
forma acida mostrou fluorescéncia e o sinal permaneceu constante em relacdo ao
pH do meio até o pH de dissociacao [60].

Além do efeito do pH ha de considerar o efeito do pH no solvente. O efeito
do pH nos sistemas de solventes proticos (no caso da agua e do etanol) também é
relevante na fluorescéncia de moléculas aromaticas contendo grupos funcionais

basicos ou acidos [41,65].

5.3.3 - Avaliacao da forga idnica

A FIG. 5.12 apresenta o efeito da for¢a ibnica de uma solucéo a 0,1 mol.L
1 de NaCl do complexo BFA e BCD sobre a fluorescéncia.

As variaveis fixas foram: Temperatura em 25 £ 0,5 °C, pH em 6,0, BFA
em 7,5 ppm e BCD 0,006 mol.L.

—— F.l16nica 0,1M
—— Sem F.l6nica

Intensidade (mA)

280 300 320 340 360 380 400
Comprimento de onda (nm)

Figura 5.12: Espectros de emissdo do complexo de BFA + BCD (7,5 ppm) em
fungéo da forca ibnica.

O uso de uma solugdo de NaCl a 0,1mol.L! para avaliacdo das espécies

sobre a fluorescéncia, foi para verificar as variagdes que possam ocorrer na resposta

50



quando a agua apresenta ions em solucao, tendo em vista que o diluente do método
€ a agua. A presenca destes ions proporcionou efeito positivo na resposta, no qual,
promoveu um pequeno aumento na intensidade, de 7,199 para 8,197 mA. Tendo em
vista estes resultados, ressalta-se a importancia do uso da agua ultrapura para

aplicacdo desta técnica.
5.3.4 - Avaliagao da BCD

Considerando o equilibrio a seguir disposto na equacgao 1, sendo BFA o
BFA complexado com a BCD:

BCD + BFA = BFA (Equagéo 1)
A equacdo da constante de equilibrio € dada pela equacéo 2:

[BFA]

= [BCT[BFA] (Equacéo 2)

E sabido que a constante de equilibrio do complexo da BCD é de 10*
mol.L. Substituindo entdo na equacao 2 temos que:

FA
10%[BCD] = EETA} (Equacéo 3)

Considerando que, para haver a complexacdo de todo BFA, ou seja, que
todo BFA esteja complexado com a BCD, é necessario que a concentracdo da BCD
esteja pelo menos 10 vezes maior que a concentracdo de BFA livre. Faz-se assim
necessario utilizar uma concentracdo de pelo menos 1,0x10°3 mol.L' de BCD,

conforme substituicdo na equacao 3:

10 3 1 .
[BCD]J1o = ot 1x10° mol.L (Equacéo 4)
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Apdés a determinagcdo da concentracdo necessaria de BCD para
complexar todo BFA da curva analitica, foi incorporado a BCD nas solugbes de
trabalho de forma que a concentracao final de BCD de todas as solucdes fosse de
0,006 mol.L't, ou seja, foi utilizado o limite de solubilidade do oligossacarideo,
concentracdo estd acima da concentracdo minima que garante, portanto, a
complexacao de todo BFA.

Apos isto, foi realizado uma varredura das solucbes de trabalho no
espectrofotometro para verificar se o comprimento de onda de absor¢do maximo se
manteria em relagao as solugdes de trabalho sem BCD, como visto anteriormente.

Os dados obtidos para absorcdo neste novo experimento estao

apresentados na FIG. 5.13.

— 7,5 ppm
4,0 —— 15 ppm
22,5 ppm

Abs.

200 250 300

Comprimento de onda (nm)

Figura 5.13: Sobreposicéo dos espectros na regiao do UV-Vis das solucdes de
trabalho de BFA com 0,006 mol.L* de BCD.

Os dois Amax foram 278 e 226 nm, variando apenas em 1 nm em relagcao
ao teste anterior. Esta pequena diferenca foi devida as configuracbes do
equipamento, em que nas primeiras analises o passo de obten¢édo dos espectros foi
menor em relagcédo a esta. Portanto, considera-se que a formagdo do complexo de
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inclusdo com a nova concentragédo de BCD néo alterou os espectros de absor¢éao do
BFA na regido do UV-Vis. Destas mesmas solucdes foi realizada a leitura da
fluorescéncia. A FIG. 5.14 (a) apresenta a sobreposi¢cdo dos espectros de emissao
para as solucdes de trabalho de BFA com BCD a 0,006 mol.Lt e a FIG. 5.14 (b)
apresenta a comparagdo entre 0s espectros de emissdo para as solugbes de
trabalho de BFA sem e com 0,006 mol.L* de BCD.
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Figura 5.14: (a) Sobreposicao dos espectros de emissao das solucdes de trabalho
de BFA com 0,006 mol.L* de BCD (b) Intensidade de fluorescéncia de BFA sem e
com 0,006 mol.L* de BCD.

Nota-se um aumento na resposta de 32 vezes. Comportamento
semelhante foi observado na literatura. A intensidade da fluorescéncia foi
aumentada quando a concentracdo de BCD foi de 0,0 a 9,0x10° mol.L? [66]. A
fluorescéncia aumentou de 192,2 para 397,4 AU variando a concentragdo de BCD
de 0,0 a 0,6 mol.L? [50].

A inclusdo em CDs exerce um efeito profundo nas propriedades fisico-
quimicas das moléculas hdspedes, uma vez que sao temporariamente bloqueadas
ou enjauladas dentro da cavidade hospedeira, dando origem a modificacbes
benéficas das moléculas hdéspedes, que de outro modo ndo seriam alcangaveis.
Estas propriedades sdo: melhoramento da solubilidade de héspedes altamente
insollveis, estabilizacdo de hospedes labeis contra os efeitos degradantes da
oxidacgao, luz visivel ou UV e calor, controle de volatilidade e sublimagéo, isolamento
fisico de compostos incompativeis, separacdo de compostos enantibmeros pela
aplicacdo de CDs nas fase estacionarias de colunas cromatograficas, modificacdo
do sabor mascarando os sabores odores desagradaveis e liberacdo controlada de

drogas e sabor. Por conta disto, as CDs sdo muito utilizadas em alimentos, produtos
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farmacéuticos, cosmeéticos, protecdo ambiental, bioconversdo, embalagem e
industria téxtil [49].

5.4 - ESTUDO MULTIVARIADO

5.4.1 - Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 23

Visando avaliacdo do efeito das variaveis criticas do processo de
quantificacdo, foi aplicado um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)
23 (com 8 ensaios, 6 pontos axiais e 3 pontos centrais, totalizando 17 ensaios), no
qual, foi avaliado a influéncia das variaveis pH, temperatura e forca ibnica, com a
concentracdo da BCD mantida no seu limite de solubilidade, sobre a resposta em
intensidade de fluorescéncia.

Para a realizacdo do planejamento, a solucdo de BFA foi fixa em 22,5
ppm e a de BCD de 0,006 mol.Lt. O preparo de todas as solucdes e a leitura das
mesmas no espectrofluorimetro foram realizadas de forma aleatéria, e o
erro/variagdo do equipamento foi na segunda casa apos a virgula.

Para a realizacdo das variagcdes da temperatura, foi acoplado um banho
termostatico no porta cubeta do espectrofluorimetro, de forma que, as leituras sé
foram realizadas quando a temperatura da amostra na cubeta entrou em equilibrio
com a temperatura do banho, por meio do monitoramento da mesma com
termbmetro acoplado ao sistema.

Os pHs foram variados pelo tamponamento das amostras com solucéo de
fosfato de sodio dibasico e de potassio monobasico.

Para variacao da forca idnica, foi adicionado NaCl nas solucdes, de forma
gue a concentracgao final fosse a de interesse.

A matriz de ensaio com o0s niveis reais e codificados das variaveis
estudadas no DCCR estao apresentados na TAB. 5.3, assim como a resposta em

area (integral dos espectros de emissao).
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Tabela 5.3: Variaveis do DCCR 23 com valores reais (entre parénteses) e
codificados das variaveis estudadas sobre a fluorescéncia de BFA.

Ensaio pH2 Temp® Flc Aread Area predita® R(-,E?:tsi\\/ltl)czos/o)f
1 1(50) -1(20,0) -1(0,014) 113,912 105,57 7,32
2 1(7,00 -1(20,0) -1(0,014) 105122 105,57 -0,43
3 1(50)  1(30,0) -1(0,014) 116,150 105,57 9,11
4 1(7,00  1(30,0) -1(0,014) 95960 105,57 -10,02
5 1(50) -1(20,00  1(0,054) 120,172 105,57 12,15
6 1(7,00 -1(20,0) 1(0,054) 106,820 105,57 1,17
7 1(5,0)  1(30,0) 1(0,054) 114,322 105,57 7,66
8 1(7,00  1(30,0) 1(0,054) 97,789 105,57 7,96
9 -1,68(4,3) 0(250) 0(0,034) 71,405 87,76 22,91
10 +1,68(7,7) 0(250)  0(0,034) 97,325 87,76 9,83
11  0(6,0) -1,68(16,6) 0(0,034) 120,322 115,31 4,17
12 0(6,00 +1,68(33,4) 0(0,034) 107,297 115,31 7,47
13 0(60) 0(250) -1,68(0,000) 112,884 115,31 215
14 0(60) 0(250) +1,68(0,068) 111,458 115,31 3,46
15  0(6,0)  0(250) 0(0,034) 114,364 11531 -0,83
16 0(60) 0(250)  0(0,034) 117,523 115,31 1,88
17 0(6,0)  0(250) 0(0,034) 115211 115,31 -0,09

apH; "temperatura (°C); ¢forca idnica (mol.L™);

9Resposta em area (integral da banda);

¢Valores de area preditos pelo modelo;

f Desvio Relativo= ((Y - Y)/Y)*100; onde Y= resposta experimental e Y= resposta
prevista pelo modelo.

Preferiu-se a utilizacdo da area (integral do espectro de emissdo) como
resposta ao invés da intensidade de fluorescéncia, pelo fato de que, qualquer desvio
gue pudesse provocar o deslocamento da banda, o uso da integral corrigiria, € a
resposta seria corrigida.

Pode-se verificar que a resposta da fluorescéncia, em éarea, variou de
71,405 a 120,322. Os pontos centrais apresentaram desvio padréo relativo (DPR) de
+ 1,41. Segundo a AOAC - Appendix F: Guidelines for Standard Method
Performance Requirements, para o nivel de concentracdo de 10° de fracdo de
massa, a DPR preconizada € de, no maximo, 7,3 [67]. Considerando o nivel de
concentracdo da amostra, 0s pontos centrais indicaram que houve uma boa
repetibilidade.

Pela andlise do planejamento, constatou-se que quando as variaveis forca
ibnica e temperatura estavam fixas no ponto central e o pH passou do nivel -1,68
para o +1,68, houve efeito positivo na resposta. Todas as vezes que o pH passou do
nivel -1 para o +1, independente dos niveis das demais variaveis, o efeito foi

negativo.
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Em relacdo a temperatura, quando mesma passou do nivel —1,68 para o
nivel +1,68 com as demais variaveis fixas no ponto central, houve efeito negativo.
No geral, verificou-se que a baixa temperatura apresentou efeito positivo na resposta
(niveis -1 e -1,68).

Em relacdo a forga idnica, quando a mesma passou do nivel —1,68 para o
+1,68, com as demais varidveis fixas no ponto central, ndo houve mudanca na
resposta (dentro do DPR). E possivel constatar que as maiores respostas ocorreram
guando a faixa de estudo do pH estava nos niveis -1 e 0 e a temperatura entre os
niveis —1 e -1,68. Os niveis da forga ibnica aparentemente, ndo contribuiram para o
aumento ou decréscimo da resposta (dentro do erro dos pontos centrais).

Para confirmar se tais efeitos foram significativos ou ndo, determinou-se
sua significancia a 95% de confianca. A TAB. 5.4 apresenta os efeitos das variaveis

e sua significancia, sobre a resposta integral da banda de emisséo da fluorescéncia.

Tabela 5.4: Andlise dos efeitos das variaveis do planejamento 23 sob a
fluorescéncia.

Efeito® Erro t-valor p-valor

Média 115,29 6,51 17,7 <0,0000*
pH(L) -2,25 6,12 -0,37 0,7246

pH(Q) -19,48 6,75 -2,89 <0,0234*
Temp (L) -6,4 6,12 -1,05 0,3304
Temp (Q) 1,38 6,75 0,21 0,8432
FI (L) 0,82 6,12 0,13 0,8978
FI (Q) 0,22 6,75 0,03 0,9745
pH*Temp -3,65 8,00 -0,46 0,6623
pH*FI -0,23 8,00 -0,03 0,9782
Temp*Fl -1,99 8,00 -0,25 0,8107

a0s efeitos sdo apresentados em area; *p<0,05.
L- termos lineares; Q- termos quadraticos.

Considerando um nivel de significancia de 95% de confianc¢a, verificou-se
que apenas o termo quadratico da variavel pH apresentou efeito significativo (p <
0,05). As demais variaveis e as interacdes entre elas ndo apresentaram efeito
significativo, na faixa estudada, sobre a resposta (p = 0,05).

Dizer que apenas o termo quadratico da variavel pH foi significativo,
significa dizer que os niveis de -1,68 a +1,68 apresentaram efeito negativo, de -
19,48 em éarea, significativo na resposta, e que 0s niveis de -1 a +1 nao

apresentaram efeito significativo.
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Em relagdo as demais variaveis, a 95% de confianga seu efeito ndo foi
significativo. Porém, analisando o planejamento, verificou-se uma variacdo na
resposta de alta amplitude (71,405 a 120,322), sempre quando houve mudanca das
variaveis pH e temperatura, diferentemente da forca ibnica. Além disto, na pratica,
verificou-se um impacto muito grande da temperatura na resposta, além do que,
sabe-se que a temperatura € uma variavel muito importante a se considerar quando
se trabalha com a fluorescéncia de compostos, ja que a variagdo da mesma
promove o aumento ou a diminuicdo dos relaxamentos vibracionais e perda de
eficiéncia por processos nao radiativos.

Apesar da temperatura nao apresentar significancia, seu impacto visto na
pratica indica trabalhar na melhor condicdo operacional, ou seja, nas menores
temperaturas, pH nos termos lineares e auséncia da Fl.

ApoGs a avaliagdo do efeito das variaveis sobre a resposta, foi possivel
obter o modelo que representa o processo de quantificacdo em funcédo das variaveis

estudadas. Os coeficientes obtidos estdo apresentados na TAB. 5.5.

Tabela 5.5: Coeficientes de regressdo do modelo quadratico para a resposta
intensidade de fluorescéncia.

Regresséo Erro t-valor p-valor

Média 115,29 5,56 20,75 0,0000*
pH (L) -1,12 2,61 -0,43 0,6762
pH (Q) -9,74 2,88 -3,39 0,0069*
Temp (L) -3,2 2,61 -1,22 0,2481
Temp (Q) 0,69 2,88 0,24 0,8146
FI () 0,41 261 0,26 0,8790
FI(Q) 0,11 2,88 0,03 0,9689

*p<0,05. L- termos lineares; Q- termos quadraticos.

Foi mantido no modelo os coeficientes significativos e obteve-se a
equacao (5), que representa 0 modelo quadratico da fluorescéncia em fungcédo das
variaveis estudadas. Para avaliacédo da significancia do modelo, foi realizado o teste
da ANOVA (TAB. 5.6) e também analise dos residuos. Os parametros néao
considerados no modelo, ou seja, nao significativos, foram incorporados aos

residuos para o calculo da analise de variancia (ANOVA), apresentada na TAB. 5.6.

y = 115,29 - 9,74pH? Equacéo (5)
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Tabela 5.6: ANOVA do modelo quadratico para area fluorescéncia.
gl SQP MQ¢ Fcal Ftab P - Valor
Regressao 6 1442,90 240,48 2,59 3,22 0,0886
Residuo 10 929,70 92,97
Total 16 2372,60 148,29
agraus de liberdade; P soma de quadrados; ¢ quadrados médios.

Considerando as hipoteses nula e alternativa:

Ho: Regressao nula; todos os regressores sao iguais a zero;

H1: Regressdo ndo nula; dados regressores diferente de zero;

Como o Fcalculado para a regresséao foi menor que o Ftabelado, aceita-se
a hipbtese nula e rejeita-se a hipoétese alternativa. Logo os dados experimentais ndo
se ajustaram aos dados obtidos pelo modelo e ndo podemos afirmar que a
guantidade de variacdo devida ao modelo é significativamente maior que a variacao
ndo explicada (residuos), ndo sendo possivel construir a superficie de resposta.
Assim, como a ANOVA néo foi significativa, ndo foi possivel mostrar uma equacéo
de modelo de segunda ordem para este projeto.

Assim, como mencionado anteriormente, a faixa ideal de pH para a maior
resposta em fluorescéncia ocorreu nos termos lineares de -1 a +1, ou seja, na faixa
de 5,0 a 7,0, ja que o efeito negativo dos termos quadraticos foi significativo. Além
disto, a melhor condicao operacional da temperatura foi nas menores temperaturas,
pois as maiores respostas estdo nos niveis inferiores -1 e -1,68. Assim, uma faixa de
16,6 a 20 °C indicam uma melhor condicdo operacional. Como a forca i6nica nao
apresentou nenhuma condicdo operacional impactante nem significativa, na faixa
estudada, sua auséncia ou presenca apresentou-se irrelevante.

Portanto, a melhor condicdo operacional foi nas menores temperaturas,
auséncia da FlI e pH nos termos lineares. A indicacdo de uma faixa 6tima das
variaveis € mais interessante do que apenas um valor pontual, visto que se pode
admitir uma variacdo nas varidveis estudadas ao redor dos valores oOtimos,
mantendo-se ainda, o processo na condi¢éo otimizada [68].

A FIG. 5.15 apresenta a sobreposicdo dos espectros de emissao obtidos

na conducao do planejamento experimental.
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Figura 5.15: Sobreposicéo dos espectros de emisséo do planejamento experimental
23,

A fim de verificar o porqué de a variacdo dos residuos ser
significativamente maior do que a variacdo devido ao modelo, foi realizado uma
avaliacdo dos residuos (que é diferenca entre os dados experimentais e o tedrico
predito pelo modelo).

A FIG. 5.16 apresenta o grafico dos residuos. Observou-se que em um
ponto o ajuste do modelo apresentou um erro maior em relacdo aos demais pontos,
gue é referente ao ensaio 9 do planejamento, onde o desvio relativo foi maior para
este ensaio (como visto na TAB. 5.3). Este maior desvio, em relacdo aos demais,
ocorreu quando a variavel pH passou do nivel 1 para o — 1,68, e nesta variacao o
ajuste do modelo nao foi adequado.

Por conta disto, foi realizado o teste de Grubbs para a deteccéo de

outiliers nos residuos, para confirmar, se de fato, este ensaio é um outilier.
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Figura 5.16: Gréfico de residuos do ajuste do modelo quadratico.

Assim, para avaliagdo dos residuos, foi aplicado o teste Grubbs para a

deteccdo de outiliers nos residuos. Este teste tem a finalidade de verificar a

presenca de valores extremos em observacdes amostrais. Valores extremos podem

ser considerados como manifestacdes da variabilidade aleatoria inerente aos dados,

ou apenas um erro no célculo durante o recolhimento dos dados e até mesmo uma

anotacdo precipitada pelo operador. No teste de Grubbs, € usado a seguinte

estatistica [69]:

G calculado = (xi- T) /S

Em que:

Xi € uma observagdo da amostra X, X2,...,Xn;

T @ a média amostral;

S é o desvio padrao amostral,

A estatistica testa as seguintes hipoteses:

Equacéo (6)

Ho: xi € uma observagéo considerada valor extremo;

Hi: xi ndo € uma observacédo considerada valor extremo;

Rejeitamos a hip6tese Ho, com nivel de significancia a, se G calculado =

G critico. O valor de G critico é o valor critico baseado na distribui¢cdo de Z.
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A TAB. 5.7 apresenta a avaliacao dos residuos e a TAB. 5.8 a avaliacdo

do teste de Grubbs.

Tabela 5.7: Teste Grubbs.

Ensaio Teorico Experimental Residuo Valor G G tabelado

1

O oOoO~NOOLh~WN

105,57
105,57
105,57
105,57
105,57
105,57
105,57
105,57
87,76
87,76
115,31
115,31
115,31
115,31
115,31
115,31
115,31

113,91
105,12
116,15
95,96
120,17
106,82
114,32
97,79
71,41
97,33
120,32
107,30
112,88
111,46
114,36
117,52
115,21

7,32
-0,43
9,11
-10,02
12,15
1,17
7,66
-7,96
-22,91
9,83
4,17
-7,47
-2,15
-3,46
-0,83
1,88
-0,09

0,85
0,04
1,06
1,13
1,40
0,15
0,89
0,90
2,61
1,14
0,49
0,84
0,23
0,38
0,08
0,23
0,00

2,47

Tabela 5.8: Tabela Grubbs.

Alfa 0,05
Tamanho 17
Valor signf. 0,003
Graus Liberdade 15
t-critico 3,21
G-critico 2,47

A FIG. 5.17 apresenta a avaliacao gréafica do teste G para a deteccao

de outliers nos residuos.
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Figura 5.17: Avaliag&o residuos teste G.

Verifica-se que o ensaio 9 € um valor extremo, sendo este ensaio a
variavel pH no nivel — 1,68 que apresentou a menor resposta do planejamento.

Em analise de regressdo, a resposta observada de alguns casos pode
nao corresponder ao modelo ajustado aos dados, neste caso, dizemos que esta
resposta € um outlier ou valor extremo. No caso do ensaio 9, este ensaio
possivelmente foi detectado como outilier pela devida variagdo brusca do processo,
onde viu-se que o pH tem muito efeito sobre a resposta, e 0 modelo quadratico ndo
ajustou-se muito bem para este ensaio, do que em relacdo aos demais ensaios. E
possivel confrontar este valor também como o0s desvios relativos do modelo
apresentados na TAB. 5.3, que para o ensaio 9 foi de aproximadamente que 23%.

Esta condicdo invalidou o modelo obtido, pois como apresentado no teste
da ANOVA, a variacdo devida ao modelo nao foi significativamente maior que a
variacdo nao explicada (residuos). Se o modelo fosse melhor ajustado para o ensaio
9, obter-se-ia um R? ou variacédo explicada mais préximo de 100, e seria possivel de
obter a superficie de resposta.

O né&o ajuste do modelo é tdo visivel no ensaio 9 que se verifica a mesma
resposta predita pelo modelo para os niveis -1,68 e 1,68 (TAB. 5.3), sendo o
resultado experimental totalmente diferente, divergindo ndo s6 com este, mas
também com o calculo de efeitos apresentado na TAB. 5.4, onde foi visto uma
variagao significativa e negativa no nivel quadratico, variacdo esta que o modelo

deveria predizer.
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5.5 — VALIDACAO DA METODOLOGIA ANALITICA

5.5.1 — Ajuste modelo linear

Apés avaliacdo do efeito das variaveis pelo planejamento experimental,
realizou-se a determinagdo da curva padréo, para avaliagdo da linearidade, nas
regides 6timas que promoveram o aumento da resposta.

Assim, as leituras das solucfes da curva padréo foram realizadas na faixa
de temperatura de 16,6 a 19 °C, com o pH das soluc¢des fixo em 6,0 (dentro da faixa
linear de 5,0 a 7,0) e na auséncia da forca idnica.

A linearidade foi verificada através de uma curva analitica de 7 niveis
equidistantes e 3 réplicas de cada nivel, compreendendo o intervalo de 7,5 a 75,0
ppm. Desta forma, foi abrangido o intervalo para avaliagdo da amostra em
concentracbes de 7,5 a 75 pg.mL?! do analito de interesse. A curva padrdo foi
constituida a partir de uma solucdo estoque de concentracdo de 150 ppm e diluida
para sete niveis, transferindo os volumes conforme TAB. 5.9 para baldo volumétrico
de 10 mL.

Para manter o pH das solugcbes constante, as amostras foram
tamponadas com tampdo fosfato de sodio dibasico e fostato de potassio
monobasico, de forma que o pH final fosse 6,0. A concentracdo da BCD foi mantida

no limite de solubilidade.

Tabela 5.9: Curva calibracéo 1.

Nivel Volume Concentragao BFA

Pipetado* (mL) (ppm)

1 0,50 7,50

2 1,25 18,75

3 2,00 30,00

4 2,75 41,25

5 3,50 52,50

6 4,25 63,75

7 5,00 75,00

* Volume pipetado da solugéo estoque 150 ppm.
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As leituras foram realizadas de forma aleatéria e os dados obtidos estdo

apresentados na TAB. 5.10 e a curva analitica na FIG. 519.

Tabela 5.10: Linearidade 1.

Nivel*

Resposta**

DPR

Espec.***

7,50

7,346
7,186
7,346

1,27

3,7

18,75

16,999
16,802
16,889

0,58

30,00

24,108
23,164
22,939

2,65

41,25

26,564
26,869
26,965

0,78

52,50

25,474
25,746
26,484

2,02

63,75

22,474
22,538
22,137

0,96

75,00

20,132
20,709
19,971

191

2,7

* ppm; ** Intensidade de fluorescéncia (mA); **Conforme recomendacao para
reprodutibilidade para fracdo de massa 10° e 10 [67].

O novo modelo obtido ndo apresentou mais variacbes entre 0S mesmos

niveis como obtia-se anteriormente, confirmando que as variaveis temperatura e pH

sao criticas para modelagem do processo e que seu controle faz-se necessario. Isto

foi confirmado por meio da DPR de cada nivel da curva, conforme TAB. 5.10, que

atendeu a especificacdo, além da verificacdo no momento da andlise a reproducéo

das leituras de cada cubeta.

ApoGs a obtencdo dos dados experimentais da linearidade, levantou-se a

curva analitica, apresentada na FIG. 5.18.
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Figura 5.18: Curva analitica obtida no espectrofluorimetro.

Como pode ser visto na FIG. 5.18, nado foi obtido um modelo linear e sim
uma curva exponencial, verificando-se que a faixa de estudo estava fora da faixa
linear do equipamento (7,5 — 75 ppm) indicando que as concentragcdes estavam
altas. Os trés primeiros pontos da curva davam indicio de um comportamento linear,
por conta disto, foi expandido uma nova faixa de trabalho dentro destes 3 pontos.

Os efeitos de filtro interno também podem ser observados na FIG. 5.18,
que é quando o feixe de excitacdo ndo consegue excitar todas as moléculas devido
as altas concentracdes, e a emissdo das que foram excitadas ndo sdo detectadas,
pois acabam por excitar as moléculas que ndo foram excitadas anteriormente. Este
comportamento pode ser visualizado no decaimento da resposta na curva.

Por conta, disto, uma nova faixa de concentragéo de estudo foi proposta:
7,5 a 26,25 ppm. A curva constituiu-se de 7 pontos equidistantes entre si, a partir de
3 solucdes maes a 150 ppm. As diluicbes foram realizadas conforme a TAB. 5.11

para baldo volumétrico de 10 mL.
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Tabela 5.11: Curva calibracéo 2.

Nivel _. Volume Concentragao BFA

Pipetado* (mL) (ppm)

1 0,25 3,75

2 0,50 7,50

3 0,75 11,25

4 1,00 15,00

5 1,25 18,75

6 1,50 22,50

7 1,75 26,25

* Volume pipetado da solugéo estoque 150 ppm.

As leituras foram realizadas de forma aleatéria e os dados obtidos estdo

apresentados na TAB. 5.12 e a curva analitica na FIG. 5.19.

Tabela 5.12: Linearidade 2.
Nivel* |Resposta**| DPR | Espec.***
3,926
3,75 3,909 0,45 3,7
3,944
7,346
7,50 7,696 2,70
7,346
10,890
11,25 10,933 0,32
10,864
14,169
15,00 13,975 0,69
14,073
16,802
18,75 16,420 1,54
16,319
19,381
22,50 19,036 1,30
19,523
21,905
26,25 21,378 1,35
21,865

* ppm; ** Intensidade de fluorescéncia (mA); ***Conforme recomendacéo para
reprodutibilidade para fracdo de massa 10° e 10 [67].

2,7

O novo modelo obtido também n&o apresentou mais variacdes entre o0s
mesmos niveis, confirmando novamente que o controle das variaveis pH e

temperatura faz-se necessario, conforme DPR de cada nivel da curva.
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Apds a obtencdo dos dados experimentais levantou-se a curva analitica,
apresentada na FIG. 5.19, onde se verificou a faixa linear.
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Figura 5.19: Faixa linear da curva de emissao de BFA + 3CD.

Para atestar a significancia do modelo linear os dados foram tratados com
o auxilio do software Stat Camp do portal Action — item validacdo analitica -
Linearidade [69].

A comprovacao da significancia do coeficiente angular € fundamental para
que seja demonstrada a linearidade do método. Tal avaliagéo é realizada por meio
do teste F da andlise de variancia (ANOVA). A ANOVA permite avaliar se uma
determinada reta de regressdo estimada explica satisfatoriamente a relacéo
existente entre a concentracao e a resposta, e também, apresenta fatores diferentes
para o célculo, dependendo do método utilizado (método dos minimos quadrados
ordinarios - MMQO ou método dos minimos quadrados ponderados - MMQP) [70].

A ANOVA ¢ realizada por meio da avaliacdo de todas as fontes de
variagéo do sistema:

v' Regressédo: variagdo das respostas analiticas em relacdo ao centroide
(amplitude do modelo);

v' Residuos: variagdo das respostas analiticas reais em relacdo ao modelo
(erros);

v' Total: soma das variacfes da regressao e dos residuos.
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Para que seja comprovado que y realmente varia em funcdo de x
(comprovacdo fundamental para a linearidade), € necessario demonstrar que a
variacdo devida a regressao (modelo) é suficientemente maior que a devida ao erro
(residuos) [70].

Sendo assim, para avaliar a significancia do modelo obtido, foi utilizado o
teste F da ANOVA para testar as seguintes hipoteses:

Ho: coeficiente angular igual a zero;

Hi: coeficiente angular diferente de zero.

A TAB. 5.13 apresenta a ANOVA para o modelo linear.

Tabela 5.13: ANOVA modelo linear.
gld  SQP MQ¢ Fcal Ftab p-Valor
Regressdo 1 731,86 731,86 2623,35 4,54 0,0000*
Residuo 19 5,30 0,28
Total 20 737,16 732,14
* p<0,05 2graus de liberdade; » soma de quadrados; ¢ quadrados médios.

Como Fcalculado da ANOVA foi significativo e maior que o Ftabelado,
nao se rejeitou a significancia do modelo linear ao nivel 5%. Logo, aceitou-se a
hipétese alternativa de que o coeficiente angular é diferente de zero e rejeitou-se a
hip6tese nula.

O intercepto (coeficiente linear) também foi avaliado. A avaliagdo do
coeficiente linear pode trazer informacédo importante, dependendo do método que
estd sendo validado. Recomenda-se que seja verificado, por meio do teste t, se o
coeficiente linear é ou ndo estatisticamente diferente de zero [70].

Assim foi utilizando a estatistica t de Student e que foram testadas as
hipoéteses:

Ho: intercepto (coeficiente linear) igual a zero;

Hi: intercepto diferente de zero.

A TAB. 5.14 traz as estimativas dos parametros (coeficientes de

regressao) e também a estatistica t:

Tabela 5.14: Estimativa dos coeficientes e andlise do intercepto.
Estimativa Desvio Padrdo Estatt p-valor

Intercepto 1,6638 0,2567 6,4802 0,0000*
Nivel 0,7815 0,0153 51,2187 0,0000*
* p<0,05
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Como p-valor do teste t € menor que 0,05, ndo se rejeitou a significancia
do intercepto ao nivel 5%.

E esperado que o coeficiente linear ndo seja estatisticamente diferente de
zero. Caso ele seja, € importante fazer uma avaliagdo do impacto deste resultado na
linearidade do método. Recomenda-se considerar, entre outros fatores, o valor do
coeficiente linear em relagdo as concentracdes testadas e a possivel interferéncia do
diluente ou de outras substancias no sinal analitico que esta sendo avaliado. Em
geral, a linearidade do meétodo precisara ser reavaliada quando o valor do
coeficiente linear for estatisticamente diferente de zero e tiver magnitude significativa
para o sinal analitico na concentracao de trabalho. Além disso, caso seja encontrado
intercepto estatisticamente diferente de zero e com magnitude significativa frente as
respostas analiticas, é recomendavel que se utilize uma curva analitica ao invés de
um ponto Unico para padronizac¢do na rotina de analise [70].

Para avaliacdo do grau de proporcionalidade entre a variavel explicativa e
a variavel resposta, foi obtido o coeficiente de correlacdo de Pearson, apresentado
na TAB. 5.15.

Tabela 5.15: Medida descritiva da qualidade do ajuste.

Desvio Padrdao Graus de 9 Coeficiente
dos Residuos Liberdade de Correlacéo
0,5282 19 0,9928 0,9964

Como o coeficiente de correlacédo foi de 0,9964, constatou-se que existe

uma relagdo linear adequada.

5.5.1.1 Andlise dos residuos do modelo linear

Apos a verificacdo do ajuste do modelo linear, foi realizado o diagndstico
dos residuos. As andlises estatisticas para os residuos compreenderam o0s
seguintes teste:

v' Teste de Anderson-Darling para a normalidade, ou seja, para verificar se 0s
residuos seguem uma distribuicdo normal;

v' Teste de Breusch Pagan para avaliagdo da homocedasticidade (variancias
constantes);

v" Andlise dos residuos padronizados e/ou studentizados, para verificacdo de

valores aberrantes ou pontos extremos na resposta;
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v Avaliagdo dos pontos influentes por meio dos testes: Distancia de COOK,
DFBETA e DFFITS.

Para averiguar a normalidade foi aplicado o teste de Anderson-Darling,
apresentado na TAB. 5.16, assumindo as seguintes hipéteses:
Ho: Os residuos seguem uma distribuicdo normal;

Hi: Os residuos ndo seguem uma distribuicdo normal.

Tabela 5.16: Teste de Normalidade.
Estatistica P-valor
Anderson-Darling  0,3531  0,4313

Como o p-valor de 0,4313 do teste de Anderson-Darling € maior que 0,05,
nao se rejeitou a hipotese de normalidade dos residuos ao nivel de confianca de
95%. Portanto, os residuos seguem uma distribuicdo normal.

Para avaliacdo da homocedasticidade, ou seja, se as variancias sao
constantes, foi aplicado o teste de Breusch Pagan para atestar as hipoteses:

Ho: Variancias dos niveis sao iguais;

Hi: Pelo menos uma variancia diferente.

A TAB. 5.17 apresenta o teste de Teste de Breusch Pagan.

Tabela 5.17: Teste de homocedasticidade.
Estatistica GL P-valor
0,0034 1 0,9537

Como P-valor de 0,9537 do teste de Breusch Pagan é maior que 0,05,
nao se rejeitou a hipdtese de igualdade das variancias ao nivel de significancia de
5%. Ou seja, aceitou-se a hipétese nula que diz que o modelo € homocedastico, e a
variancia € constante para todos os niveis.

Para escolha do método a ser utilizado, deve se considerar a variancia
dos resultados de y para cada valor de x. Se a variancia de y for constante (situagao
denominada homocedasticidade), pode-se utilizar o MMQO. Caso sejam observadas
alteracbes de varidncia de y (situacdo denominada heterocedasticidade), é
recomendavel que se utilize o MMQP, pois a utilizagdo do MMQO poderé gerar

resultados tendenciosos [70].
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Como as variancias apresentaram-se constantes, foi correto utilizar a
estimacgéo dos coeficientes do modelo pelo MMQO.

Os valores extremos na resposta também foram verificados por meio da
avaliacdo dos residuos padronizados e dos residuos studentizados. Como critério,
geralmente é considerado valores extremos na resposta as observagbes com
residuos padronizados e/ou studentizados maiores que 3 [69].

A FIG. 5.20 (a) apresenta os residuos padronizados e a FIG. 5.20 (b) os

studentizados.
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Res. Studentizado vs Valores Ajustados
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Figura 5.10: Andlise residuos padronizados (a) e residuos studentizados (b).

Pela avaliagdo grafica da FIG. 5.20, ndo foram detectados valores
extremos nos residuos, portanto, nenhuma observacdo apresentou grandes

afastamentos das demais da série de dados, indicando que o ajuste do modelo foi

equivalente para todas as observacoes.
Um resumo da andlise dos residuos, de forma grafica, € apresentado na

FIG. 5.21.
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Histograma dos Residuos
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Figura 5.21: Grafico da Anélise dos Residuos.

O histograma dos residuos, em concordancia com o teste de Anderson-

Darling, afirma que os residuos seguem uma distribuicdo normal, sendo o peso das

caudas menores que do centro. O grafico de QQ-Plot mais o grafico de residuos

versus valores ajustados indicam que ndo h& presenca de valores aberrantes ou

outliers.

E por fim, o ultimo gréfico de residuos versus ordem de coleta, avalia a

independéncia das observacdes, ou seja, se ndo ha tendéncia no momento do

preparo ou da analise. Para esta avaliacdo, faz-se necessario que os dados sejam

analisados na ordem de preparo, para ndo comprometer a integridade do teste.

Como os mesmos apresentam-se aleatdrios em torno do eixo central, aceitou-se que

as observacgdes ndo seguem uma tendéncia, sendo, portanto independentes.

5.5.1.2 Avaliagao de pontos influentes

Um ponto é denominado de influente se a sua exclusdo do ajuste da

regressdo causa uma mudanca substancial na analise de regressédo (nos valores
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ajustados ou nas estimativas dos coeficientes do modelo). Ocasionalmente algumas
observacbes exercem grande influéncia na determinacdo dos coeficientes de
regressdo do modelo e tais observacdes sdo as denominadas observacdes
influentes [69].

Um ponto influente ndo € necessariamente um outlier. A deteccdo de
observacfes atipicas deve ser considerada simultaneamente com a detec¢cdo das
observacdes que exercem grande influéncia na determinacdo dos coeficientes de
regressao do modelo. Por isso, técnicas foram desenvolvidas para identificar essas
observacdes influentes, sendo elas a distancia de COOK, DFBETA e DFFITS. A
férmula de calculo e aos critérios andlise dos pontos influentes estdo apresentadas
na TAB. 5.18. As especificacBes foram definidas considerando amostras grandes
[69].

Tabela 5.28: Critérios avaliacdo de pontos influentes.

Diagnostico Formula Valor
DFFITS  2*raiz ((p+1)/n) 0,62
DCOOK 4/n 0,19
DFBETA 2/raiz(n) 0,44

O DFBETA (TAB. 5.20) avalia a influéncia do ponto no coeficiente angular
do modelo. O DFFITS (TAB. 5.21) avalia a influéncia do ponto no ajuste da curva. A
distancia de COOK (TAB. 5.22) avalia ponto de alavanca com residuo padronizado
alto (FIG 5.23). Os pontos influentes detectados estdo dispostos nas TAB. 5.19, 5.20
e 5.21.

Tabela 5.39: Pontos Influentes (DFBETA).
Observacbes DFBETA Critério

1 0,5002 0,4364
2 0,5144  0,4364
3 0,4853 0,4364
20 -0,8175 0,4364

Tabela 5.40: Pontos Influentes (DFFIT).
Observacbes DFFITS Critério
2 -0,62 +0.62
20 -0,98 +0.62

Tabela 5.51: Pontos Influentes (DCOOK).
Observacbes DCOOK Critério

20 0,3936  0,1905
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Figura 5.32: Avaliacdo de pontos influentes.

O ponto 20 foi influente no coeficiente angular, no ajuste da curva e
alavanca. O ponto 2 foi detectado como influente no coeficiente angular e no ajuste

da curva. Os pontos 1 e 3 foram detectados como influentes no coeficiente angular.

5.5.2 — Seletividade e efeito matriz

A utilizacdo da fluorescéncia apresenta vantagens em relacdo a outros
métodos pelo fato da mesma ser muito seletiva, tendo em vista que néo sdo todas
as moléculas que apresentam fotoluminescéncia, devido ao que acontece na maioria
das moléculas, que € a liberagcdo da maior parte da energia de seu estado excitado

sob a forma de calor para seu entorno, ao invés da forma de luz [71].
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Segundo o capitulo geral da Farmacopeia Americana (USP 41), na
quantificacdo da fluorescéncia, a especificidade ou seletividade do método €
assegurada pela falta de interferéncia de outros componentes presentes na matriz
do analito [72].

Portanto, uma das maneiras de se avaliar a seletividade do método
fluorimétrico em questdo, € examinar quais componentes presentes na matriz de
estudo poderiam interferir na fotoluminescéncia. Para realizar tal avaliacdo, a agua
de torneira foi escolhida, pois a mesma pode apresentar muitos interferentes. Sendo
assim, a 4gua de torneira foi contaminada com quantidades conhecidas do analito e
avaliada a recuperacdo deste analito na presenca desta matriz complexa. A
auséncia dos interferentes da matriz garantiiam a recuperacdo do analito e,
portanto, a seletividade do método.

Portanto, a 4gua de torneira foi contaminada com uma solucdo padrao de
BFA de forma que a concentracdo final na solugdo fosse de 7,5 ppm. A
concentracdo da BCD foi fixada no seu limite de solubilidade. Uma amostra controle
(sem a presenca da matriz) também foi realizada. Destas solu¢cdes foram realizadas
as leituras no espectrofotdbmetro e no espectrofluorimetro, e os espectros sao

apresentados nas FIG. 5.23 e FIG. 5.24, respectivamente.

1,50

1,25

—— Agua torneira 7,5 ppm
—— Amostra controle 7,5 ppm

1,00

0,75

Absorbancia
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200 225 250 275 300
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Figura 5.43: Espectro UV-Vis da dgua de torneira contaminada para avaliagdo da
seletividade.
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Pela avaliagcdo qualitativa dos espectros das solugdes na regido do UV-

Vis verifica-se que algum composto apresentou absorgdo em aproximadamente 250

nm. Sendo assim, ndo foi garantida a pureza espectral para o método por

espectroscopia no UV-Vis tendo em vista que algum composto apresentou absor¢ao

na regido de absorcéo do BFA.

Porém a avaliacdo quantitativa mostrou que tal composto ndo alterou os

maximos de absorcdo do BFA, como apresentando na TAB. 5.22.

Tabela 5.62: Avaliacdo quantitativa da seletividade no UV-Vis.

Amostra Abs a 278 nm | Abs & 226 nm
Agua contaminada 0,156 0,530
Amostra controle 0,152 0,538

Os espectros de emissao destas solugdes estao apresentados na FIG. 5.24.

—— Agua contaminada 7,5 ppm
— Amostra controle 7,5 ppm
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Figura 5.54: Sobreposicédo dos espectros de emisséo da agua de torneira
contaminada para andlise da seletividade.

A andlise qualitativa dos espectros de emissdao mostrou que nao houve

nenhum outro espectro de emissdo que fosse sobreponivel ao do BFA, indicando

gue o Unico espectro foi especifico do analito de interesse. Portanto, o método
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apresentou-se seletivo para identificacdo de BFA em uma matriz complexa de agua,
apresentando, portanto, pureza espectral. Porém a andlise quantitativa mostrou
interferéncia dos componentes da matriz, que fez com que a intensidade da
fluorescéncia diminuisse e consequentemente baixa recuperacdo do BFA. A
amostra controle apresentou recuperacdo adequada (dentro dos critérios da
exatidao), como apresentado na TAB. 5.23.

Tabela 5.73: Avaliacdo quantitativa da seletividade na fluorescéncia.

Intensidade Fluorescéncia
Amostra Rec (%)
307 nm
Agua contaminada 4,592 48,35
Amostra controle 7,991 104,45

Alguns compostos tem a capacidade de promover a diminui¢cdo do sinal
da fluorescéncia. Sdo os chamados quenchers, ou a supressao da fluorescéncia que
se refere a qualquer processo que produza uma diminuicdo na intensidade da
fluorescéncia emitida por uma determinada substancia. Este efeito pode ser definido
como uma transferéncia de energia da molécula excitada, por processos nao
radiativos, para outras espécies quimicas, ditas agentes desativadores, fazendo com
gque uma parte de moléculas fluorescentes, proporcional a populacdo desses
agentes desativadores, passem para o0 estado fundamental, diminuindo o
rendimento quéantico. O quenchers é um processo colisional, e por isso, requer o
contato entre as espécies envolvidas. Em consequéncia, a magnitude dessa
desativacdo é funcdo da concentracdo dos agentes desativadores e da sua
capacidade de difusdo no meio. Os ions de oxigénio, iodeto e cloretos moleculares
séo desativadores quimicos muito frequentes [71].

Como foi visto no planejamento experimental, a variavel C (forca idnica),
ndo apresentou efeito significativo na resposta fluorescéncia. Para avaliagdo da
forca ionica, foi utilizado uma solucdo de NaCl de 0 a 0,068 mol.L. Por conta disto,
concluiu-se que o cloro ndo era um interferente da matriz.

Poderiam ser varios 0os compostos interferentes, até mesmo compostos
organicos presentes na agua que ocasionaram efeitos de filtro interno, ou seja, parte
da energia de excita¢do no fluorimetro pode ter sido absorvida por algum composto

organico, fazendo com que o rendimento quantico diminuisse (geralmente ocorre
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para compostos com absor¢cdo maior que 0,3), e consequentemente, a energia de
excitacdo nao foi suficiente para excitar toda molécula de BFA.

Portanto, verifica-se que o efeito da matriz € muito impactante na exatidao
do método. Sendo assim, faz-se necessario realizar um estudo prévio dos efeitos da
matriz na recuperacdo do BFA antes da utilizacdo do método em questdo, para
garantir que a concentragdo encontrada seja a concentragao real na amostra. Cada
matriz, mesmo a agua, apresenta componentes e interferentes diferentes que
necessitam ser avaliados antes da quantificacdo do BFA. Assim, fica a sugestao,
para futuros trabalhos, uma avaliagdo dos efeitos das diferentes matrizes para
quantificacdo do BFA por espectroscopia de fluorescéncia.

5.5.3 — Exatidao

A exatiddo é definida pelo grau de concordancia entre os resultados
individuais do método em estudo em relacdo a um valor aceito como verdadeiro. E
expressa pela relacdo percentual de recuperacdo do analito de concentracéo
conhecida adicionado a amostra ou, pela relacdo entre a concentracdo média,
determinada experimentalmente, e a concentracdo tedrica correspondente, dada

pela equacao 7:

Rec (%) = Concentracdo média experimental x 100 Equacéo (7)
Concentracgao tedrica

No caso de impurezas, a avaliacdo da exatidao € realizada pela aplicacao
do método de adicao de padréo, no qual quantidades conhecidas de impurezas ou
produtos de degradacdo s&o acrescidas a amostra e avaliada a recuperacdo do
método. Na indisponibilidade de certas impurezas ou produtos de degradacédo, a
exatiddo pode ser realizada pela comparacdo dos resultados obtidos com um
segundo método validado. Quando a exatidao é determinada a partir de um meétodo
anteriormente validado, deve-se considerar em substituicdo ao termo “concentragao
tedrica” da equacgao 7, por concentracdo do analito determinada por meio desse [53].

Deste modo, a exatiddo do método em questdo foi verificada em duas
situacdes: Pelo método de adicdo padrao e avaliacdo da recuperacao do analito, e
também, pela comparagcdo com um segundo método, no caso, a metodologia por
UV-Vis.
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A exatidao foi analisada por meio de 9 determinacdes, em 3 niveis de
concentracdo (3 réplicas de cada nivel), contemplando a faixa linear do método,
sendo elas 7,5, 15,0 e 26,5 ppm. A TAB. 5.24 apresenta 0s ensaios de exatidao,
referente as concentracbes médias experimentais determinadas em cada método, e

também, a recuperacao do analito.

Tabela 5.84: Avaliacao da exatiddo do método analitico.
[ Jtesrica® [MTD 1]> [ MTD 2]° DPR*  Rec [MTD 1]° Especificacéo

(ppm)  (ppm)  (ppm) (%) (%) (Rec %)°
7,63 7,42 6,89 5,29 97,31

15,25 15,88 15,12 3,46 104,12 90-107
26,69 25,66 25,65 0,02 96,15

! Concentracgéo corrigida pela massa;

2MTD 1 — Concentracdo média experimental obtida no espectrofluorimetro;

3 MTD 2 — Concentracdo média experimental obtida no espectrofotométro;

4 DPR das concentragées entre os métodos;

® Recuperacdo média obtida no espectrofluorimetro;

6 Conforme recomendacéo para recuperacgédo para fracdo de massa 10 [67].

A recuperacao do analito e a DPR entre as concentracdes experimentais
obtidas em ambos os métodos foi considerada satisfatoria, tendo em vista os
critérios de aceitacdo da exatiddo recomentados para o nivel de concentracdo do
analito de interesse [67]. Sendo assim, 0 método foi considerado exato.

5.5.4 — Precisao

A precisdo refere-se a proximidade entre os resultados obtidos e é
demonstrada pela disperséo dos resultados, calculando-se o desvio padrao relativo

(DPR) da série de medicdes, conforme a equacéo (8):

DPR =DP X 100 Equacéo (8)
MD

Em que:

DP - Desvio padréao das medic0es;

MD - Média das medicles;

A precisdo é verificada em dois momentos: Na repetibilidade e na

reprodutibilidade. Ambas devem expressar a proximidade entre os resultados
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obtidos da analise de uma mesma amostra, no mesmo laboratério, em pelo menos
dois dias diferentes, realizada por operadores distintos. Devem contemplar as
mesmas concentragbes e 0 mesmo numero de determinacbes descritas na
avaliacao da repetibilidade [53].

No trabalho em questdo a precisédo foi verificada pela avaliacdo da
proximidade dos resultados obtidos na exatiddo, comumente realizado para
validacdo de impurezas. Normalmente, avalia-se a precisdo na presenca da matriz
(onde vai quantificar o analito na pratica), o que nao foi possivel no trabalho em
questao, devido ao estudo que deve ser realizado dos efeitos de cada matriz que se
deseja quantificar o BFA. Ou seja, faz-se necessério realizar primeiramente a
eliminacao dos interferentes da matriz, como apresentado no item da seletividade,
para entdo avaliar a precisdo na presenca destes interferentes, s6é assim, a
avaliacdo da precisdo sera mais acurada, assim como para a reprodutibilidade.

A avaliagdo da precisdo — repetibilidade (na auséncia da matriz), é

apresentado na TAB. 5.25.

Tabela 5.95: Avaliacao da repetibilidade do método analitico.
[ Jtesricar [ Jexperimentar DPR Especificagao
(ppm)  (ppm) (%) (%0)**
7,27
7,63 7,72 3,48 5,3
7,27
16,00
15,25 15,75 0,78 5,3
15,88
25,90
26,69 25,23 1,46 5,3
25,85
* Concentragdo corrigida pela massa;** Conforme recomendacgéo para repetibilidade para
fracdo de massa 10* [67].

Tendo em vista o atendimento dos critérios recomentados para o nivel de
concentracdo do analito, considera-se que 0 método atendeu a precisdo —

repetibilidade.
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5.5.5 = Intervalo, limite de deteccdao e limite de quantificagéo

A faixa de trabalho do método analitico, ou o intervalo, foi de 3,75 a 26,25
ppm (faixa da linearidade), compreendendo a faixa de concentracdo de 0,00375 a
0,0265 mg.mL"* de BFA, sendo o intervalo onde a linearidade foi verificada.

O limite de quantificagéo (LQ) representa a menor quantidade do analito
em uma amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob
as condicbes experimentais estabelecidas. Assim, o LQ do método em questédo foi
de 7,5 ppm ou 0,0075 mg.mL? pois nesta concentracdo o método apresentou-se
preciso e exato.

O limite de deteccdo (LD) é demonstrado pela obtencdo da menor
guantidade do analito presente em uma amostra que pode ser detectado, porém,
nao necessariamente quantificado, sob as condicbes experimentais estabelecidas
[53].

Segundo esta definicdo, o LD do método é apresentado na FIG. 5.25
(utilizando a BCD no limite de solubilidade), onde foi verificado sinal do analito, sem
interferéncia de ruidos, em uma concentracdo muito baixa, de 0,03 ppb ou 3x10?
mg.mL* de BFA.
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Figura 5.65: Avaliacao do limite de deteccéo.
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Mais ajustes nos parametros do equipamento como a abertura de fenda,
poderiam aumentar a intensidade da resposta e promover a diminuicdo do ruido,
aumentando consequentemente o LD. Porém, o LD foi testado nas condi¢bes
normais do método.

Uma das formas de se determinar o limite de deteccdo para métodos
instrumentais é pela razao sinal-ruido, que deve ser maior ou igual a 2:1 [53]. Assim,
foi empregado solucdes diluidas até se obter um sinal referente ao analito com uma
area média igual a duas vezes e meio o sinal referente ao ruido para o LD. Portanto,
o sinal-ruido obtido para o LD testado foi de 2,5:1, como apresentado na TAB. 5.26,

confirmando, portanto que o LD do método foi de 0,03 ppb.

Tabela 5.106: Avaliacao do sinal/ruido.

Intensidade Fluorescéncia
(mA)
Area do analito 2.56
Area do ruido 1,03
Razao sinal/ruido 2,48

Este baixo LD so6 foi possivel devido a incorporagao da BCD no processo,
que promoveu maior rigidez molecular para o BFA por meio do encapsulamento, e

consequentemente, maior intensidade de fluorescéncia.

5.5.6 — Robustez

A robustez € um parametro realizado no desenvolvimento do método
analitico que indica a sua capacidade em resistir a pequenas e deliberadas
variacdes das condi¢des analiticas [53]. Portanto, a avaliacdo da robustez deve ser
considerada durante a fase de desenvolvimento, ndo apenas em validagéo e deve
mostrar a confiabilidade de uma analise com relacdo a variacdes deliberadas nos
parametros do método [73].

Para o caso da fluorescéncia, estas variacdes deliberadas podem incluir
variacao de pH, remocé&o do oxigénio ou contamina¢do da amostra com interferentes
por meio de um designer de experimentos [72]. Sob esta Otica, a robustez da

metodologia analitica em questdo ja foi verificada no estudo multivariado, onde,
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avaliou-se a resposta do método frente as deliberagbes nas varidveis pH,
temperatura e forga ionica.

Deste modo, o método apresentou-se robusto as deliberacbes de
temperatura e forca idnica, pois estas variaveis, dentro da faixa de estudo, nao
apresentaram efeitos significativos na resposta. Sendo assim, pode-se trabalhar com
qualquer valor destas variaveis, dentro da faixa de estudo do planejamento, sem que
ocorram alteracdes significativas na resposta, o que significa que o método se
apresentou robusto para as alteracbes destas variaveis. Porém, as analises
experimentais demonstraram que menores temperaturas proporcionam melhores
condicbes de operagdo. Sendo assim, menores temperaturas (-1,68 e -1, valores
codificados), sdo de interesse.

No caso do pH, ha uma regido 6tima para a resposta fluorescéncia, sem
que a resposta fique prejudicada, que ocorre quando a variavel pH se encontra na
faixa de -1 a +1 (valores codificados). Portanto, deliberacbes das variaveis pH na
faixa de 5,0 a 6,0 garantem a robustez do método, pois nestas faixas de

deliberacdes ndo ha diferenca significativa na resposta do método.

5.5.7 — Estabilidade das solucdes

Em relacéo a estabilidade do complexo de BFA + BCD, verificou-se que
as amostras se mantiveram estaveis por mais de 72h em solucao na geladeira. Nao
foi verificada a estabilidade das solucbes mantidas fora da temperatura de

refrigeracao.

5.5.8 — Observacdes

A vantagem do método em questdo em relacdo a outras técnicas
comumente utilizadas para quantificacdo de BFA é que a propagacdo do erro
apresenta-se menor pelo fato de uma etapa ser eliminada neste processo, que é a
derivatizacdo do BFA para quantificacdo, como feito para metodologias por CG e
para algumas por HPLC [12], pois a espectroscopia de fluorescéncia é uma técnica
muito sensivel e a incorporacdo da BCD proporcionou ainda mais o aumento dos
limites de detecc¢éo e trabalhar em faixas muito diluidas do analito de interesse sem

interferéncia de ruido.
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Dependendo da matriz que se deseja quantificar o BFA, n&o teria como
excluir a etapa de tratamento da amostra como a extragao por solventes ou extracéo
em fase soélida, como € o caso de amostra de alimentos, sangue, leite e urina
humana [12]. Porém, numa matriz aquosa (agua potavel, mineral, etc), como visto
no trabalho em questdo, talvez alguns complexantes ja seriam suficientes, o que
excluiria mais uma etapa que poderia aumentar a propagacao de erros (a avaliacado
dos interferentes da matriz sera especifico para cada amostra que se deseja

quantificar o BFA).
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6.0 - CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

6.1 — CONCLUSAO

O uso da BCD visando aumento na resposta de intensidade de
fluorescéncia do BFA foi possivel devido a ocorréncia do encapsulamento molecular
que proporcionou maior rigidez para a molécula de BFA, e consequentemente,
aumento da resposta do sinal, o qual permitiu o uso de baixo limite de deteccao
(0,03 ppb) e de quantificacdo (7,5 ppm) da metodologia proposta sem interferéncias
de ruido ou sinal analitico prejudicado.

A validacdo do método analitico seguindo as recomendacdes da ANVISA
foi considerada satisfatéria, pois a linearidade obtida da curva analitica foi excelente,
apresentando um coeficiente de correlacdo entre as variaveis de 0,996 e ajuste de
modelo adequado, por meio da avaliacdo dos residuos.

O método proposto foi considerado seletivo tendo em vista que nenhum
outro espectro se sobrepbs ao espectro do BFA, quando eliminado os interferentes
da matriz. Foi considerado preciso e exato, haja vista as recuperacfes terem-se
encontrado dentro da faixa de 96 — 107% e o maior valor de DPR de 3,5%, terem
sido bem inferiores aos recomendados pela literatura. O planejamento experimental
representou a robustez do método, indicando que ha uma faixa ideal de temperatura
e pH para se trabalhar e ndo haver variacdes analiticas.

Pelos resultados obtidos, conclui-se que a metodologia proposta pode
ser utilizada em analises de monitoramento de BFA em &guas, com alto grau de

confiabilidade.

6.2 — CONSIDERACOES FINAIS

Para quantificacdo de BFA em &gua pelo método desenvolvido, faz-se
necessario, para a complementacdo do meétodo, realizar um estudo de clean up da
amostra, ou seja, a eliminagdo dos interferentes ou os chamados desativadores da
fluorescéncia para garantir que o BFA quantificado seja exatamente a quantidade
gue se encontra na matriz. Ou seja, para cada amostra analisada, um estudo prévio

dos efeitos da matriz na recuperacéo do analito deve ser realizado.
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