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Artigo

DETERMINATION OF PACLOBUTRAZOL CONCENTRATION BY HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY
AND SPECTROSCOPY. Paclobutrazol is a plant growth retardant which is used world-wide for increasing the yield of cereal crops.

However, this compound remains active in the soil for several years and can severely affect the growth and development of subsequent
crops, mainly by reducing vegetative vigor. The aim of this work was to develop and validate methods for the determination of
paclobutrazol concentrations by both high performance liquid chromatography and spectroscopy. Both methods were satisfactory
and showed appropriately low quantification limits. The determination by spectroscopy has, however, the advantage of being a
method significantly less expensive than high performance liquid chromatography.
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INTRODUCAO

Paclobutrazol € um regulador do crescimento de plantas usado
no mundo inteiro, tanto para esta finalidade como para aumentar o
rendimento de colheitas. Entretanto, € um composto que permane-
ce ativo no solo por vdrios anos, podendo afetar o crescimento e
desenvolvimento de colheitas subseqiientes, principalmente pela
reducdo do vigor vegetativo do solo'.

A necessidade de reduzir o impacto ambiental tem despertado o
interesse cientifico para o estudo sobre a biodegrada¢do de tais mo-
léculas. A agdo dos microrganismos do solo sobre estas substincias
constitui-se em um importante mecanismo para dissipa¢do da mo-
lécula no ambiente’. Estudos em laboratdrio sobre a biodegradacao
de paclobutrazol, geralmente, sdo realizados em meios de cultura
contendo este composto em concentragdes variando entre 0,25 e 1
¢/L'3, uma vez que a quantidade utilizada no campo varia entre
0,25e 1,5 g/L.

A literatura apresenta alguns métodos para a determinagdo de
paclobutrazol ([2RS,3RS]-1-(4-clorofenil)-4,4-dimetil-2-(1H-1,2,4-
tiazolil-1)pentanol-3), que utilizam cromatografia gasosa*® ou
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplada a
espectrometria de massa®, o que torna a metodologia muito cara.

No presente trabalho foram desenvolvidos dois métodos anali-
ticos, por CLAE e por espectroscopia UV, para a determinacdo de
paclobutrazol em amostras aquosas, como por ex., aquelas prove-
nientes de experimentos de biodegradagdo deste composto, bem
como do produto comercial Cultar 250 SC, contendo aproximada-
mente 250 g/L de paclobutrazol.

PARTE EXPERIMENTAL
Material
Foi utilizado o padrdo de paclobutrazol (PBZ) da Sigma e o

produto comercial na forma de uma suspensao de PBZ (Cultar 250
SC). O metanol foi de grau cromatografico com 99,99% de pureza
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(Merck) e a agua utilizada foi de grau ultrapuro (Merck, Easy Pure).
A amostra aquosa foi um meio de cultura utilizado para investiga-
¢do da biodegradacdo de poluentes’, preparado com dgua destilada
contendo paclobutrazol (Cultar 250 SC) na concentragdo de 51 mg/
L, quantificado através da curva padrdo Sigma.

Preparo das solucoes do padrao e das amostras

A solugdo do padrdo foi preparada dissolvendo-se PBZ (Sigma)
em metanol. As solucdes de PBZ a partir do Cultar foram preparadas
diluindo-se a suspensdo em dgua, com posterior adi¢do de metanol' a
80% vlv e agitagio de 200 rpm. Apds 15 min, seguiu-se a centrifugacdo
a 11000 rpm por 5 min. O meio de cultura utilizado como amostra foi
fortificado com 51 mg/L de paclobutrazol, utilizando-se o Cultar, an-
tes da adicdo de metanol a 80% v/v. O procedimento utilizado para o
preparo da amostra fortificada foi o mesmo usado na preparagio da
solu¢do de PBZ, a partir do Cultar 250 SC.

Equipamentos

Na avaliac@o do espectro de absorcdo ultravioleta de paclobutrazol,
bem como na quantificacdo por espectroscopia, foi utilizado um
espectrofotdmetro com detecgdo por arranjo de diodo (Agilent, mo-
delo 8453). Para a quantificacdo de paclobutrazol por cromatografia
liquida de alta eficiéncia, foi utilizado um cromatégrafo da Agilent
(modelo, 1100) constituido de bomba quaterndria, injetor manual,
degaseificador e detector espectrofotométrico de absor¢do no UV/
Vis, de comprimento de onda varidvel. A coluna utilizada foi ODS,
4,6 x 250 mm x 5 um (Beckman Ultrasphere) e as condigdes de
operagdo foram fase mével dgua:metanol (10:90, v/v), elui¢do
isocratica e vazao de 0,4 mL/min.

Validacdo dos métodos

A validagio dos métodos® propostos foi obtida por meio da ava-
liacdo dos parametros de seletividade, linearidade, precisdo, robustez
e recuperagdo, para o método cromatografico e para o método
espectroscopico, utilizando os programas Microsoft Office Excel
2003 e Microcal Origin 6.0.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Seletividade

A farmacopéia americana define a seletividade de um método
analitico como sua habilidade em medir, de forma exata, um analito
na presenca de interferéncias, as quais se espera que estejam pre-
sentes na matriz da amostra®. Em geral, uma forma simples de ve-
rificar a seletividade de um método cromatogréfico ¢ observar a
presenca de picos na regido do tempo de retengdo do analito de
interesse, injetando-se um branco obtido com a mesma matriz a ser
analisada. Nesse caso, devem-se empregar varias amostras, € a au-
séncia de picos préximos ao tempo de retencdo do analito de inte-
resse deve ser observada®.

O tempo de retenc¢io do padrao de PBZ (Sigma) foi de cerca de
9 min. Para avaliar a seletividade foi injetada uma amostra do bran-
co, isto é, o meio de cultura sem a adicdo de PBZ. O branco foi
injetado quatro vezes e ndo foi registrado pico durante toda a corri-
da cromatogréfica. O método cromatografico foi, portanto, conside-
rado seletivo.

Também foi avaliado o espectro de absor¢do ultravioleta do pa-
drdo e do meio de cultura ndo contendo paclobutrazol (branco), para
a avaliagdo da seletividade pelo método espectroscépico. O método
espectroscopico também foi seletivo para a detecgéio de paclobutrazol.

Linearidade

A linearidade € a resposta obtida em fung¢@o da concentrag¢do do
analito, a qual deve ser estudada em um intervalo de concentracio
apropriado®”. A faixa linear de deteccdo que obedece a Lei de Beer
¢ dependente do composto analisado e do tipo de detector utilizado.
A linearidade foi determinada pelo coeficiente de correlacdo (R),
obtido pelo gréfico relacionado a resposta do equipamento em fun-
¢do de vdrias concentragdes do analito. O nimero minimo de pon-
tos geralmente aceito nos graficos de calibracdo varia entre 5 e 6
pontos®. As equacdes da reta sdo descritas pelas Equacdes (1) e (2),
para o método cromatografico e espectroscépico, respectivamente,
utilizando 5 pontos.

Meétodo cromatogréfico
H(mAu) = 3,5.PBZ(mg/L) + 1,2 (1)
R =0,983

Meétodo espectroscopico
ABS(Au) = 0,04.PBZ(mg/L) + 0,2 2)
R =0951

onde H ¢ a resposta do detector relacionada a altura do pico
cromatografico e A € a resposta do espectrofotometro; ambas as
medidas tém unidades de absorvancia. Foi observada linearidade
na faixa entre 1 e 10 mg/L para ambos os métodos analiticos.

Precisao

Para avaliagdo da repetibilidade do método cromatografico, uma
mesma amostra do padrdo de concentracio conhecida foi injetada
sete vezes pelo mesmo operador, nas mesmas condi¢des de opera-
¢do e no mesmo dia. A média, o desvio padrdo e o desvio padrdo
relativo das medidas do tempo de retencdo e da altura dos picos
sdo apresentados na Tabela 1.

A reprodutibilidade do método cromatogréfico também foi avali-
ada através de sete inje¢des da mesma amostra do padrio, realizadas
por dois operadores, em dois dias diferentes. A Tabela 2 apresenta a
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Tabela 1. Repetibilidade do método cromatografico para a
determinacdo de PBZ

Parametro Tempo de retengio Altura
Média 8,9 min 21 mAu
Desvio Padrao 0,0 min 1 mAu
Desvio Padrao Relativo 0,0% 5%

Tabela 2. Reprodutibilidade do método cromatogrifico para a
determinacdo de PBZ

Analista A B

Dia 1 2 1 2
Média (mAu) 21,2 21,3 21,4 20,6
Desvio Padrio (mAu) 0,5 0,1 0,5 0,7
Desvio Padrdo Relativo (%) 2 0,7 2 3

média, o desvio padrdo e o desvio padrdo relativo das medidas das
alturas dos picos apds injegdo pelo operador A ou B, no dia 1 ou 2.

A repetibilidade do método espectroscépico foi avaliada, pelo
mesmo operador e no mesmo dia, apds sete leituras da absorvancia
de uma mesma amostra do padrdo de concentracdo conhecida. A
Tabela 3 apresenta a média, o desvio padrio e o desvio padrio rela-
tivo das leituras da absorvancia.

Tabela 3. Repetibilidade do método espectroscépico para a
determinacdo de PBZ

Parametro Absorvancia (221 nm)
Média (Au) 0,22

Desvio Padrao (Au) 0,0

Desvio Padrao Relativo (%) 4
Robustez

O conceito de robustez de um método analitico € definido como
a capacidade de manter-se inalterado em pequenas variacdes nos
pardmetros do método®’. Para avaliar a robustez do método
cromatografico para determinagio do paclobutrazol, foram utiliza-
das duas formas de preparagdo da fase mével, isto €, utilizando-se
uma proveta e permitindo-se que a mistura de metanol e dgua, na
proporcado de 9:1 fosse realizada pela bomba quaterndria do sistema
cromatografico (HPLC). A Tabela 4 apresenta a média, o desvio
padrdo e o desvio padrdo relativo das medidas das alturas dos picos
obtidos apds sete injecdes utilizando-se as duas formas de prepara-
¢do da fase movel.

Tabela 4. Robustez do método cromatografico para a determinagio
de PBZ

Parametro Proveta HPLC
Média (mAu) 22,5 21,2
Desvio Padrio (mAu) 0,3 0,3
Desvio Padrao Relativo (%) 1 2

Na avaliacdo da robustez do método espectroscdpico foram uti-
lizados na preparaciio da amostra padrdo, metanol a 80 e a 100%
v/v. A Tabela 5 apresenta a média, o desvio padrdo e o desvio pa-
drdo relativo das medidas das absorvancias obtidas de cinco leitu-
ras da amostra utilizando-se as duas formas de preparacao.
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Tabela 5. Robustez do método espectroscdpico para a determinagao
de PBZ

Determinagio da concentracao de paclobutrazol por cromatografia liquida 283

Tabela 6. Recuperagdo de PBZ utilizando ambos os métodos

Meétodo PBZ (Cultar)  Concentracdo  Recuperacio
Pardmetro Metanol Metanol adicionado recuperada (%)
(80 % viv) (100 % viv) (mg/L) (mg/L)
Média (Au) 0,22 0,29 CLAE 1145 1044* 91
Desvio Padrio (Au) 0,0 0,0 Espectroscopia 999 999 100
Desvio Padrao Relativo (%) 4 3 *média de duas repeticdes; **média de quatro repeticdes
Recuperacio CONCLUSOES

A recuperacio ¢ uma medida da eficiéncia do processo de isola-
mento do analito de interesse da matriz na qual se encontra presen-
te®. A recuperagé@o € determinada pela Equagdo (3):

valor obtido
valor adicionado

x100 (3)

Este parametro foi obtido adicionando-se volumes conhecidos
do Cultar 250 SC a matriz de interesse, isto €, o meio de cultura
mineral, isento de PBZ, para a obten¢do de diferentes concentra-
¢oes de PBZ, considerando-se a quantificagdo do Cultar utilizando-
se a curva de calibragdo do padrdo (Sigma). Foi realizada a prepa-
racdo da amostra para andlise, adicionando-se metanol e utilizan-
do-se as mesmas condi¢des da solugdo padrdo. O valor do analito
foi entdo determinado também nas mesmas condi¢des cromato-
gréficas e espectroscdpicas da solucdo do padrdo. Na maioria dos
procedimentos analiticos de validacdo, valores de recuperagdo den-
tro da faixa 70-120% sdo aceitos®.

A Tabela 6 apresenta os resultados referentes aos percentuais
de recuperacio de paclobutrazol utilizando os métodos cromato-
gréfico e espectroscopico.

Os métodos analiticos propostos para detec¢do e quantificagcdo
de paclobutrazol por cromatografia liquida de alta eficiéncia e por
espectroscopia UV sdo especificos e lineares na faixa de 1 a 10 mg/
L. Ambos os métodos sdo adequados para avaliacdo de amostras
aquosas que contenham paclobutrazol. O método espectroscépico,
entretanto, quando comparado ao método cromatografico, apresen-
tou-se tdo eficiente quanto, sendo, portanto, uma alternativa vidvel
para determinac@o de paclobutrazol em amostras aquosas, diminu-
indo significativamente o custo da andlise.
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