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Eletroforese Capilar

O processo de eletroforese é definido como “o0 movimento ou migragéo
diferenciada de espécies carregadas pela atragdo ou repulsdo em um campo
elétrico”. Eletroforese foi introduzida como uma técnica de separacdo por
Tiselisus em 1937, quando este colocou uma mistura de proteinas entre
solugbes-tampao conectadas por um tubo onde se aplicou uma diferenga de
potencial. Tiselius percebeu que componentes da amostra migraram em uma
direcdo definida e a uma taxa dependente da carga e da mobilidade dos
componentes. Este trabalho rendeu a Tiselius o prémio Nobel em 1948 #2447 A
eficiéncia da separacdo em solugao livre, como a realizada por Tiselisus, foi
limitada pela difusdo térmica e por processos de convecgao em solugao. O calor,
gerado uniformemente por efeito Joule através do meio condutor, era dissipado
somente pelas extremidades do recipiente, gerando gradientes de temperatura
que induziam gradientes de densidade e, por consequéncia, fluxos convectivos
que misturavam as bandas de componentes j& separadas®.

O uso de tubos capilares solucionou o problema relacionado com o efeito
Joule. A geometria do capilar (elevada area superficial interna relativa ao
volume) favorece a dissipagao de calor, minimizando a convecgéao e permitindo a
aplicagao de campos elétricos mais elevados. Como resultado, separagdes de
alta eficiéncia podem ser conseguidas em tempos curtos e com pequena
quantidade de amostra e solventes. Nessa abordagem, denominada de
eletroforese capilar, a separacao induzida pelo campo elétrico é conduzida em
tubos com dimensdes capilares (15 a 100 um de diédmetro interno e 50 a 100 cm
de comprimento) preenchido com solugcdo de eletrélito. O grande avango da
eletroforese capilar em quimica analitica se deve, em parte, por sua simplicidade
instrumental. No entanto, a caracteristica mais atraente da eletroforese capilar é
a variedade dos modos de separacao que podem ser efetuados em uma Unica
coluna capilar, o0 que permite a separagcdo de uma grande variedade compostos
(neutros, positivamente carregados, negativamente carregados). Dentre os
varios modos de separacdo destacam-se: (i) fronteira moével, (ii) zona (CZE -
Capillary Zone Electrophoresis), (iii) micelar, (iii) gel, (iv) isotacoforese, (v)

focalizagdo isoelétrica e (vi) eletrocromatografia capilar*?“°.
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3.1.
Conceitos Basicos

Em termos praticos, o processo de separagdo por eletroforese capilar
ocorre da seguinte maneira: um eletrodo positivo (anodo) e um negativo (catodo)
sao colocados, cada um, em solucido contendo eletrdlitos, onde as extremidades
do tubo capilar, preenchido com a mesma solugdo de eletrdlito, s&o
mergulhadas. A diferenga de potencial aplicada entre as extremidades do capilar
provoca a migragao de ions (cations e anions), presentes na solugéo dentro da
capilar, em diregdo aos eletrodos de carga oposta®.

A separacgao por eletroforese é baseada na diferenca das velocidades dos
ions no campo elétrico estabelecido. A velocidade de cada ion pode ser

expressa por:
vi= b E (1

onde v é a velocidade de migracéo do ion (m s™), ;& a mobilidade do ion (m? V"’
s') e E é a magnitude do campo elétrico (V m™)***_ A magnitude do campo
elétrico € uma funcao da diferengca de potencial aplicada (V) dividida pelo

comprimento total do capilar (L):

g
E=7 (2)

Potencial e corrente estao relacionadas pela lei de Ohm (V = Ri) onde a
resisténcia “R” é o inverso da condutancia “G”. A condutancia de um segmento
de solugdo imersa em um campo elétrico “E” é diretamente proporcional a
seccdo de area transversal “A”, perpendicular ao vetor campo elétrico, e
inversamente proporcional ao comprimento “L” do segmento. A constante de
proporcionalidade é chamada de condutividade, k, e é uma propriedade

intrinseca da solugao:

kA
G=" ()

Uma vez que a corrente que atravessa a solugdo é gerada pelo
movimento independente de diferentes espécies, a condutividade é de fato uma
soma das contribuicbes de todas as espécies idnicas i. Cada espécie contribui
para a condutividade total de maneira proporcional a sua concentragido C,,

magnitude da carga z; e mobilidade u;:
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k=Fx(zi| tiCi) (4)

onde “F” é a constante de Faraday™.

O ion, na presenga de um campo elétrico, € inicialmente acelerado até que
forcas de atrito, entre outras (por exemplo, o retardamento e a relaxacao),
contrabalangam a forga elétrica de forma a se atingir um estado estacionario,
onde o ion continua sua trajetéria em velocidade constante. A forga elétrica
(Fastrica) € dada pelo produto que envolve a carga do ion z, a carga elementar

“e”, e 0 campo elétrico:

|Feletrica =|Zi|€E (5)

A forga de atrito (Fauio) pode ser aproximada pela Lei de Stokes, para ions

de forma esférica, da seguinte forma:

Fatrito = 67xnrivi (6)

onde n é a viscosidade do meio, r; € o raio idnico efetivo da espécie quimica
ibnica e v; é a velocidade do ion.

O retardamento aparece porque a esfera idnica que envolve o ion de
interesse possui carga oposta a do ion e, conseqientemente, tende a migrar em
direcao oposta. Quando o ion atinge a velocidade final, a resultante de forgas &

nula, e as forgas, elétrica e de atrito se equivalem:
|zi|eE = 67xnrivi (7)

Para efeito de simplificacdo, a contribuicdo das forgas de retardamento e
relaxagdo ao movimento final do ion sera ignorada. Assim, a mobilidade i6nica

pode ser aproximada pela combinacdo das equacdes 1 e 7“6

pi=—— (8)

O produto (|z|e), carga de cada ion, tem valor fixo para todos os ions
dissociados, como acidos fortes ou ions pequenos, mas pode ser afetada por
mudancgas no pH no caso de acidos ou bases fracas. O raio idnico pode ser

afetado pelo contra-ion presente ou por algum agente complexante. Na equagao
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acima, pode-se ver que diferengas na mobilidade i6nica (eletroforética) podem
ser decorrentes de diferengas na razao carga/raio das espécies quimicas. Carga
alta e pequeno tamanho de ion gera alta mobilidade enquanto que a baixa
mobilidade é gerada por pequena carga e grande raio i6nico®.

Os valores das mobilidades eletroforéticas, usualmente encontradas na
literatura, sdo constantes fisicas determinadas para solutos de carga completa e
extrapolada para dilui¢cdes infinitas. Esse valor usualmente difere do que é obtido
experimentalmente, sendo essa mobilidade chamada de mobilidade efetiva que
¢é freqlentemente dependente do pH da solugdo e da composicao do tampao de
corrida. A diferenga entre mobilidade efetiva e a mobilidade absoluta pode ser
explicada, usando o exemplo de dois solutos que sao acidos fracos e que tem a
mesma mobilidade eletroforética. Pelos valores tabelados, estes solutos seriam
inseparaveis ja que possuem migracao igual. Entretanto essas espécies tem
diferentes valores de pK, e diferente mobilidades (absolutas) dependendo do pH

(controle de carga)”’.

3.1.1.
Fluxo eletroosmoético

Um constituinte fundamental nas operacbes de CE é o fluxo eletroosmatico
(EOF). EOF ¢é o volume de liquido que percorre o capilar em consequéncia do
campo elétrico aplicado sobre a solugéo que contém uma dupla camada elétrica.
Para que ocorra o EOF a parede do capilar precisa estar carregada®?#64"48,

Entre os varios materiais utilizados na fabricacdo de capilares, a silica
fundida, uma forma pura de diéxido de silicio amorfo, tem encontrado maior
sucesso. Esse material confere aos capilares muitas propriedades interessantes,
como por exemplo, dimensdes precisas, alta condutividade térmica,
maleabilidade, resisténcia ao ataque quimico, alta transmitancia optica (190 a
900 nm) além da presenga de varios grupos silanol (SiOH) que permitem a
ocorréncia de intenso EOF. Esses grupos SiOH, em contato com meio aquoso,
sdo ionizados, tornando a superficie do capilar negativamente carregada (SiO-),
ou possibilitando a adsorcdo de espécies ibnicas. Em ambos os casos, o
resultado € o mesmo: surge na camada de solugdo préxima a superficie do
capilar, uma distribuicao espacial heterogénia de carga, conhecida como dupla
camada elétrica. A dupla camada elétrica é dividida em duas regides, uma regiao

mais compacta (camada de Stern) formada por ions firmemente ligados a


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0621159/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0621159/CA

59

superficie do capilar (sao atraidos por forgas eletrostaticas e/ou de coeséo), e
outra regido que contém ions que se difundem para o seio da solugéo afastando
da superficie e formando a camada difusa da dupla camada elétrica. A Figura 9

mostra um esquema da dupla cama elétrica®®.

Parede Capilar
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| O

®

®

Figura 9: Esquema da dupla camada elétrica no capilar.

Quando um campo elétrico é imposto tangencialmente a superficie, forcas
elétricas atuam nas cargas da camada difusa, causando um movimento
unilateral de ions em dire¢ao ao eletrodo de carga oposta. No caso da parede do
capilar estar carregada negativamente (SiO-), cations presentes na camada
difusa irdo migrar para o catodo (eletrodo negativo). Durante a migragao, os ions
transportam moléculas de agua, induzindo um fluxo de solugdo como um todo,
esse é o fluxo eletroosmoético*®*’.

Os contra-ions (cations em muitos casos), que se aproximam da dupla
camada elétrica para manter o balango de cargas criam um potencial diferente
perto da parede do capilar chamado de potencial zeta ({). A magnitude do EOF

pode ser expressa em termos da velocidade (v) ou mobilidade (p) por:

VEOF = (ng ou Meor = (gj (9)
n n

onde veor € a velocidade do EOF, peor € a mobilidade do EOF, ¢ é o pontencial
zeta e € é a constante dielétrica®’.
O potencial zeta é proporcional a densidade de carga na parede do capilar,

o qual é dependente do pH. Consequientemente, a mobilidade do EOF varia de
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acordo com o pH do tampao. Em solugdes de valores de pH alto (maior que
nove) os grupos silandis estdo completamente desprotonados, e o EOF é
significantemente grande, quando o valor do pH esta abaixo de quatro, a
desprotonagéo dos silanois € baixa e a mobilidade EOF é insignificante. O
pontencial zeta também é dependente da forga ibnica do tampéao, pois quando a
forca ibnica aumenta, a dupla camada elétrica pode ser comprimida, o qual
resulta em uma diminuicéo do potencial e reduz a mobilidade do EOF*"2,

A magnitude do EOF muitas vezes precisa ser controlada. Em pH alto, por
exemplo, o EOF pode ser muito rapido resultando em elui¢gdo do soluto antes de
sua separacgao. Talvez, o meio mais efetivo de controle do EOF seja a alteragao
das propriedades fisico-quimicas da solugao. Neste contexto, tiram-se vantagens
das alteracdes de pH, da concentragao e forca ibnica da solugdo tampao, do tipo
e concentragado de um eletrdlito inerte ou aditivo organico, assim como alteragéo
na viscosidade do solvente, constante dielétrica e temperatura. Outra forma
efetiva de alterar, ou mesmo inibir o EOF, consiste em modificar a composigao
quimica do material do capilar e, portanto sua densidade de carga superficial.
Nesse contexto, outros materiais tém sido testados, como vidro e Teflon. Outra
possibilidade consiste em alterar a natureza da superficie interna do capilar,
através de revestimentos fisicos e/ou métodos de derivatizacdo. A aplicacédo de
um campo elétrico externo, transversal ao capilar é mais uma maneira de
manipular o EOF*.

Quando a veor € alta, o fluxo é responsavel pela conducdo dos solutos,
sem distingdo de carga, em diregdo ao detector. Assim, a analise simultadnea de
amostra contendo tanto solutos catiénicos, neutros e anidnicos é possivel, muito
embora nao haja discriminacdo temporal entre diferentes solutos neutros. Além
disso, as caracteristicas de alta eficiéncia da técnica estdo, em parte, vinculadas
ao perfil radial de vegor. O perfil linear implica que 0 mesmo componente de
velocidade é adicionado a todos os solutos, independente da sua posi¢ao radial.
Esta peculiaridade distingue a eletroforese capilar dos métodos cromatograficos
em fase liquida, que apresenta um perfil de velocidade parabdlico, caracteristico
do fluxo induzido por pressdo®®*. A existéncia do fluxo eletroosmético tem
importantes implicagbes praticas na eletroforese capilar. Esse fluxo de solugao
contribui  siginificativamente para a automacdo da técnica, permitindo a

introducao de amostra e a deteccgdo diretamente no capilar.
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3.2,
Instrumentagao

A instrumentagcdo da eletroforese capilar pode ser explicada e
representada de uma maneira bastante simples (Figura 10). O sistema consiste
de uma fonte de alta tensdo, tubo capilar (silica fundida é o material mais
comumente empregado), eletrodos (geralmente de platina) e um sistema de
deteccdo apropriado. Para estabelecer o campo elétrico ao longo do capilar,
uma fonte de corrente continua regulavel e de alta tensdo é usada. A fonte, em
geral, pode ser operada em voltagem constante e/ou corrente constante, com
valores tipicos de voltagem no intervalo de 0 e 50 kV e de corrente entre 0 e 200
MA. Os dois eletrodos de platina fazem o contato entre a fonte de alta tensao e
reservatorios que contém solugdo de um eletrélito de trabalho conveniente. Os
capilares de silica fundida sao entao preenchidos com a solugao e servem como
canal de migragéo dos analitos. As extremidades dos capilares s&o imersas nos
reservatorios da solugao para fechar o contato elétrico. Para minimizar os efeitos
térmicos, o capilar € mantido a temperatura constante (o sistema deve, portanto

ser termostatizado) para esse propdsito®°.

Aquisicdo dos dados )
Capilar

Catodo Anodo
@ Detector ®

\Eletrc’)litos —

Fonte de alta

tensao

Figura 10: Esquema de um instrumento para eletroforese capilar (adapatado da ref 4).


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0621159/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0621159/CA

62

3.3.
Modos de injecao da amostra

Em eletroforese, pequenos volumes de amostra séo introduzidos no capilar
para manter a alta eficiéncia na separagdo. O comprimento do volume de
amostra dentro do capilar € um parametro critico em relacdo ao volume injetado.
Como regra geral, esse comprimento deve ser inferior a 1 ou 2% do
comprimento total do capilar, isso corresponde a alguns milimetros de amostra
injetada ou entre 1 e 50 nL de volume de amostra, dependendo do comprimento
e didmetro interno do capilar. Isso se torna uma vantagem quando se dispde de
pequenos volumes de amostra cuja diluigdo ndo é possivel'’. Sobrecarga de
amostra dentro do capilar pode ter dois efeitos significantes, ambos prejudiciais
para a resolucao. Injecdo de grandes quantidades de amostra causa difusdo
descontrolada da zona de amostra ampliando assim a largura dos picos, e
podera causar também a heterogeneidade do campo elétrico ao longo do capilar
e distorcer o formato dos picos devido a diferenca de condutividade entre o
tampao de corrida (eletrolito de corrida) e a zona de amostra*.

O modo de inje¢do da amostra no capilar tem implicagcao direta em analise
quantitativa. A reprodutibilidade da area do pico, ou altura, reflete a precisdo da
técnica de injecdo. As amostras podem ser introduzidas no capilar por métodos
eletrocinéticos ou hidrodindmicos. Na injecao eletrocinética, um gradiente de
potencial é estabelecido ao longo do compartimento do capilar por um periodo
de tempo conhecido, enquanto que na injecdo hidrodinamica utiliza-se um
gradiente de pressao. Gradiente de pressao pode ser estabelecido por diferentes
mecanismos: pressurizacido ou vacuo em um dos reservatorios de solugao, ou
por gravidade, onde um dos reservatorios & elevado em relagédo ao outro e a
amostra é introduzida por sifonagéo®.

A injecéo hidrodindmica (usada nesse trabalho) introduz no capilar uma
aliquota representativa da composicdo do soluto na amostra. O volume de
injecao (da ordem de nL) depende do tempo de inje¢ao, dimensdes do capilar,
viscosidade da solugcédo tampao (eletrdlito de corrida) e da diferenga de pressao
estabelecida. A injecdo hidrodindmica € usualmente mais precisa que a
eletrocinética porque é baseada estritamente na transferéncia de volume (a
reprodutibilidade de area é de aproximadamente 1% do desvio padréo relativo).
Entretanto, pode ocorrer um alargamento significativo da zona, como resultado
do perfil de velocidade parabdlico, caracteristico do fluxo induzido por presséao.

Injecbes hidrodindmicas sao preferidas em aplicagdes de eletroforese de zona
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em solucédo livre e micelar, particularmente quando a concentragcdo da amostra
esta dentro dos limites de sensibilidade do detector. Na injec&o eletrocinética, a
amostra € introduzida no capilar como resultado da combinagdo entre as
velocidades eletroforéticas e eletroosmaética. Assim sendo, a quantidade de
material injetado é funcdo da mobilidade eletroforética do soluto, das
condutividades da amostra e meio condutor, assim como da magnitude do EOF.
Uma importante conseqliéncia da aplicagdo deste modo de injecao é a
amostragem nao representativa, ja que os componentes da amostra tém
diferentes mobilidades. A injecao eletrocinética € mais aplicada em eletroforese

capilar em gel, onde a injegdo de volumes & impossivel*.

3.4.
Concentragao da amostra no capilar

Uma das principais desvantagens da eletroforese capilar € em relagédo a
sua baixa sensibilidade, resultante das pequenas dimensdes da coluna de
separagao (capilar) e de amostra. Existem duas formas de se obter melhores
sensibilidades, uma é melhorar o sistema de detecgdo com o uso de técnicas de
alta sensibilidade (por exemplo, a fluorescéncia induzida por laser), instalagéo de
cela de detecgdo em formato-Z ou o uso de capilares com caminho O6ptico
estendido. A outra forma de aumentar a sensibilidade é através do uso de
processos de pré-concentracdo no capilar denominada “empilhamento™.

Empilhamento (stacking) € o nome dado ao método que realiza a
concentragdo da amostra dentro do capilar durante ou imediatamente apés a
injecdo da amostra. Esse método é baseado na diferenca da intensidade do
campo elétrico entre a zona de amostra e o eletrélito de corrida. O fendmeno de
empilhamento de amostras em eletroforese capilar foi provavelmente sugerido
pela primeira vez por Tiselius e colaboradores em 1965 com o uso da
eletroforese em gel de poliacrilamida®® *°.

Na literatura diferentes técnicas para realizar o “empilhamento” tém sido
discutidas. Geralmente essas técnicas podem ser divididas em duas de acordo
com o movimento da zona de amostra no eletrélito de corrida: (i) empilhamento
por fronteira mével, onde toda a zona de amostra migra com mesma velocidade
e (ii) empilhamento por fronteira estacionaria, onde a fronteira entre uma amostra
preparada em eletrdlito de baixa concentracdo (baixa condutividade) e o

eletrdlito de corrida de maior concentracdo (alta condutividade) permanece
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estavel durante o processo de eletroforese*’. A concentracdo da amostra no
capilar pode ser feita tanto por injecao hidrodinamica (gravidade ou pressao)
quanto por eletrocinética (diferenca de potencial)®.

O empilhamento da amostra amplificada por campo (FASS, acronismo de
Field Amplified Sample Stacking) € um exemplo do segundo tipo de
empilhamento que pode ser aplicado em CZE. Esta abordagem foi introduzida
por Chien and Burgi em 1991°"°2% apés Mikkers et al.>® terem estabelecido seus
principios tedricos em 1979. Esta técnica permite injetar no capilar grande
volume de amostra quando comparada com o modo convencional de CZE®'. No
modo FASS um grande plug de amostra contendo ions preparados em solugao
de baixa condutividade € injetado hidrodinAmicamente para dentro do capilar
cheio com eletrdlito de corrida de alta condutividade. A diferenga de potencial é
entdo aplicada para que ocorra a eletroforese. Devido a diferenca de
condutividade entre os meios (eletrdlito de corrida e amostra) dentro do capilar, a
forca do campo elétrico sera maior na regidao da amostra do que no resto do
capilar. Os ions inseridos na regido de baixa condutividade irdo sofrer uma
intensa forga de campo elétrico e irdo mover com maior velocidade do que os
ions inseridos na regido de alta condutividade (Figura 11a). Quando os ions
atingem a regido de baixo campo elétrico (regidao do eletrdlito de corrida) sua
velocidade diminui, ocorrendo assim o empilhamento dos ions no tampéao de
corrida*? (Figura 11b). O modo de concentragdo no capilar descrito acima é
também denominado modo de empilhamento normal (NSM) sendo o mais
simples dos métodos de empilhamento por campo amplificado. Uma limitagédo
desse modo esta na quantidade de amostra que pode ser injetada no capilar
sem perder a resolugdo da separacédo. A concentragdo do limite de detecgéao
com o uso do modo NSM pode ser reduzida em pelo menos uma ordem de
grandeza®.

Regido

Regi&o amostra eletrélito de trabalho

P
o
[

(b) =

Figura 11: Esquema geral do modo de empilhamento de uma amostra anibnica.
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Para que o limite de deteccéo alcance valores de concentragdo menores ,
se faz necessaria a aplicagao de outros modos de empilhamento, como por
exemplo, o modo de empilhamento onde se aplica inversdo da polaridade do
eletrodo (REPSM, acronismo de Reverse electrode polarity stacking mode). Pelo
modo REPSM fatores de concentragdo maiores que 100 sdo obtidos*. No modo
REPSM uma grande quantidade de amostra é injetada para dentro do capilar,
para manter a eficiéncia da separagcdo e minimizar a dispersdo da zona de
amostra, a matriz de baixa condutividade precisa ser retirada de dentro do
capilar logo apds o processo de empilhamento, isso ocorre pela aplicagao de um
potencial de polaridade inversa ao potencial de separacéo. A remogao da matriz
€ necessaria para que a forca do campo elétrico e a veor sejam uniformes
durante o processo de eletroforese. O processo de remog¢ao da matriz do capilar
envolve as seguintes etapas: (i) Primeiro o capilar é preenchido com o eletrélito
de corrida e ent&o os analitos dissolvidos em matriz de baixa condutividade s&o
injetados hidrodindamicamente; (ii) Imediatamente apds a injecao da amostra, a
polaridade dos eletrodos € invertida, como a parede de silica esta carregada
negativamente, ions da amostra carregados negativamente irdo parar
(empilhamento) na parte de tras da zona do tampéao (eletrolito de corrida) e irdo
migrar em dire¢do ao lado da injecao (eletrodo negativo) sob orientagédo do
campo elétrico invertido; (i) Quando a matriz da amostra foi quase
completamente retirada do capilar, a qual pode ser monitorada pelo valor da
corrente elétrica, a polaridade dos eletrodos € retomada. A matriz € retirada
nesse processo pelo EOF; (iv) Ocorre entdo a separagdo e detecgdo dos
analitos negativos que foram concentrados®*.

Os fendmenos descritos acima sao validos para os analitos que possuem
cargas, pois os analitos neutros ndo possuem mobilidade eletoforética. Para
resolver este problema o empilhnamento tem que ser realizado com a presenca
de micelas anibnicas, que interagem com as moléculas neutras que podem
assim sofrer o processo de concentragcdo no capilar®'.

Em um capilar de silica fundida o EOF migra em diregao ao catodo (pdlo
negativo) e as micelas migram para o anodo (pdlo positivo), geralmente, um forte
EOF carreia as micelas carregadas negativamente em dire¢do ao catodo (em pH
maior que 5). A oposi¢cao das micelas ao EOF promove uma situacao ideal para
o empilhamento de moléculas neutras*’. Na literatura podemos encontrar muitos
trabalhos que fazem aplicagbes de empilhamento com o uso de micelas para

pré-concentrar analitos neutros a fim de obter valores cada vez melhores de
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sensibilidade para aplicacdo de medotologias analiticas baseadas na técnica de
eletroforese capilar para uma miriade de novos analitos®"**%°.

Neste trabalho foi utilizado como modo de separacdo das moléculas
neutras das estrobilurinas a MECC e o modo de empilhamento foi feito pelo

modo NSM.

3.5.
Deteccgao

A busca por melhorias no sistema de deteccdo em CE é um tema de
intensa pesquisa, sendo as maiores dificuldades relacionadas com as pequenas
dimensdes do capilar e de volume de amostra. Um grande nimero de métodos
de deteccdo que sao utilizados em HPLC foram adaptados para CE, apds
pequenas modificagdes para se adaptar as dimensdes dos capilares*®*’.

Como em HPLC, a detecgao espectrofotométrica de absor¢ao na regido do
UV-vis é a mais utilizada em CE. Com capilares de silica fundida a transparéncia
entre 190 e 900 nm é alcangada. A alta eficiéncia observada em CE é
decorrente, em parte, da deteccdo direta no capilar, onde a janela optica é feita
diretamente no capilar. Desse modo, a detecgao ocorre em um momento onde a
separagao de espécies ainda esta ocorrendo, ao contrario da cromatografia
liquida, onde o processo de separagdo termina quando as espécies deixam a
coluna cromatografica. Como todos os detectores oOpticos, a largura da regido de
detecgao deve ser relativamente pequena em relagdo a zona da amostra para
manter a alta resolucdo. Isto € compativel com as dimensbes do capilar. Os
picos em CE sdo de 2 a 5 mm de largura, o tamanho da regido de detecgao
dever ser no maximo um tergo desse valor. O design do detector € critico devido
ao curto caminho 6ptico. O feixe optico deve ser firmemente focado no capilar
para obter maximo sinal e minimizar a luz dispersa que alcanga o detector. Estes
aspectos sdo importantes para ambas, sensibilidade e faixa linear de detecgéo®’.
No caso da sensibilidade, a dimensao do capilar impde um fator limitante na lei

'3 [P e

de Beer-Lambert (A = ebc, onde “A” é absorvancia, “€” € a abortividade molar da

7

espécie absorvente, “b” € comprimento do caminho 6ptico que a luz percorre na
amostra e “c” é a concentragao de analito). No caso da CE, o parametro “b” é
pequeno, impondo limites a detectabilidade.

Para uma molécula ser detectada por absor¢dao no UV-vis, ela precisa

possuir grupos cromoéforos (grupo funcional que absorve radiagdo no UV-vis do
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espectro eletromagnético). A deteccdo de um analito que ndo possui um
cromoforo ou que absorve pouco nessa regido pode ser feita apds a
derivatizagdo da molécula (inclusdo de grupos cromoforos na estrutura do
analito), ou por método de detecgao indireta (o cromdéforo esta presente em CE
no eletrolito de corrida). A lei de Beer-Lambert é beneficiada quando se trabalha
com analitos com valores de ¢ da ordem de 10* a 10° L mol" cm™
Adicionalmente, o pH, a composicdo do eletrdlito de corrida e o grau de
ionizacdo do analito sdo também fatores importantes, pois estes podem
ocasionar mudangas nos valores da absortividade molar e deslocamento no
comprimento de onda maximo. Valores tipicos para limites de detec¢cao com CE

com deteccgdo fotométrica na regido do UV-Vis ficam na ordem de 10 — 10°® mol
L7142

3.6.
Cromatografia eletrocinética capilar micelar (MECC)

Como foi mencionado, na CE varios modos de separagcao podem ser
efetuados com apenas pequenas mudangas de condi¢des, particularmente no
eletrdlito de corrida. O modo de separagao deve ser escolhido de acordo com as
caracteristicas quimicas dos analitos, em especial, se ele possui ou ndo carga
quando em solugdo. Nesse trabalho a cromatografia eletrocinética capilar
micelar (MECC) foi escolhida como modo de separagao para as estrobilurinas.

Os métodos eletroforéticos em solugao livre (CZE) s&o limitados a
separagao de compostos que contém carga ou apresentam grande diferenga em
suas massas moleculares. MECC é o unico modo de CE que é capaz de separar
tanto os compostos neutros quanto os carregados sendo introduzida por Terabe
et al. em 1984,

A cromatografia eletrocinética (EKC) pertence a uma familia de técnicas de
separagdo com eletromigracdo que envolve fendmenos eletrocinéticos
(eletroforese e eletroosmose) na separagdo de constituintes da amostra. Em
EKC, o equilibrio quimico (distribuicao, troca ibnica, formagcdo de complexo e
particdo) € componente importante do processo de separagido. De acordo com

Terabe et al*

EKC ¢é definida como uma técnica de separagdo com
eletromigracdo em capilar envolvendo uma fase denominada pseudo-
estacionaria responsavel pela separagcao. A fase pseudo-estacionaria € uma

unidade (por exemplo, uma micela ou um polimero dissolvido) que interage com
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o soluto, ndo afetando sua velocidade de migragdo. Por recomendagao da
IUPAC, EKC ¢é definida como uma técnica de separacdo baseada na
combinagao de eletroforese e interagdes do analito com aditivos (por exemplo,
surfactantes), os quais formam uma fase dispersa (secundaria) que se move
com velocidade diferente do analito. Para conseguir a separagdo dos analitos,
essa fase secundaria deve ser carregada. MECC é um caso especial de EKC, na
qual a fase secundaria é uma fase micelar dispersa no capilar®®.

Em MECC, agentes tensoativos i6nicos, em condicbes apropriadas a
formacédo de micelas, sdo adicionados ao eletrdlito de corrida, proporcionando
assim um sistema cromatografico de duas fases. O eletrdlito representa a fase
primaria, a qual é transportada eletroosmoticamente sob agdo do campo elétrico,
enquanto que as micelas representam a fase pseudo-estacionaria, a qual é
transportada por uma combinacdo de eletroforese e eletroosmose. Solutos
neutros com diferentes coeficientes de particdo (P..) entre a fase aquosa
(eletrolito) e a fase micelar podem ser separados*?*® (Figura 12). Em MECC
existe um limite de eluigdo, chamado janela de eluigdo, que é definido pelo
tempo de eluigdo do EOF (tz0) € o tempo de migragdo das micelas (t,;). MECC
pode ser visto como hibrido da cromatogradia liquida de fase reversa e CZE,
com um processo de separacdo tendo interagdes hidrofébicas e polares,
mecanismo de particdo e eletromigracdo. MECC oferece uma combinagéo de
fatores de CZE e cromatografia liquida como a alta eficiéncia, curtos tempos de

analise, pequeno volume de amostra e o consumo muito reduzido de solvente*.

Soluto Hidrofilico

Catodo -

_ Soluto Hidrofébico Molécula Surfactante
Micela

Figura 12: Esquema representativo da separagédo por MECC usando micelas anidnicas
(adaptado da ref. 48).
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3.6.1.
Micelas

Surfactantes sdo moléculas anfifilicas que contém grupamentos com
carater hidrofébico (cauda apolar) e hidrofilico (“cabega” polar ou idnica). Eles
podem ser reconhecidos pela parte hidrofilica, como surfactantes anidnico,
catibnico, neutro ou anfotéro; ou pelas caracteristicas da parte organica
(hidrofébica). Os surfactantes tém, em geral, a propriedade de formar micelas
quando estdo em concentragdo superior a um valor critico, denominada
concentragao critica micelar (CMC). As micelas estao sempre em equilibrio com
os mondmeros (moléculas de surfactantes) presentes em solugao. O numero de
mondmero e tamanho das micelas varia entre os tipos de surfactantes. O
processo de formagdo de micelas por surfactantes em meio aquoso ocorre do
fato da reducdo da interacdo hidrocarboneto-agua ser energeticamente
favoravel. A CMC na qual a agregagao ocorre reflete o fato de que interacdes
hidrofdbicas entre a parte apolar das moléculas do surfactante é balanceada
pela hidratacdo e pela repulsdo eletrostatica do grupo hidrofilico*.

Os surfactantes que apresentam altos valores de CMC sao inadequados
para MECC, pois as micelas formadas coexistem com grandes quantidades de
mondémero livre, 0 que representa uma sobrecarga térmica (aumento de calor a
ser dissipado pelo capilar)*.

O surfactante utilizado para formacdo de micelas nesse trabalho foi o
dodecil sulfato de sodio (SDS), um surfactante anidénico. As micelas anidnicas
tém mobilidade eletroforética em sentido contrario ao do EOF, com isso sua
velocidade de migragao € diferente da solugdo eletrolitica o que favorece a
interagdo analito-micela*®. Para o sucesso da separacdo é necessario que essa

interacao seja diferente para os diversos solutos.

3.6.2.
Migragcao em MECC

Como citado, micelas anidnicas migram em direcdo oposta ao EOF em um
capilar de silica. Tipicamente em capilares de silica fundida e em pH maior que
6, a veor € maior que a velocidade eletroforética das micelas anidnicas. Como
resultado as micelas sdo carreadas para o catodo. Quando micelas catidénicas
sdo usadas, a parede do capilar € recoberta com surfactante positivamente

carregado para inverter o EOF, e consequentemente a polaridade dos eletrodos
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também deve ser invertida para permitir a eluicdo das micelas dentro da janela
de eluigao. Existem dois extremos que define uma janela de eluicdo em MECC.
O extremo t,, € marcado por analitos que nao interagem com as micelas (P, ~
0) e que passam todo o tempo de migragdo na fase aquosa, migrando com
mobilidade eletroosmética. O outro extremo t,. € definido pela eluicdo de
analitos que interagem fortemente com as micelas e (P ~ ), esses compostos
sdo muito hidrofébicos e seus tempos de migragido coincidem com o tempo de
migracao das micelas (t,c). A existéncia da janela de eluigio limita a capacidade
de pico em MECC ja que todos os analitos neutros devem ser separados entre
os tempos t,, e tn.. O tamanho da janela de eluicdo pode ser alterado pela
adicdo de modificadores organicos, misturas de micelas ou pela modificagdo da

parede do capilar*? (Figura 13).

Solutos Micela

EOF

Figura 13: Esquema da janela de eluicdo em MECC (adaptado da ref 47).

3.6.2.1.
Parametros de migragao

O fator de retengdo em MECC (k’) é definido como a razao do numero de

moles de soluto na fase pseudo-estacionaria (micela), n,., pelo niumero de

moles na fase aquosa, ny** *°.

k= Nmc (10)
Naq

O fator de retengdo em MECC para analitos neutros pode ser determinado

pelo tempo de migracdo usando®®:
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tr — teo

p=— Tk ()
80
tmc

onde t; é o tempo de migracao do analito.

Esta expressdo é muito similar a equagao para fator de retencdo em
cromatografia convencional, com a exceg¢ao do termo adicional [1 — (t;/ t,)] no
denominador. Este termo indica a existéncia de uma janela de eluigdo, porque a
fase “estacionaria” em MECC é também movel. Se t, tender a infinito (micela
estacionaria), o termo extra no demominador € omitido e o fator de retencéo é o

mesmo da cromatografia convencional.

3.6.3.
Resolugao

A resolugcdo R; em MECC é dada por:

Rsz[ﬂj(a—lj( k" j{ 1—(leo/fmc) } (12)
4 a 1+k2 )| 1+ (teo/tmc)k'l

onde N é o numero de pratos tedricos, k’y e k', sdo os fatores de retengao dos

analitos 1 e 2, respectivamente e a é o fator de seletividade dado por k'+/K’,.

A equacgdo 12 difere da equagdo de resolugdo para cromatografia
convencional apenas pela inclusao do ultimo termo, o qual refere a existéncia da
janela de detecgdo. A migracdo da micela inserida no capilar causa redugéao do
tamanho efetivo da coluna (capilar). Se t, tender ao infinito, o ultimo termo da
equacgao sera igual a unidade e a expressao da resolugdo € simplificada para
aquela definida para cromatografia convencional***°.

Em cromatografia, a resolucdo aumenta com o aumento do fator de
retencao. Em MECC, entretanto, a relacéo entre Rs € k’ n&o é intuitiva, devido ao
ultimo termo da equacéo, que de fato diminui com o aumento de k’. A resolugao
passa por um maximo, para valores de k’ entre 1 e 5. O valor 6timo depende do
intervalo de eluigdo. Quando a velocidade de migragéo da micela e a velocidade
eletroosmodtica tém magnitudes aproximadas, mas diregdes opostas, o intervalo
de eluicdo pode ser estendido e o valor 6timo de k' aumentado. No entanto, sob
estas condicbes, a reprodutibiidade dos tempos de eluicdo pode ser

comprometida. Em geral, a reduc¢do dos valores de k’ dos ultimos componentes
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da mistura é necessaria para melhorar a resolu¢do. Um aumento de t relativo a
t. & suficiente para diminuir k'. O tempo de eluigdo da fase micelar é determinado
pela velocidade aparente da micela, vy, que por sua vez, € a soma vetorial das
velocidades eletroosmdética (vosm) € eletroforética da micela (vem). Em condigdes
de rotina (micela anidnica, pH > 5), a Vosm € maior que vey. Dessa forma, uma
diminuicdo do potencial zeta do capilar ira reduzir tanto v.s, quanto vey. Isto
produz o efeito desejado de aumento de t,, relativo a t,. Além disso, desde que o
fator teo/tme diminui, o valor de resolugao étima aumenta, deslocando-se para
valores maiores de k™.

O fator de retencao de um soluto é o produto do coeficiente de particao, K,
€ a razao entre as fases, 3 (razdo entre os volumes da fase estacionaria e fase

movel):

K=K (13)

Em cromatografia liquida de fase reversa, a incorporagédo de solventes na fase
movel afeta os valores de k', pois afeta o coeficiente de particido. Em MECC, a
situacdo € diferente, o solvente organico afeta ndo s6 K, mas também .
Solventes organicos alteram a CMC e, portanto, o volume micelar. Além disso, a
adicdo de solventes organicos altera a viscosidade e a constante dielétrica da
fase movel e, conseqientemente, o potencial zeta do capilar, resultando na
variagado da velocidade eletrosmaética. Metanol, isopropanol e acetonitrila sao
alguns dos solventes (aditivos) utilizados para amplificar o intervalo de tempos
de eluigdo. Em geral, a redugéo do fator de capacidade dos solutos que eluem
por ultimo é conseguida a custa de longos tempos de analise.

Em MECC, a capacidade de picos (n) é dada pela seguinte expresséo:

nzypgzmﬁf (14)

eo

Em geral, se nenhum procedimento € usado para estender o intervalo de
eluicdo, um numero de aproximadamente 100 solutos, assumindo te./tn. = 0,3 €
N = 10°, poderia ser separado por MECC, esse nimero é pequeno em relagdo
ao numero de pratos considerado. Com outras técnicas que nao tem a limitagao

da janela de eluigdo esse nimero de solutos separados seria maior*.
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3.6.4.
Eficiéncia

Eficiéncia € a média de alagarmento de banda que ocorre durante a
separagao. Os termos definidos para cromatografia foram transferidos para
métodos de separagdo em eletromigragédo capilar. A altura equivalente de um
prato tedrico (altura do prato) H corresponde a variancia do pico (em unidades
de comprimento) dividida pela distancia de migragéo. O numero de pratos N € a
distancia que foi migrada dividida pela altura do prato. Em EKC com parametros
experimentais padrées um numero de pratos de 200.000 a 300.000 podem ser
obtido®®.

Em MECC, a variancia da zona do soluto resultante de difusdo longitudinal
€ proporcional ao coeficiente de difusdo do soluto e ao tempo de migragado. O
soluto tem a difusdo na fase moével e a difusdo na fase micelar. Os solutos que
apresentam altos valores de K ficam muito tempo no interior da micela, que por
sua vez migra lentamente. Esses solutos levam mais tempo para eluir do capilar
e as bandas sdo mais vulneraveis ao alargamento gerado por difusdo. Outro
fator que pode produzir bandas largas € a variagao de tamanho das micelas com
tempo, em decorréncia do equilibrio de troca entre 0 mondmero e a micela. A
mobilidade eletroforética da micela é determinada por fatores como tamanho e
forma, os quais dependem do numero de agregagdo. Surfactantes que geram
micelas em um amplo intervalo de tamanhos e formas podem n&o ser
adequados para MECC. Solutos interagindo com micelas de diferentes
tamanhos exibem um amplo intervalo de velocidades de migracdo e podem
produzir bandas largas. Um aumento da concentragdo do surfactante, assim
como um aumento da temperatura pode contribuir para acelerar o processo de
troca entre micela e monémero, melhorando a eficiéncia da separagao. Outro
efeito relacionado com a resisténcia a transferéncia de massa entre as fases
pseudo-estacionaria e movel também podem ocorrer em MECC. Em geral,
baixas voltagens e altos coeficientes de difusdo do soluto minimizam estes
efeitos. No entanto, devido a natureza das forgas envolvidas, o processo de
particdo entre solutos polares ou i6nicos e a micela pode apresentar uma
cinética lenta, e causar o alargamento de bandas. Resisténcia da transferéncia
de massa na fase moével envolve dois processos distintos: difusdo intermicelar e
intracoluna. O efeito intermicelar ocorre porque a difusdo do soluto entre as
micelas € um processo lento. Mesmo em concentracbes moderadas de

surfactantes, a distancia entre as micelas é extremamente pequena, dificultando
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a passagem do soluto. As micelas constituem uma fase secundaria mais
uniforme e homogeneamente dispersa (devido a repulsdo de cargas entre as
micelas) e tém dimensdes menores que as particulas usadas nas colunas
empacotadas. Devido a quase perfeita distribuicdo de micelas e sua natureza
fluidica, diferencas de percurso na migracao dos solutos sédo praticamente
eliminadas, explicando-se assim a maior eficiéncia obtida nas separacdes por
MECC. A transferéncia de massa intracoluna é lenta e contribui para o
alargamento das bandas somente se existir um gradiente de velocidade radial no
capilar. Tais gradientes podem ser originados apenas por efeitos térmicos, ja que
a natureza do fluxo eletroosmoético, constancia do perfil radial da velocidade,

minimiza esta fonte de dispersao*.

3.6.5.
Parametros experimentais relacionados com a otimizagao da
resolugao

A escolha de varios constituintes quimicos que devem estar presentes na
andlise por MECC influenciam na resolugao da separacdao dos analitos. As
escolhas do surfactante e do modificador adicionado ao eletrélito de corrida séo
0s mais importantes parametros para aumentar a resolugdo. Outro parametro
que afeta a resolugdo é a temperatura®. Alguns parametros experimentais
estudados neste trabalho serdo discutidos mostrando a importancia de cada um

na resolugéao.

3.6.5.1.
Escolha da micela — Surfactante anionico

Para a separacao de analitos neutros, a micela usada em MECC deve ser
idbnica. O que mais se utiliza sdo surfactantes ibnicos ou mistura de surfactantes
ibnicos e nao ibnicos. Os grupos hidrofébicos e hidrofilicos presentes na
molécula dos surfactantes tém influencia direta na seletividade em MECC. O
surfactante mais comum em MECC ¢é o SDS, que foi utilizado neste trabalho. A
micela de SDS é muito utilizada por ter formato esférico, com os grupos polares
ficando na parte externa da micela e os grupos alquila constituindo o nucleo
hidrofébico. Quando um analito € incorporado na micela, trés tipos de interagbes

sdo possiveis: (i) o analito € adsorvido na superficie da micela por interagéo


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0621159/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0621159/CA

75

eletrostatica ou de dipolo; (ii) o analito comporta-se como um co-surfactante por
particdo na formagao da micela; ou (iii) o analito € incorporado dentro do nucleo
da micela. O efeito da estrutura molecular do surfactante na seletividade da
separagao pode deferir de acordo com o tipo de interagao envolvida. O grupo
hidrofilico, ou ibnico, é geralmente mais importante na determinagdo da
seletividade que o grupo hidrofébico, mais analitos interagem com a superficie
da micela. A diferenca de seletividade em MECC entre varios surfactantes
aniénicos é primariamente devido a interagbes de hidrogénio e um pouco de

interagées dipolar®.

3.6.5.2.
Concentracao e pH da solugao tampao

Em geral, a concentragcdo do tampao, na qual a fase pseudo-estacionaria é
dissolvida nao tem influéncia significativa na resolugéo, no entanto, o pH do
tampdo é um importante fator na manipulacdo da resolugdo de analitos
ionizaveis. Um analito ionizado com a mesma carga da micela podera ser
incorporado dentro da micela de forma menos intensa do que um analito nao
ionizado. O fator de retengdo de um acido é a média dada pelo fator de retengao
de sua forma nao dissociada com o fator de retengao de sua forma dissociada.
Assim, o coeficiente de distribuigdo, tempo de migragéo e resolugdo podem ser
alterados por mudangas no pH para analitos ionizaveis. Se a amostra
compreende somente analitos neutros, o pH do tampao tera pouco efeito na
seletividade. A consideracdo que deve ser feita é selecionar um pH onde as
moléculas de surfactantes estejam ionizadas (as micelas irdo migrar em uma
taxa diferente a do EOF) e que o EOF seja suficiente. O pH ira influenciar no
tempo de migragéo das micelas e precisa ser otimizado para verificar a influéncia

no tamanho da janela de migragcdo*®°.

3.6.5.3.
Temperatura

O coeficiente de distribuicdo é dependente da temperatura, e seu aumento
causa a redugado do tempo de migracéo, pois o coeficiente de distribuicdo é
diminuido. O aumento da temperatura também resulta em aumento da

velocidade do EOF e das micelas na mesma proporgédo devido a redugdo da
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viscosidade do eletrélito de separacido. Existe também a dependéncia do
coeficiente de distribuicdo (particdo) dos solutos em fungdo da temperatura.
Conseqlientemente, a temperatura pode afetar a resolugdo. Embora, se a
temperatura ndo tem um impacto significativo na seletividade e resolugao tem
forte efeito no tempo de migracdo. No entanto é importante manter a

temperatura sempre constante para reprodutibilidade dos resultados®.

3.6.5.4.
Adicao de aditivos na fase aquosa

Varios modificadores de fase moével utilizados para cromatografia liquida
sdo aplicados a MECC. Entre os aditivos mais utilizados temos solventes
organicos, ciclodextrinas (CDs), reagente ion-par e uréia®. Nesse trabalho foi
adicionado ao eletrélito de trabalho apenas solvente organico.

Solventes organicos misciveis em agua como metanol (MeOH) e
acetonitrila (ACN) podem ser utilizados em MECC. Estes solventes orgéanicos
reduzem o fator de retencdo e alteram a seletividade da separagdo. Quando
esses solventes sdo adicionados na solugdo do eletrdlito de trabalho alteram a
polaridade da fase aquosa do eletrdlito causando um aumento na atragdo do
analito para essa fase. A alta concentragdo de solvente organico pode dividir a
estrutura da micela, assim, é recomendado que a fracdo de volume nao exceda
20% da composigao. A adigdo de solvente orgénico na solugéo micelar reduz a
Veor €, desse modo, estende a janela de migracao aumentando a resolugdo. Um

estudo para escolher a porcentagem de solvente deve ser realizado*®*.
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3.7.
Resultados e Discussao

3.71.
Composicao do eletroélito

O primeiro estudo foi realizado com intuito de separar trés estrobilurinas
(azoxistrobina, picoxistrobina e piraclostrobina) utilizando o método MECC, uma
vez que os analitos sdo neutros em solugdo.

Em experimentos preliminares, usando 30 mmol L™ de SDS e 20 mmol L™
tampao borato (pH 8,5), observou—se que somente a interagdo analito-micela de
SDS néo era suficiente para que ocorresse a separagao de componentes (Figura
14). Essas condi¢des iniciais foram escolhidas com base nos procedimentos
descritos na literatura para separagao de outras espécies neutras por CE. Como
a resolugdo pode ser melhorada pela adi¢gdo de outras substancias (aditivos) no
tampao de anadlise, o solvente organico metanol foi testado, variando sua
proporcao entre 5 e 20%, em volume. A separacao efetiva dos analitos ocorreu
somente apos a adigdo de 20 % de metanol ao eletrdlito de trabalho (Figura 15).
Uma porcentagem maior de solvente foi evitada por causa do possivel efeito

deletério na formacdo das micelas®.
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Figura 14: Analise de uma mistura padrdo das estrobilurinas (1 x 10° mol L) pelo
método MECC. Eletrolito de trabalho: 30 mmol L™ de SDS, tampao borato 20 mmol L
pH 8,5, capilar de silica fundida de 50 cm x 75 ym d.i. (42,5 cm até o detector), os
analitos foram injetados hidrodindmicamente, com presséo de 50 mbar por 10 segundos.
O potencial aplicado (V) foi de 25 kV, temperatura (T) de 25°C e detecgao em 200 nm.
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Figura 15: Separagdo das estrobilurinas em uma mistura padrdo (1 x 10 mol L‘1).
Eletrolito de trabalho: 30 mmol L™ de SDS, tampao borato 20 mmol LT, pH 8,5, capilar de
50 cm x 75 pm d.i., Injecao por pressao (50 mbar) por 10 segundos, V=25 kV, T=25°C e
deteccdo em 200nm. Variagdo da porcentagem de metanol (a) 5, (b) 10, (c) 15 e (d) 20

%. 1) Azoxistrobina, 2) Picoxistrobina e 3) Piraclostrobina.

Verificadas as condigdes iniciais de contorno da solugéo de eletrélito, um
estudo univariado dos parametros experimentais e instrumentais foi realizado
para otimizar a separagdo desses analitos. O tempo de analise, representado
pelo tempo de migragéo do ultimo pico, e a resolugéo entre os picos foram as
respostas avaliadas na escolha da condigdo experimental final.

O melhor pH do eletrdlito de trabalho foi determinado através de um estudo
com diferentes tampdes em uma faixa de pH entre 6,00 e 10,0 usando variagdes
de uma unidade. Os tampdes utilizados foram: citrato (pH = 6,01), fosfato (pH =
6,02; 7,05; e 8,05) e borato (pH = 8,02; 9,08; 10,1). Os outros parametros foram
mantidos constantes, 30 mmol L™ de SDS e 20% de metanol. Como referéncia,
foi utilizado o resultado obtido no estudo preliminar. Esse estudo mostrou que o
melhor tampao realmente foi o borato nos pH 8,02 e 9,08. Na Tabela 1, esses

resultados sdo resumidos.
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Tabela 1: Resumo do tempo de migragéo dos analitos na otimizagdo do pH do eletrdlito.

Tempo de migragao (minutos)

Tampdes Citrato Fosfato Borato
pH 6,01 6,02 705 805 802 908 101
Analitos
Azoxistrobina X X 17,5 19,0 16,0 13,5 14,0
Picoxistrobina X X X X 16,5 14,0 15,5
Piraclostrobina X X X X 19,7 16,0 18,7

X = nao apareceu o pico referente ao analito durante um tempo de analise de 30

minutos.

Um ajuste fino de pH foi feito para o tampao borato, agora com variagdes,
dentro da faixa entre 8,0 e 9,1, agora variando os valores de pH em intervalos
menores. A separacao dos trés picos foi possivel em todos os pHs testados
dentro da faixa do tampao borato, mas um maior tempo de analise foi obtido com
pH = 8,06. Entre pH 8,52 e pH 9,08 foi possivel verificar que ndo houve diferenca
significativa entre os tempos de separacao dos picos, assim como nos tempo de
analise (Figura 16). Assim, o pH em torno de 8,5 foi escolhido para os proximos
testes. E importante salientar que durante o estudo com diferentes valores de
pH, um condicionamento do capilar com solugao eletrolitica em questdo foi

realizada antes da inje¢do no sentido de estabilizar o sistema.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0621159/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0621159/CA

80

Absordnein imAal)
£ & &

&

¢

Figura 16: Estudo da influéncia do pH na resolugcéo e tempo de analise. Eletrélito de
trabalho: 30 mmol L-1 de SDS, tampao borato 20 mmol L™, capilar de 50 cm x 75 pym d.i.
Injecdo por pressdo por 10 segundos, V= 25kV, T= 25°C e deteccdo em 200 nm.
Variagdo do pH em (a) 8,06, (b) 8,52 (c) 9,08. 1) Azoxistrobina, 2) Picoxistrobina e 3)

Piraclostrobina.

A presenca de metanol no eletrdlito de corrida mostrou ser importante na
separagdo dos picos, mas outro solvente organico foi testado, a acetonitrila
(ACN), para verificar qual seria a resposta em relagcao a resolugao dos picos e
tempo de analise. A faixa percentual de acetonitrila adicionada na solugao do
eletrélito de trabalho foi igual a faixa utilizada para o teste do metanol (5 — 20%
v/v). A Figura 17a mostra que com 15% v/v de ACN na solugcao eletrolitica &
possivel a separacgao dos trés picos de interesse. Com o solvente ACN o tempo
de separacao entre os picos do azoxistrobina e picoxistrobina foi maior e um
menor tempo de analise foi obtido quando comparado ao resultado obtido com
metanol (Figura 17b). A adigéo de solvente organico na solugéo eletrolitica altera
a janela de migragéo e a resolugao entre os picos. A concentragao de 15% v/v
de ACN na solugao do eletrdlito de trabalho foi a quantidade de modificador

organico presente nos préximos testes.
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Figura 17: Comparacao entre MeOH e ACN como modificador. Figura A: (a) 5, (b) 10, (c)
15 e (d) 20 % de ACN. Figura B: (a) 15% de ACN e (b) 20% de MeOH. Eletrolito de
trabalho: 30 mmol L-1 de SDS, tamp&ao borato 20 mmol L7, pH 8,5, capilar de 50 cm x 75
pm d.i., V= 25 kV, T = 25°C e detecgdo em 200 nm injegdo por 10 segundos. 1)
Azoxistrobina, 2) Picoxistrobina e 3) Piraclostrobina.

Em outro experimento, avaliou-se a influéncia da concentragcao do tampéao
borato no eletrélito de trabalho. O resultado obtido mostra que a concentracéo do
tampao nao tem grande influéncia na resolugdo dos picos e também no tempo
de analise. A concentracdo de 40 mmol L de borato foi escolhida para os
proximos testes apenas por ter apresentado uma pequena melhora no formato
dos picos (Figura 18).
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Figura 18: Variagdes na concentragdo do tampao. Eletrélito de trabalho: 30 mmol L' de

SDS, pH 8,50, 15% v/v de ACN, capilar de 50 cm x 75 ym d.i., inje¢do por 10 segundos,

V =25 kV, T = 25°C e detecgdo em 200 nm. Concentragdo de borato: (a) 10, (b) 20, (c)

30 (d) 40 e (e) 50 mmol L. 1) Azoxistrobina, 2) Picoxistrobina e 3) Piraclostrobina.

O efeito da concentracdo do surfactante (SDS) foi otimizado numa faixa
entre 10-50 mmol L™ (faixa de concentracdo acima da CMC — 8,2 mmol L™ - do
surfactante em agua). O aumento da concentracdo de surfactante aumentou a
janela de migragdo, melhorou a resolugao e alterou a eficiéncia dos picos. Um
aumento na concentracdo de SDS na solugao eletrolitica provocou um aumento
significativo no tempo de migragédo e um alargamento dos picos, diminuindo a
eficiéncia da separagdo. Com uma concentracdo de 50 mmol L™, o tempo total
da analise foi de aproximadamente 30 minutos, ja com a concentragao de 30
mmol L™ a andlise teve um tempo total de aproximadamente 17 minutos, uma
reducao de 13 minutos, o que é mais viavel para uma analise de rotina. Com a
concentragdo de 30 mmol L™, a eficiéncia dos picos foi melhor (Figura 19). Um
dos efeitos de alargamento dos picos com o aumento da concentragao de SDS
esta relacionado com o efeito de transferéncia de massa intermicelar do soluto,
esse processo é lento e em concentragdes maiores de surfactante a distancia
entre as micelas é ainda menor o que dificulta a eluicdo do soluto pelo capilar*®.

A concentracdo de 30 mmol L™ de SDS foi escolhida para os proximos testes.
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Figura 19: Variagdes na concentragdo do surfactante (SDS). Eletrélito de trabalho: 40
mmol L™ de borato, pH 8,50, 15% v/v de ACN, capilar de 50 cm x 75 ym d.i., injecado por
10 segundos, V = 25 kV, T = 25°C e detecgdo em 200 nm. Concentragdes de SDS (a)
10, (b) 20, (c) 30 (d) 40 e (e) 50 mmol L™ 1) Azoxistrobina, 2) Picoxistrobina e 3)
Piraclostrobina.

Os parametros instrumentais como temperatura, diferenga de potencial e
tempo de injegdo da amostra também foram otimizados. A forga do campo
elétrico é diretamente proporcional a diferenga de potencial aplicada (Equagéao 2)
e EOF é diretamente proporcional a forga do campo elétrico, sendo assim um
aumento do potencial aplicado ira proporcionar maior intensidade do EOF e
menor tempo de migragdo dos analitos, porém reduzindo a resolugéo entre os
picos devido a diminuicdo da janela de detecgdo. A variagdo do potencial foi
realizada entre os valores de 10 e 30 kV. A Figura 20 mostra que com o aumento
da voltagem ocorreu realmente diminuigdo do tempo de migracéo do ultimo pico,
mas também uma pequena redugao entre os tempos de migragdo. Um potencial
de 25 kV foi tomado como 6timo para os demais testes devido ao tempo de
analise ser menor em relagao a voltagem de 20 kV e melhor resolugdo quando
comparada a 30 kV. A voltagem de 30 kV é a limite do equipamento, € 0 uso
continuo de altas voltagens pode afetar os constituintes do eletrélito e analitos na

solugao.
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Figura 20: Variagbes no potencial aplicado. Eletrélito de trabalho: 40 mmol L" de borato,
30 mmol L™ de SDS, pH 8,50, 15% v/v de ACN, capilar de 50 cm x 75 pm d.i., injecao por
10 segundos, V = 25 kV, T = 25°C e detecgdo em 200 nm. Potenciais aplicados: (a) 10,
(b) 20, (c) 25 e (d) 30 kV. 1) Azoxistrobina, 2) Picoxistrobina e 3) Piraclostrobina.

O proximo parametro avaliado foi a temperatura, que deve ser mantida
constante durante a analise. O aumento da temperatura leva a reducédo da
viscosidade do tampao, com isso a velocidade do EOF e das micelas aumentam
na mesma proporgao. O tempo de migragdo dos picos sera menor, mas pode
afetar também a resolugdo. O estudo foi realizado na faixa entre 10 e 40°C. Os
picos dos trés analitos apareceram em todas as temperaturas estudadas, mas
com temperatura de 40°C foi possivel observar uma pequena deformidade nos
mesmos. A temperatura de 25°C foi escolhida para o trabalho, por causa da
separagao entre os picos e também para garantir a estabilidade dos compostos

em solucao (Figura 21).
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Figura 21: Variagbes na temperatura de analise. Eletrdlito de trabalho: 40 mmol L de
borato, 30 mmol L™ de SDS, pH 8,50, 15% v/v de ACN, capilar de 50 cm x 75 pym d.i,,
injecdo por 10 segundos, V = 25 kV, T = 25°C e deteccdo em 200 nm. Temperaturas
estudadas: (a) 10, (b) 20, (c) 25 e (d) 30 e (d) 40 °C. 1) Azoxistrobina, 2) Picoxistrobina e

3) Piraclostrobina.

O volume de amostra dentro do capilar € um fator critico em CE. Um
grande volume de amostra pode ampliar a largura dos picos e impedir a
homogeneidade do campo elétrico ao longo do capilar®?. O volume de amostra
injetado depende, entre outros fatores, do tempo de injegdo. Foi realizado um
estudo para verificar o maximo de tempo que a amostra poderia ser injetada sem
prejudicar a eficiéncia dos picos. O teste foi feito dentro da faixa entre 5 e 20 s.
Apesar da area dos picos serem maiores com 20 s de injecdo o tempo de 15 s
foi escolhido como ideal para o método devido a melhor eficiéncia dos picos
(Figura 22).
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Figura 22: Variagdes no tempo de injecéo. Eletrdlito de trabalho: 40 mmol L" de borato,
30 mmol L™ de SDS, pH 8,50, 15% v/v de ACN, capilar de 50 cm x 75 pym d.i., injeg&o por
10 segundos, V = 25 kV, T = 25°C e detecgdo em 200 nm. Os tempos de injegédo
variaram em: (a) 5, (b) 7, (c) 10 e (d) 12, (e) 15 e (f) 20 segundos. 1) Azoxistrobina, 2)
Picoxistrobina e 3) Piraclostrobina.

Assim sendo, as condigbes de trabalho foram estabelecidas e sao
resumidas na Tabela 2. Vale lembrar que essas condi¢des sao aquelas que
serao utilizadas nos trabalhos sem pré-concentragdo no capilar. Quando se
utiliza a pré-concentragdo em linha pequenos ajustes de condi¢gdo devem ser

realizados.
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Tabela 2: Resumo das condigdes 6timas de trabalho.

Parametros Condicgao étima
Tampao 40 mmol L™ de Borato
Surfactante 30 mmol L™ de SDS
Modificador organcico 15% v/v de ACN
pH 8,50
Potencial 25kV
Temperatura 25°C
Pressao injecéao 50 mbar
Tempo de injegéo 15 segundos
Tamanho capilar 50 cm comprimento total (42,5 cm até o detector)
Diametro interno do capilar 75 um

A Tabela 3 apresenta os valores médios de tempos de migragdo, simetria
e resolucao obtidos com as condi¢des escolhidas. Picos simétricos sdo obtidos
quando a mobilidade dos analitos dentro do capilar é préxima a mobilidade do
tampao. Outro fator que influencia na simetria € a concentragcao do tampao, se a
concentracao dos analitos é alta em relacdo aos ions do tampao o campo
elétrico no capilar pode ser distorcido o que leva a picos irregulares. Para obter
melhores resolugdo e formato do pico, a concentracdo do tampao deve se
aproximadamente 100 vezes maior que a concentragdo de analito injetada®. Na
Tabela 3 os valores de simetria dos picos ficaram em torno de um valor ideal
(1,0), o que indica um bom resultado ao longo das analises. A resolugao foi
calculada pela Equacgédo 14, onde utilizou o critério da largura do pico a meia

altura®’.

R=11764 17 (15)
Wir2) ¥ Woir2)

onde: t; e t; sdo os tempos de migragdo dos analitos 1 € 2, w12 € W »(1/2) S80 as
larguras dos picos 1 e 2 calculadas a meia altura e 1,176 é o fator de

multiplicacéo.
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A resolugao entre os picos referentes a azoxistrobina e picoxistrobina foi
de 6,07 e entre os picos do picoxistrobina e piraclostrobina a resolugao foi de
7,32, esses valores indicam uma resolucao excelente entre os picos, pois o valor

considerado como 6timo é igual a 1,5%".

Tabela 3: Valores médios do tempo de migragao e simetria dos analitos na condigao

6tima.
Tempo de migragéo Resolucao
Analitos Simetria
(minutos) 1e2 2e3
1 10,5+0,4 1,05+ 0,09 6,07 £ 0,43 7,32+0,43
2 11,4104 1,15+ 0,10
3 12,9105 1,03+ 0,11

Analitos: (1) Azoxistrobina; (2) Picoxistrobina e (3) Piraclostrobina. Resolugao: 1
e 2 = resolugao entre azoxistrobina e picoxistrobina; 2 e 3 = resolugao entre

picoxistrobina e piraclostrobina.

Depois de estabelecidas as condi¢des de trabalho, foi feito um estudo para
otimizar as condi¢cdes de condicionamento e pré-condicionamento do capilar no
inicio de cada dia e entre corridas para que um numero maximo de analises
sucessivas fosse realizado. Esses condicionamentos sdo fundamentais para se
garantir a reprodugdo dos resultados e a capacidade do sistema em obter a
separagao de componentes. De fato, um dos problemas mais criticos da CE vem
da falta de manutengdo das condigcbes de separagdo por periodos de tempo
mais longos. A principal causa disso sdo as mudangas na dupla camada do
capilar, alteragdes na solucdo causada pela aplicacdo de potencial elevado,
entupimentos, criagdo de bolhas dentro do capilar. Testes foram realizados
através da realizagdo de eletroferogramas sucessivos de uma mesma amostra.
O resultado foi avaliado como repetitividade das areas dos picos e dos tempos
de migracdo. Pequenos ajustes foram feitos, como por exemplo, alteragdo dos
tempos de condicionamento do capilar com NaOH (1 mol L") e eletrdlito de
trabalho, como também a substituicdo dos vials contendo a solugao eletrolitica
utilizada na aplicagao do potencial. O potencial aplicado varias vezes na mesma
solucdo pode alterar a composicdo quimica dos constituintes do eletrdlito. Os
resultados mostraram que no inicio de cada dia o capilar deve passar por um

sistema de condicionamento com as seguintes etapas: (ii) passagem de uma
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solugéo de NaOH 1 mol L™ por 10 min, a solugéo é mantida dentro do capilar por
2 min; (ii) injecdo de agua no capilar por 10 min; (iii) injecdo de solugéo
eletrolitica por 2 min. Entre cada corrida, um pré-condicionamento do capilar foi
necessario com as seguintes etapas: (i) injecao de agua por 1 min; (ii) injecao de
ACN por 0,3 min; (iii) injegéo de agua por 1 min; (iv) inje¢do de NaOH (1 mol L)
por 1 min e (v) injecdo de solugéo eletrolitica por 2 min. Com tal procedimento
aplicado entre corridas, foi possivel realizar um total de oito eletroferogramas
consecutivos com desvio padrdo relativo percentual de aproximadamente 8%
para as areas dos picos e 5% para os tempos de migragdo. Depois das oito
analises, foi necessario trocar os vials com as solugdes eletroliticas. No final do
dia o capilar passou por um procedimento de limpeza com i) 5 mim com agua
ultrapurificada; ii) 5 min com NaOH 1 mol L e iii) 5 mim com solugdo agua
ultrapurificada:ACN 50:50% v/v, o capilar foi mantido com as extremidades

imersas nesta solugdo para evitar entupimento entre dias de analise.

3.7.2.
Cela de caminho 6ptico alongado

A absorvancia das estribulirinas foi medida em 200 nm, como mostrado
nos espectros de absor¢do dessas substancias (Figura 23) o relativo fraco sinal
analitico das estribulirinas estimulou a busca de abordagens para o aumento da
sensilibidade. Com esse aumento de sinal a resposta de uma sensibilidade
maior para o método seria alcangada, evitando a aplicacdo de método de pré-
concetracao off-line, o que muitas vezes é demorado, podendo, ao longo do
processo, provocar interferéncias. Em busca do aumento da sensibilidade, o uso

da cela de caminho 6ptico alongado foi testado.
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Figura 23: Espectro de absorgédo dos compostos piraclostrobina (1) e picoxistrobina (2).
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Os testes com a cela de caminho optico estendido indicaram realmente
que a amplificacado de sinal da ordem de dez vezes poderia ser alcancada, como
pode ser verificado na Figura 24, onde as solu¢bes-padrao contendo os analitos
estdo na mesma concentragdo (1 x 10° mol L™). No entanto, o aumento do
tempo de migragéo para 40 min e a dificuldade do uso dessa cela impediu o seu
uso rotineiro nesse trabalho. O aumento do tempo de migracao foi decorrente
tamanho do capilar do kit de alta sensibilidade (72 cm de comprimento até a
janela de deteccao). Ja a dificuldade de uso esteve relacionada com a
montagem trabalhosa do aparato e a dificil adaptacao da cela no capilar. Nesse
caso, as extremidades do capilar precisam ser perfeitamente ajustadas dentro da
cela para que a amostra passe pelo caminho optico alongado. Esse ajuste
requer muito cuidado e trabalho para que a cela possa ser utilizada em analise

de rotina.
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Figura 24: Diferenga entre o uso da capilar normal e capilar acoplado a cela de caminho
optico alongado; (a) eletroferograma da solugao padrao (1 x 10™° mol L'1) analisada no
capilar normal e (b) eletrogerograma da mesma solugédo padrdo em capilar acoplado a
cela de caminho o6ptico alongado. Eletrélito de trabalho: 40 mmol L" de borato, 30 mmol
L" de SDS, pH 8,50, 15% v/v de ACN, capilar de 50 cm x 75 ym d.i., injecéo por 15
segundos, V = 25 kV, T = 25°C e deteccdo em 200 nm. 1) Azoxistrobina, 2)

Picoxistrobina e 3) Piraclostrobina.
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3.7.3.
Pré-concentragao da amostra em linha

O procedimento de pré-concentracdo de analito em linha, foi realizado
como indicado no trabalho de Pérez et al*’. A pré-concentragdo NSM envolve a
utilizagdo de micelas carregadas negativamente, sendo o modo mais simples de
pré-concentracdo de amostra no capilar (on-line). A pré-concentracdo da
amostra no capilar envolveu a dissolugado dos analitos em uma matriz de baixa
condutividade em relacao ao eletrélito de corrida, permitindo que o processo de
acumulacdo em zona ocorra devido a diferenca de campo elétrico entre as zonas
de amostra e o tampao®’.

A matriz de baixa condutividade onde os analitos foram dissolvidos foi
otimizada com propdsito de obter maior sinal analitico dos pesticidas. Os testes
foram realizados dissolvendo a amostra em diferentes proporgées de tampao
borato e de agua ultrapurificada. O maior sinal analitico foi obtido com
preparacdo da amostra em tampao borato/agua ultrapurificada (40 mmol L™ pH
8,5) 50:50 % v/v. Apés a otimizagao da matriz, o tempo de inje¢cao da solugao foi
otimizado e 0 maximo de tempo de injegdo que permitiu compromisso entre o
melhor formato dos picos e maior sinal foi com 75 s. Com esse procedimento, o
sinal analitico teve um aumento em area de aproximadamente 5 vezes em
relacdo ao padrao injetado em modo normal. O tempo de migragédo dos analitos

foi menor quando aplicado o modo de pré-concentragdo em linha (Figura 25).
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Figura 25: Aplicacdo da pré-concentragdo em linha em solugéo padréo dos pesticidas;
(a) eletrogerograma de uma solugdo padrédo dos pesticidas (todos em 1 x 10™ mol L‘1)
diluida em acetonitrila: agua ultrapurificada 6:94% v/v; (b) eletroferograma no modo pré-
concentracdo em linha da solugédo padrdo dos fungicidas picoxistrobina e piraclostrobina
(ambos na concentracdo 1 x 10° mol L) e padr&o interno (azoxistrobina - 5 x 10 mol L~
'). Eletrélito de trabalho: 40 mmol L™ de borato, 30 mmol L™ de SDS, pH 8,50, 15% v/v de
ACN, capilar de 50 cm x 75 ym d.i., inje¢ado por pressao de acordo com o modo de
analise, V = 25 kV, T = 25°C e detecgao em 200 nm. 1) Azoxistrobina, 2) Picoxistrobina e

3) Piraclostrobina.

3.7.4.
Validacao do método

Todo método analitico desenvolvido em um laboratério deve passar por
processo de validagao para demonstrar que os resultados obtidos sao confiaveis
e adequados a qualidade pretendida. A validagdo de um método analitico € um
processo continuo que comeg¢a no planejamento da estratégia analitica e
continua ao longo de todo o seu desenvolvimento e transferéncia. A ABNT, diz
que a validacdo é a comprovagao, através do fornecimento de evidéncia
objetiva, de que o método atende os requisitos para uma aplicagdo ou uso
especifico®®*%%2,

A orientacdo sobre validagdo de métodos de ensaios quimicos elaborada
pelo INMETRO sugere que, quando aplicavel, as seguintes caracteristicas de
desempenho sejam investigadas: especificidade e seletividade, linearidade, faixa

de trabalho e faixa linear de trabalho, sensibilidade, limite de deteccdo e
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quantificagéo, exatidao e tendéncia, precisdo, robustez e incerteza de medigao®®.
Alguns parametros de validagao para o método na determinagao dos pesticidas
picoxistrobina e piraclostrobina serdo discutidos. A azoxistrobina foi utilizada

como padréao interno para se tentar a melhoria do desempenho do método.

3.74.1.
Linearidade

A linearidade de resposta para um método analitico € observada quando
seus resultados sdo diretamente proporcionais as concentragées do analito nas
amostras. A linearidade pode ser um comportamento natural do sistema ou pode
ser forgada por meio de padronizagao interna, quando interferéncias de matriz
ou variagdes na resposta causadas por variagdes de condi¢des instrumentais de
andlise sado observadas. A resposta linear é representada como expressao
matematica usada para o calculo da concentragdo do analito a ser determinado
na amostra real e pode ser observada graficamente através da curva analitica.
Os parametros da curva (Equagédo 16) podem ser obtidos pela regressao linear
simples usando o método dos minimos quadrados (quando a varidncia é

homogénea ao longo dos pontos amostrados - homoscedasticidade)* onde:

Y=aX+b  (16)

onde “Y” é a variavel de resposta; “X” é a concentragdo ou massa do analito; “a”
é a inclinacao ou sensibilidade da curva de calibracao; “b”é a intersecgdo com o
eixo y, quando x=0 e b é o erro aleatorio.

A padronizacao interna consiste na adicdo nas amostras e nas solugdes-
padrédo de analito de quantidades conhecidas e constantes de uma substancia
denominada de padrao interno. Nesses casos, estabelece-se uma relagao entre
a resposta dos analitos nas amostras e nos padrdes, sendo a relagao de
resposta mais comum a razao entre os sinais do analito e do padréo interno de
concentragao conhecida. O método de padronizagao interna é bastante util,
especialmente por compensar o efeito de pequenas mudancas em variaveis
experimentais, oscilagdes de condicido instrumental e perdas em processos de
pré-concentracdo®. Para que essa estratégia funcione, o padrdo interno deve
ser uma substancia com propriedades fisicas e quimicas semelhantes aos dos

analitos de interesse, de modo a sofrer as mesmas variagbes de comportamento
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do analito. Devem também ser espécies quimicas que ndo deveriam ser
encontradas na amostra.*® O uso de uma estrobilurina (azoxistrobina) como
padrdo interno de outras (picoxistrobina e piraclostrobina) € interessante do
ponto de vista do comportamento das espécies quimicas, mas pode ser
inconveniente do ponto de vista da auséncia nas amostras. Assume-se aqui que
as amostras para os quais esse método de padronizacao interna for utilizado
deve ser necessariamente aquele onde a azoxistrobina é conhecidamente
ausente.

De um modo geral, a linearidade de um método € avaliada através do
coeficiente de determinacdo (R?). Entretanto, também é necessario avaliar a
homogeneidade das variaveis. Esta pode ser avaliada através de alguns testes
estatisticos, como por exemplo, os testes t de Student, a prova F de Fischer, o
intervalo de confianca do coeficiente angular e também pelo grafico de
residuos®’. A linearidade dos compostos picoxistrobina e piraclostrobina foi

avaliada sem e com padronizagao interna.

3.741.1.
Linearidade da Picoxistrobina

Na construgao da curva analitica da picoxistrobina tanto com resposta nao
compensada como por resposta padronizada com padrao interno, as faixas
lineares ficou no intervalo entre 5,45 x 107 a 1,09 x 10° mol L. Quando do uso
da padronizagao interna, a azoxistrobina foi adicionada as solugbes-padrdes na
concentragéo de 1,05 x 10° mol L™. A Figura 26 e a Figura 28 representam duas
curvas analiticas da picoxistrobina obtidas em dias diferentes, para a
padronizagao interna e sem considerar o padrao interno, respectivamente. Cada

ponto da curva foi medido em triplicata.
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Figura 26: Curva analitica para picoxistrobina por padronizagao interna. S, = area do

analito e Sp, = area padrao interno.
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Figura 27: Grafico de residuo da picoxistrobina por padronizagao interna.
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Tabela 4: Pardmetros das curvas analiticas da padronizagao interna.

PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0621159/CA

Parametro Curva 1 Curva 2
Coeficiente angular (36,6 + 0,6) x 10* (37,1+0,9) x 10*
Coeficiente linear (4,37 £ 1,03) x 102 (4,97 +1,88) x 107
R® 0,998 0,998
R%aqi 0,998 0,995
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Figura 28 Curva analitica para picoxistrobina sem considerar o padrao interno.
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Figura 29: Grafico de residuos da curva analitica da picoxistrobina sem considerar

padrao interno.

Tabela 5: Parametros das curvas analiticas da padronizagado sem padréao interno.

Parametros

Curva 1

Curva 2

Coeficiente angular

(39,4 + 1,57) x 10°

(39,9+1,8)x 10°

Coeficiente linear -5,84 +£1,80 -2,47 + 2,31
R? 0,994 0,998
R%ai 0,992 0,993

Nos dois casos (com e sem padronizagao interna), o comportamento linear
foi indicado pelo valor do coeficiente de determinagéo (R?) e pelo coeficiente de
determinagdo ajustado (Rzadj), superiores a 99% (Tabelas 4 e 5). Os desvios
padrdées dos coeficientes lineares indicaram que a faixa onde as curvas atingem
0 eixo da ordenada esta muito proxima do valor zero, indicando auséncia de erro
sistematico. J& os desvios padrbes dos coeficientes angulares representam a
boa precisdo intermediaria (reprodutibilidade intralaboratorial) das medi¢des. No
caso dos graficos de residuos (Figura 27 e 29), o padrao de distribuicdo para o
processo padronizado pode indicar falta de ajuste linear. Isso pode ser
facilmente visto na curva, onde o ponto de concentracdo 5 x 10° mol L (meio
da curva) esta acima da melhor reta da regressado. No entanto, os coeficientes

apontam valores proximos da unidade, fazendo-se aceitavel assumir o risco de
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considerar a resposta como linear. Adicionalmente, na auséncia de padronizacao
interna, o grafico de residuos aponta a aleatoriedade dos desvios ao longo da
melhor reta, confirmando esta escolha pelo comportamento linear.

A adequacdo do modelo linear pode ser avaliada através do teste F de
Snedecor—Fisher. Este teste é baseado no principio da ANOVA, onde a média
quadratica da regressdo (MQ,,) € dividida pela media quadratica do residuo
(MQrs), para seus respectivos graus de liberdade, conforme mostrado na

Equacéo 17.

F=MQ, /MO (17)

reg res

O resultado encontrado € comparado com o da tabela F, considerando
seus graus de liberdade (gl). Um valor estatisticamente significativo (o = 0,05) da
razdo entre as médias (F.ac> Fitico) rejeita-se a hipétese nula de nao existéncia
de relagdo linear, ou seja, se aceita a equacdo da regressado linear. Os
resultados dos testes do picoxistrobina podem ser encontrados na Tabela 6.
Como o valor calculado (F.ac = 1944 e 839 na presenca de padrdo interno e Fgy¢
= 529 e 606 por padronizacao externa) foi muito superior ao valor critico (Fitico=
10,3) podemos dizer que o modelo linear ¢é estatisticamente valido.

O modelo linear também pode ser avaliado por meio do teste t de Student,
que trata como hipotese nula (Hy) a suposicdo de que a area do pico e a
concentracdo de analito ndo se relacionam linearmente. Em um nivel de
significancia de 5%, o valor calculado de t comprovaria ou rejeitaria esta
hipétese. Como mostrado na Tabela 6, os valores de f calculados (f = 44,1 e
29,0 para o picoxistrobina na padronizacéo interna e t = 23,0 e 24,6 para a
padronizagéo externa) sdo bastante superiores ao valor critico (togs4 = 2,776),
sendo a hipétese nula rejeitada, resultando em um modelo que relaciona
linearmente intensidade de sinal e concentracdo. Os valores de p sdo menores
do valor de a (significancia) para o qual rejeitamos a hipotese nula para ambos
os casos. Se o=0,05, entdo, para um valor p=0,05 ndo se rejeita Hy, caso
contrario, rejeita-se Hy. No caso deste estudo, p<0,05. Assim, temos que, no
nivel de 5% de significancia, rejeita-se H,, resultando em um modelo que
relaciona linearmente a area do pico com a concentragédo do analito. A partir dos
diversos testes estatisticos, pdde-se concluir que o método apresenta resposta

linear tanto para a padronizagéo interna quanto externa da picoxistrobina.
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Tabela 6: Valores da analise da varidncia (ANOVA) para picoxistrobina.

Padronizagao interna Curva 1 Curva 2
Fea 1944 839
teal 441 29,0
Pea 2,57 x 10° 9,04 x 107
Padronizagao externa
Fea 529 606
toal 23,0 24,6
Pea 1,80 x 10™ 1,47 x 10"

3.7.4.1.2.
Linearidade da Piraclostrobina

As curvas analiticas para a piraclostrobina foram construidas da mesma
forma anterior. A faixa linear ficou no intervalo entre 4,90 x 107 a 1,12 x 10° mol
L. O padrdo interno (azoxistrobina) foi adicionado as solugbes padrdes na
concentragdo de 1,05 x 10° mol L™". A Figura 30 e a Figura 32 representam duas
curvas analiticas do piraclostrobina obtidas em dias diferentes, usando ou nédo a

padronizagao interna. Cada ponto da curva foi medido em ftriplicata.
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Figura 30: Curva analitica para piraclostrobina por padronizagao interna (S, = area do

analito, Sp, = area padrao interno).
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Figura 31: Grafico de residuos da curva analitica da piraclostrobina por padronizagao

interna.

Tabela 7: Parametros das curvas analiticas da padronizagao interna da piraclostrobina.

Parametros Curva 1 Curva 2
Coeficiente angular (38,6 + 1,0) x 10* (38,9+0,6) x 10*
Coeficiente linear -0,141 £ 0,032 (1,85 + 3,36) x 107
R? 0,994 0,998
R%aqi 0,992 0,998
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Figura 32: Curva analitica para piraclostrobina sem considerar o padrao interno.
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Grafico de residuos da piraclostrobina sem considerar o padrao interno.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0621159/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0621159/CA

102

Tabela 8: Parametros das curvas analiticas da piraclostrobina sem considerar o

pdrao interno.

Parametros Curva 1 Curva 2
Coeficiente angular (39,4 + 1,2) x 10° (39,7 + 3,04) x 10°
Coeficiente linear -5,51 + 1,66 -18,3+4,4
R? 0,9996 0,9995
R%q 0,9995 0,9988

O comportamento linear para a piraclostrobina foi obtido, como indicado
pelos varios coeficientes (Rz, Rzadj e grafico de residuos), Tabela 7 e 8 e Figura
30 e 32 superiores a 99 % e pelos graficos de residuos. Os desvios padrao dos
coeficientes lineares indicaram que a faixa onde as curvas atingem o eixo da
ordenada esta muito préxima do valor zero. Os desvios padrdes dos coeficientes
angulares indicam que o método apresenta uma boa precisao intermediaria das
medi¢des. Similarmente ao exposto para a picoxistronina, o grafico de residuos
(Figura 31) aponta um comportamento nao linear, mas essa informagao foi
ignorada em fungao de outros indicadores de linearidade, em especial, o grafico
de residuos quando da auséncia de padronizagéao interna (Figura 33).

Similarmente aos testes realizados para a picoxistrobina, a adequacao do
modelo para piraclostrobina para ambos os casos foi avaliada pelos testes F e t
de Student, assim como pelos valores de P, que indicaram ser linear para os

dois casos estudados. A Tabela 9 apresenta os valores obtidos para F, te P.

Tabela 9: Valores da analise da variancia (ANOVA) para piraclostrobina.

Padronizagao interna Curva 1 Curva 2
Feal 471 1631
teal 21,7 40,4
Peal 2,14 x 10" 3,34 x 10-5
Padronizagao externa
Feal 9615 3377
toal 98,1 58,1

Pcal 2,34E-6 1,12E-5
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3.7.4.2.
Detectabilidade

A sensibilidade é um parametro que demonstra a variacdo da resposta em
funcdo da concentragcdo do analito, sendo representado pela inclinacdo das
curvas analiticas. Os limites de deteccdo e de quantificagdo sao critérios de
avaliacdo de detectabilidade. O LD é a menor quantidade ou concentragdo do
analito presente em uma amostra que pode ser detectada, mas nao
necessariamente quantificada, sob as condicbes experimentais estabelecidas.
Existem varios critérios para a definicAdo do LD. No caso de métodos
instrumentais a estimativa do limite de deteccdo pode ser feita com base na
relagdo de trés vezes o ruido-sinal da linha de base, conforme demonstrado na
Equacado 18, ou pela distribuicdo de Student, Equagdo 19, ou ainda por

parametros da curva analitica (Equagéo 20)*°.

LD =x+3s, (18)

LD =x+ts, (19)

LD=3x"2  (20)
a

onde “x” & a média dos valores dos brancos e “s,” € o desvio padrao dos brancos
e “t” é a abcissa da distribuicdo de Student (dependente do tamanho da amostra
e do grau de confianga) e “a@” é a inclinagao da curva analitica.

Nesse trabalho o critério utilizado para calcular o LD, foi através de
medicdes realizadas com a amostra contendo a menor concentragao de analito
que poderia ser distinguida do sinal de ruido da linha base. Esse método para se
obter s, foi adotado devido a dificuldade de medicdo de um sinal de branco (o
sinal do branco seria préximo a zero). O calculo foi realizado utilizando as
Equacdes 18 e 20.

O LQ ¢é definido como a menor concentragdo do analito que pode ser
determinada com um nivel aceitavel de exatidao e precisdo. O procedimento de
avaliagdo do LQ é semelhante a do LD, podendo ser estimado como sendo a
concentracdo do analito correspondente ao valor da média do branco mais 5, 6
ou 10 vezes o desvio padrao do branco (Equagéo 21) ou por meio de parametros

58,59

da curva analitica®, conforme Equagéao 22.

LO=x+10s, (21)
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10
LO=x+—2 (22)
a

A obtencao dos limites de deteccao e de quantificagao foi feita para os dois
analitos, picoxistrobina e piraclostrobina nas condigdes estabelecidas,
considerando a analise de 10 solugbes-padrao com a menor concentragao para
os dois analitos. A Tabela 10 apresenta os resultados de LD e LQ para a
picoxistrobina e piraclostrobina calculados pelos critérios indicados nas
Equacgdes 18, 19, 20,21 e 22.

Tabela 10: Pardmetros de mérito de sensibilidade para picoxistrobina e piraclostrobina

Parametro Analitos

Picoxistrobina (mol L")  Piraclostrobina (mol L™

LD
x+ 35,) 2,52 x 107 3,62 x 107
X+ 3S
LD 8 7
(35,a) 6,84 x 107 1,76 x 107
Sp/a
LQ 7 7
4,11 x10 4,03x 10
(x + 10sp)
LQ 7 8
2,27 x 10° 5,85 x 10"
(10sp/a)

3.7.4.3.
Exatidao

3.74.31.
Comentario geral

Exatiddo do meétodo é definida como sendo a concordancia entre o
resultado obtido por um ensaio e o valor de referéncia aceito como
convencionalmente verdadeiro. Os processos normalmente utilizados para
avaliar a exatidao de um método sdo, entre outros: uso de materiais de
referéncia, participagdo em comparagbes interlaboratoriais e realizacdo de
ensaios de recuperacdo. Nesse trabalho a exatiddo foi avaliada por meio de

ensaios de recuperacdo com amostras fortificadas com os analitos®®.
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A recuperacao é definida como a propor¢ao da quantidade de substancia
de interesse, presente ou adicionada na porgéo analitica do material teste, que é
extraida e passivel de ser quantificada. As medicbes de recuperagdo sao as
mais comuns devido a dificuldade em se obter CRM (Material de Referéncia
Certificado), e sdo expressas em termos de porcentagem da quantidade medida
da substdncia em relacdo a quantidade adicionada na matriz (branco ou
placebo), em um determinado numero de ensaios. Os intervalos aceitaveis de
recuperacao para analise de residuos geralmente estdo entre 70 e 120%, com
precisao de até + 20%. Porém dependendo da complexidade analitica e da
amostra, este valor pode ser de 50 a 120%, com precisdo de até + 15%°*%.
Alguns valores de recuperagcdo considerados adequados em fungdo da

concentragdo do analito sdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11: Recuperagéo do analito em fungdo da sua concentragao (adaptagédo da fonte

Brito, Junior e Polese®)

Concentracdo do analito  Intervalo de recuperagao aceito, %

>10 % 98 - 102
21% 97 - 103
>0,1% 95- 105

> 100 ug g': 90 - 107

2100ngg; 80 - 110

210ngg 60 - 115

>1ngg’ 40 - 120

Para os ensaios de recuperacédo, amostras em branco de urina e agua do
riacho foram fortificadas com os fungicidas de interesse picoxistrobina,
piraclostrobina (azoxistrobina com padrao interno) de modo que a concentragao
final da solugdo ficasse proxima ao ponto médio das respectivas curvas
analiticas. Para as amostras de agua de riacho a analise foi mais simples,
apenas enriquecimento dos pesticidas e diluicdo em solugdo otimizada no
procedimento de pré-concentracdo “on-line”. Porém, no caso da urina, a

complexidade da matriz forgou o ajuste em algumas condigdes.

3.7.43.2.
Tratamento nas amostras de urina e agua do riacho

A primeira tentativa para viabilizar a analise da amostra de urina foi

realizada fazendo um ajuste de pH da amostra fortificada com as estrobilurinas.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0621159/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0621159/CA

106

O pH foi ajustado para 7,0 pela adigdo de NaOH (1 mol L™) para forgar a
precipitacdo de proteinas. Posteriormente, a solugéo resultante foi centrifugada
por 20 min a 3000 rpm*’. Em seguida a solugdo foi diluida em solugéo contendo
acetonitrila:agua ultrapurificada 6:94 % v/v, passada por filtros de PTFE (0,45
pUm) e analisada por CE nas condi¢des otimizadas anteriormente.

Devido a presenca de picos interferentes no inicio do eletroferograma,
mesmo apos a diluicdo da amostra, foram realizados novos testes para limpeza
das amostras de urina antes de ser injetada no CE. Sulfato de aménio® foi
utilizado para teste de desproteinagao da urina e um cartucho de silica foi usado
para se tentar a extracao dos interferentes em fase sélida. Os procedimentos
nao apresentaram resultados satisfatérios. Os picos no inicio do eletroferograma
continuaram e no tratamento com sulfato de aménio os picos dos analitos nem

apareceram (Figura 34).
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Figura 34: Analise das estrobilurinas em amostra de urina enriquecidas (1 x 10" mol L'1).
Eletrélito de trabalho: 40 mmol L™ de borato, 30 mmol L™ de SDS, pH 8,50, 15% v/v de
ACN, capilar de 50 cm x 75 pm d.i., injegdo por pressdo (pressdo 50 mbar, 15
segundos), V = 25 kV, T = 25°C e deteccdo em 200 nm. (a) Amostra apds
desproteinagdo com sulfato de aménio; (b) desproteinagdo com ajsute de pH para 7,0 e
limpeza da amostra com coluna de silica e (c) amostra de urina apés desproteinagcéo

somente com ajuste de pH.

A urina fortificada foi entdo submetida a procedimentos de extracdo em
fase sdlida com cartuchos de C18. Antes da passagem pelo cartucho C18, a

amostra foi apenas centrifugada por 20 min a 3000 rpm. Varios eluentes foram
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testados, diclorometano, acetona e acetonitrila. No caso do uso dos solventes
diclorometano e acetona, apds diluigdo, estes foram evaporados sob fluxo de
nitrogénio, para que o residuo fosse entdo retomado com solu¢gdo contendo
acetonitrila:agua ultrapurificada 6:94 % v/v. Com a acetonitrila como eluente, n&do
foi preciso fazer a evaporagao do solvente, sendo a solugao eluida (1 ou 1,5 mL)
e diluida com agua (volume final de 10 mL).

As extragdes com os solventes diclorometano e acetona ndo foram
eficientes, com valores de sinal aproximadamente 50% do esperado para as
picoxistrobina e piraclostrobina. Melhores resultados foram obtidos com eluigao

dos analitos com 1 mL de acetonitrila (Figura 35).
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Figura 35: Andlise das estrobilurinas em solugédo padrao (1 x 10™° mol L'1). Eletrolito de
trabalho: 40 mmol L™ de borato, 30 mmol L de SDS, pH 8,50, 15% v/v de ACN, capilar
de 50 cm x 75 pym d.i., inje¢do por pressao (pressado 50 mbar, 15 segundos), V=25kV, T
= 25°C e detecgdo em 200 nm. Eletroferogramas de solugdes padréo apds passar por
cartucho de extracdo C18 e eluido com (a) 1 ml e (b) 1,5 mL de ACN. 1) Azoxistrobina,

2) Picoxistrobina e 3)Piraclostrobina.

Apesar das perdas observadas para a picoxistrobina e piraclostrobina apés
extragdo em C-18, o ruido da matriz no eletroferograma foi minimizado. Assim,
como a azoxistrobina sofreu perdas similares ao longo do pré-tratamento,
decidiu-se que o procedimento de passagem de amostra em C-18 com retomada
em acetonitrila era 0 mais adequado, sendo obrigatoriamente necessario o uso
da padronizacao interna. O procedimento para extracdo dos pesticidas com
cartucho C-18 foi entdo realizado com as seguintes etapas: i) condicionamento

do cartucho com 2 mL de ACN e 2 mL de agua ultrapurificada; ii) 10 mL de
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amostra foi em seguida adicionado; iii) 10 mL de agua ultrapurificada foi utilizado
para remogao de impurezas da urina retidas no cartucho e iv) eluicdo dos
analitos com 1mL de ACN para baldo volumétrico de 10 mL. A Figura 36 mostra
o eletroferograma de uma amostra de urina e seu respectivo branco analisados
ap6s passarem pelo processo de extracdo e volume ajustado com &agua
ultrapurificada.

g &8 8 & 8

Absorvéncla (mAL)

=
=

1
[t 2 ¢ -
v-v-—v—qJ-"\.l"——-—-—"—h A,

25 5 75 10 1225 15 175 20
Tempo de mgacao {mn)

Figura 36: Comparacédo entre solugdo padrdo e amostra de urina. Eletrélito de trabalho:
40 mmol L™ de borato, 30 mmol L™ de SDS, pH 8,50, 15% v/v de ACN, capilar de 50 cm
X 75 ym d.i., os analitos foram injetados por pressao (pressdo 50 mbar, 15 segundos), V
= 25 kV, T = 25°C e detecgdo em 200 nm. (a) eletroferograma da solugédo padrao; (b)
eletroferograma da amostra de urina apds passar por extragdo em cartuchos C-18
(eluicdo com 1,0 mL de acetonitrila) e (c) branco da urina apés o0 mesmo tratamento da
amostra. 1) Azoxistrobina, 2) Picoxistrobina e 3) Piraclsotrobina.

Para as amostras de agua de riacho, os eletroferogramas foram obtidos

sem dificuldade, sendo alguns indicados na Figura 37.
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Figura 37: Analise das estrobilurinas em amostras de agua do riacho enriquecidas com
os fungicidas e solugdo padrao (1 x 10° mol L™). Eletrélito de trabalho: 40 mmol L™ de
borato, 30 mmol L™ de SDS, pH 8,50, 15% v/v de ACN, capilar de 50 cm x 75 ym d.i., os
analitos foram injetados por presséo (50 mbar, 15 segundos), V = 25 kV, T = 25°C e
deteccdo em 200 nm. (a) eletroferograma da solugédo padrdo e (b) eletroferograma da
amostra de agua do riacho fortificada. 1) Azoxistrobina, 2) Picoxistrobina e 3)

Piraclostrobina.

Depois destes testes um estudo foi realizado para avaliar o procedimento
de pré-concentragdo na amostra de urina e agua de riacho. Essas amostras e os
padrées dos pesticidas passaram a ser diluidos todos na solugédo de agua
ultrapurificada: tamp&o borato (40 mmol L™ pH = 8,5) 50:50% v/v e injetados no
capilar por 75 segundos (condigbes otimizadas no processo de pré-concentragéo
“on-line”). Quando aplicada as condigbes de pré-concentragdo “on-line” nas
amostras o pico referente ao analito piraclostrobina (terceiro pico) apresentou um
alargamento (diminuiu sua eficiéncia), mas esse efeito n&do prejudicou a

separacao entre os picos.
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Figura 38: Aplicacdo da pré-concentragdo em linha em amostra de urina (a) e agua do
riacho (b) enriquecidas com os fungicidas. Eletrélito de trabalho: 40 mmol L" de borato,
30 mmol L de SDS, pH 8,50, 15% v/v de ACN, capilar de 50 cm x 75 pm d.i., os analitos
foram injetados por pressao (pressao 50 mbar) por 75 segundos, V =25 kV, T = 25°C e

deteccdo em 200 nm. 1) Azoxistrobina, 2) Picoxistrobina e 3) Piraclostrobina.

3.7.4.3.3.
Resultados da recuperagao

As recuperagdes nas amostras de urina e agua de riacho foi avaliada
segundo os procedimentos descritos acima, incluindo a pré-concentragdo “on-
line”. Os resultados de recuperacdo, Tabela 12, foram expressos como
recuperacao analitica (valor medido é a média de dez replicatas, dividido pelo
valor esperado) em percentual.

Os valores das recuperagdes para a determinagdo do picoxistrobina em
ambas as amostras, ficaram dentro do intervalo esperado (Tabela 11), ja que o
valor da concentracdo do analito na solugdo final das amostras foi
aproximadamente igual a 3,42 x 10° mol L (1,26 mg L > 100 pug g™'). Ja para o
analito piraclostrobina as recuperagao analiticas apresentaram valores diferentes
entre a amostra de agua de riacho e urina. Para as amostras de agua de riacho
as recuperagdes ficaram dentro do intervalo esperado (Tabela 11). Nas amostras
a concentragao final do piraclostrobina foi aproximadamente igual a 2,78 x 10°®
mol L™ (1,08 mg L' > 100 pg™), entdo para a urina o valor de recuperagéo

encontrado ficou abaixo do valor esperado segundo a Tabela 11, mas
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considerando a complexidade analitica da amostra um intervalo entre 50 a 120%

com precisdo de até + 15% é aceito para analise de residuo®.

Tabela 12: Recuperacao dos pesticidas em diferentes amostras.

Amostras
Analito Urina Agua Riacho
Picoxistrobina 109 £ 9% 102 £ 9%
Piraclostrobina 74,5 + 3,6% 93,7 £ 9,8%

3.7.4.4.
Precisao

Precisdo é um termo geral para avaliar a dispersao de resultados entre
ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras
semelhantes ou padroes, em condicbes definidas. Ela é normalmente
determinada para circunstancias especificas de medi¢cao e as duas formas mais
comuns de expressa-las sdo por meio da repetitividade e a reprodutibilidade,
sendo usualmente expressas pelo desvio-padréo e desvio padro relativo®®.

Repetitividade € o grau de concordéancia entre os resultados de medigdes
sucessivas de um mesmo mensurando, efetuadas sob as mesmas condigbes de
medi¢do, chamadas de condigbes de repetitividade (mesmo procedimento de
medicdo, mesmo analista, mesmo instrumento usado sob mesmas condigdes,
mesmo local e repeticdes em curto espaco de tempo)>®.

A repetitividade de sinal e de tempo de migragéo para o picoxistrobina e
piraclostrobina foi calculada pelo desvio padrdo relativo (%RSD)*, indicado na
Equacéo 23. Para o tempo de migracado dos analitos e para as areas de pico, 0s
valores foram obtidos em relagdo ao padrao interno. Foram realizadas sete

medi¢des em trés niveis de concentragao.

RSD(%)=——-L—x100

medi¢do

(23)

onde “s” € a estimativa do desvio padrdo “Mmedgicso

é a média das
determinagdes.
Reprodutibilidade é o grau de concordancia entre os resultados das

medi¢des de um mesmo mensurando, efetuadas sob condigbes variadas de
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medi¢cdo. Embora a reprodutibilidade ndo seja um componente de validagao de
método executado por um unico laboratério, € considerada importante quando
um laboratério busca a verificagdo do desempenho dos seus métodos em
relacdo aos dados de validacdo obtidos por meio de comparacao
interlaboratorial. Precisdo sob condigdes de reprodutibilidade, por exemplo, onde
resultados dos ensaios sdo obtidos com o mesmo método, variando-se
laboratérios, operadores ou equipamentos € denominada preciséo intermediaria
ou reprodutibilidade interna®®.

Neste trabalho foi calculada a precisdo intermediaria, as medidas foram
avaliadas em diferentes dias para trés niveis de concentragao, para cada nivel
foi realizada quatro medidas. Uma vez escolhida a fonte de variacdo, as
estimativas das varidncias (dentro e entre os grupos) foram obtidas através da
analise de variancia (ANOVA), no programa Excel (Microsoft Office). A
reprodutibilidade é calculada pelo desvio padrao relativo (%RSD) com os valores
de MQg.e que € a soma dos minimos quadrados entre dias € MQgentro que € a
soma dos minimos quadrados de cada dia conforme mostrado nas Equacgdes 24
e 25%.

Sezntre = (M Qentre - M Qdentro )/ h (24)

RSD% = —"°_ 4100 (25)

entre

3.7.4.5.
Precisdao do tempo de migragao dos analitos picoxistrobina e
piraclostrobina

A repetitividade e reprodutibilidade interna para o tempo de migragcdo dos
pesticidas foram avaliadas de duas formas, com e sem considerar o padrao
interno.

A repetitividade do tempo de migragdo para a picoxistrobina e
piraclostrobina sem considerar o comportamento do padrdo interno
apresentaram variagdes entre 1 a 3% e 1 a 4%, respectivamente (Tabela 13),
esses valores sdo muitos bons para a técnica de CE. Por outro lado, quando o
padrao interno foi levado em consideracido, os resultados mostraram que a
repetitividade desses valores teve uma maior variagdo para ambos analitos,

ficando entre 3 a 6% e 2 a 13% para a picoxistrobina e piraclostrobina,
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respectivamente. Surpreendentemente, melhores resultados foram obtidos sem
se considerar o tempo de migragdo do padrado interno. Provavelmente, o tempo
de migragao da azoxistrobina esta sofrendo maior efeito da variagao instrumental
que os tempos do picoxistrobina e piraclostrobina. No entanto,
independentemente disso, e considerando o grande numero de variaveis
envolvidas na técnica os valores obtidos sem considerar ou considerando o
padrao interno sao satisfatorios para todos os niveis de concentragéo, presentes
no estudo, da picoxistrobina e para os niveis 2 e 3 da piraclostrobina. A variagao
maior da repetitividade (13%) foi observada para o menor nivel de concentracao
da piraclostrobina.

Os resultados obtidos para a reprodutibilidade interna do tempo de
migracao da picoxistrobina (Tabela 13) mostraram que se for considerado o
comportamento do padrao interno, os valores variaram entre 2 a 12%, sendo a
maior variagao referente ao nivel de concentragcao mais alto do estudo (nivel 3).
Uma variagao percentual bem mais satisfatéria para este nivel de concentragao
pode ser observada sem o uso do padrao interno.

Para a piraclostrobina os resultados obtidos para a reprodutibilidade
interna (Tabela 13), mostraram que ao se considerar o padr&o interno os valores
variaram entre 0,2 a 12%, sendo a maior variagao referente ao nivel 1 que
também teve maior variagao na repetitividade. O uso do padrao interno no tempo
de migragdo da piraclostrobina provou uma menor variagdo nos valores da
reprodutibilidade interna para os niveis 2 e 3 quando comparada aos resultados
obtido sem a presenca do padrao interno. Esse resultado mostrou que o padrao
interno é mais eficiente no caso da piraclostrobina, corrigindo as variagdes do
tempo de migracao entre dias de analise. Outra observagao interessante é que,
para alguns casos, a reprodutibilidade interna apresentou valores menores ou

muito proximos dos valores da repetitividade.
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Tabela 13: Par&dmetros da precisdo dos tempos de migragcéo do picoxistrobina e

piraclostrobina.

Repetitividade (%) Reprodutibilidade interna (%)
Analitos
Sem P. I Com P. I. Sem P. I ComP. I.

Picoxistrobina

1 3 6 5 4

2 1 3 1 2

3 3 6 2 12
Piraclostrobina

1 4 13 2 12

2 1 6 0,2 0,2

3 4 2 5 0,2

Niveis de concentragéo: (1) = 5,15 x 10" mol L™"; (2) = 2,06 x 10° mol L™
(3)=1,03 x 10° mol L™"; P.1. = padrao interno.

3.7.4.6.
Precisao da area do picoxistrobina e piraclostrobina

A repetitividade do sinal em fungdo da area de pico da picoxistrobina foi
avaliada considerando a padronizacao interna sendo que os valores ficaram
entre 3 e 5% (Tabela 14). Esses resultados foram piores do que o obtido sem
considerar o padrao interno (2 a 3%) como indicado na Tabela 14. Tal fato indica
que o picoxistrobina pode ser determinado com boa repetitividade sem a
presenga desse padrado interno. Nos dois casos uma melhor repetitividade foi
obtida para o nivel de concentragao intermediario, 0 que representa o ponto
médio da curva analitica onde a incerteza nas medigdes € menor.

A repetitividade da razao das areas da piraclostrobina na padronizagao
interna apresentou valores proximos a repetitividade quando o padrao interno
nao foi considerado, o uso do padrao interno nesse caso nao alterou a precisao
das medidas de repetitividade, Tabela 14.

A reprodutibilidade interna para o picoxistrobina teve variagdes no intervalo
entre 1 a 2% quando o padrao interno ndo foi considerado. Esse resultado pode

ser considerado excelente para a técnica de CE. Considerando o resultado em
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funcdo do padrao interno, o intervalo de variagdo foi maior (2 a 8%). A maior
variagao neste caso foi para a menor concentracao de analito.

O teste F baseado no principio da ANOVA, onde a média quadratica dos
valores obtidos em dias diferentes (MQentre) € dividida pela média quadratica dos
valores obtidos em um mesmo dia (MQqentro), fOi utilizado para dizer se existe
diferenca significativa entre as médias das areas. O resultado encontrado é
comparado com o da tabela F, considerando seus graus de liberdade (gl). Um
valor estatisticamente significativo (o = 0,05) da razdo entre as médias (Fcac <
F.itco) indica que ndo ha diferenca significativa entre as médias. O teste F foi
aplicado para o picoxistrobina e apenas o valor de F., (14) para a menor
concentragao de analito (nivel 1) medido com padronizagao interna foi maior do
que 0 Fgitico (5,99). Por esse resultado poderia-se dizer que existe diferenca
significativa, com nivel de confianca de 95%, entre as médias dessa
concentragéo.

A reprodutibilida interna do piraclostrobina considerando o padrao interno
teve menor variagdo para os niveis 1 e 2, o nivel 1 (padrdo de menor
concentracdo) apresentou grande variagdo sem o uso de padrdo interno (14%),
para trabalhar com esse nivel de concentracdo a padronizagdo interna é
fundamental. O teste F aplicado nesse estudo mostrou a importancia da
utilizagcdo do padrdo interno, os valores encontrados neste caso, sdo muito
menores do que os valores obtidos sem considerar o padrao interno. Pelos
valores de F., para todos os niveis de concentragdo com o uso de padréo
interno nao existe diferenca significativa entre as médias (MQentre € MQgentro), j@
que Fca < Fgiico @ um nivel de confianga de 95%. Para os niveis 1 e 3 sem
considerar o padrao interno os valores de F, foi igual a 9 e 23, respectivamente,
sendo maiores do que 0 Fgiico- A Tabela 14 apresenta todos os valores

encontrados.
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Tabela 14: Parametros da precisdo da area para picoxistrobina e piraclostrobina

e Reprodutibilidade
Repetitividade (%) _ Feal
Analitos interna (%)

SemP.l. ComP.l. SemP.l. ComP.l. SemP.l. ComP.l.

Picoxistrobina

1 3 5 2 8 3 14
2 2 3 1 3 0,4 4
3 3 5 1 2 1 0,01

Piraclostrobina

1 10 10 14 5 9 0,4
2 6 7 3 3 2 0,5
3 4 5 2 3 23 0,2

Niveis de concentragéo: (1) = 5,15 x 10" mol L™"; (2) =2,06 x 10° mol L™
(3)=1,03x 10° mol L"; P.I. = padrdo interno.

O papel desse padrado interno na melhoria da qualidade do resultado de
medicdo dos analitos nao foi cumprido como se esperava, com exceg¢ao do
piraclostrobina que teve precisdo de medi¢cao de sinal (em area de pico) mais
satisfatéria. A utilizacdo do padrdo interno se mostrou mais importante em
termos das recuperagdes obtidas para a piraclostrobina nas amostras de urina,
provavelmente corrigindo alguma perda de analito ao longo do processo de

tratamento da amostra.
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