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1. Introducéo

Com o crescente desenvolvimento e crescimento populacional ocorrido
principalmente apds a Primeira Revolucéo industrial, ocorrida no século XVI1I1, alguns
recursos sdo sobrecarregados. Especificamente na producdo de alimentos, o aumento de
eficiéncia passa pela maior produtividade por area plantada e pelo controle de pragas. O
manejo de culturas geneticamente modificadas, conhecidas como alimentos
transgénicos, com resisténcia as pragas € ainda controverso e necessita de mais
pesquisas a cerca dos impactos provenientes na flora e em possiveis efeitos colaterais
decorrentes do seu consumo. A utilizacdo de pesticidas é ainda a estratégia mais
difundida para o controle de pragas, sendo essa préatica extensiva depois da Il Guerra
Mundial por causa da introdu¢do do DDT, BHC, aldrina, dietilaldrina, endrina e 2,4 —
D. A constituicdo da producdo de pesticidas possuem propriedades fisicas dos
constituintes, como causa diferentes classes de pesticidas podem ser usadas em
combinagdo, como consequéncia pretende-se potencializar os efeitos para minimizar ou
eliminar a presenca de pragas nas culturas. Mesmo assim, ainda que usados
corretamente, acidentes decorrentes do uso de pesticidas sdo comuns. Muitas classes de
pesticidas podem prejudicar o0 meio ambiente além de ocasionar intoxicacfes graves nos
seres Vvivos'.

Os pesticidas desenvolvidos nos ultimos anos possuem como caracteristica uma
alta persisténcia e permanéncia mais prolongada no meio ambiente o que acarreta um
maior risco de contaminacdo tanto dos alimentos quanto do manipulador sem os
devidos requisitos de seguranca, podendo contaminar o solo, o ar e o lencol freatico,
tornando importante seu monitoramento quantitativo da presenca dos mesmos. As
estrobirulinas sdo uma classe de pesticidas naturais isolados principalmente de
cogumelos, sendo facilmente degradados em plantas animais e dgua. As estrobirulinas
sintéticas foram produzidas a partir das estrobirulinas naturais, sendo mais estaveis e
potentes quando usados para controle de fungos na agricultura. As estrubilurinas inibem
a respiracdo celular ligando-se a um local especifico nas mitocondrias, o local de
oxidacdo do quinol (ou do ubiquinol) do citocromo b, e desse modo a transferéncia de
elétrons entre o citocromo b e c cessa, 0 que leva a diminuicdo da taxa de oxidacdo do
NADH (dinucleotideo de nicotinamida e adenina) e sintese do ATP (adenosina
trifosfato). Como conseqliéncia, a producdo de energia € parada e o parasito (fungo)
morre?. As estrobilurinas sdo mais conhecidas como fungicidas inibidores quinonas,
cuja caracteristica importante é a acdo rapida e concentrada no primeiro periodo do
ciclo de vida dos fungos, isto &, no estagio de esporos. Por causa desse modo de acdo
diferenciado, as estrobilurinas séo degradadas rapidamente nas plantas, 4gua e solo. A
maioria dos fungicidas estrobilurinas tem um periodo residual de aproximadamente 21
dias. As quantidades esperadas para causar toxidade aguda em individuos de 68 kg
seriam as seguintes: de 500 até 5.000 mg/kg (ingestdo oral), de 2.000 a 20.000 mg/kg
(exposicdo cutanea) e de 2.0 a 20.0 mg/L (inalacdo)*. Até o ano de 2005 ndo havia
relatos de efeitos teratogénicos e carcinogénicos decorrentes da exposicdo as
estrobilurinas, no entanto, estas sdo toxicas para peixes e invertebrados aquaticos, o que
torna necessario o acompanhamento quando se faz a aplicagdo em torno de pocos
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d"4gua, estes cuidados sdo indicados nas embalagens dos produtos”. Segundo a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) a dose de Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA)
é de 0,043 mg Kg-1 para a picoxistrobina, 0,040 mg Kg-1 para a piraclostrobina, 0,02
mg Kg-1 para azoxistrobina e 0,03 mg Kg-1 para trifloxistrobina®.

Metodologias analiticas tem sido desenvolvidas e pesquisadas visando uma
determinacdo simultanea e préatica de estrobirulinas. As técnicas cromatograficas estdo
sendo utilizadas e variacGes desenvolvidas para utilizagdo em analises de amostras, tais
como frutas, vegetais, sucos, vinhos e compartimentos ambientais como agua e solo. A
técnica de eletroforese capilar até 0 momento ndo foi aplicada para determinagdo de
dimoxistrobina. O objetivo deste trabalho é desenvolver um novo método para
determinacédo simultanea de sete estrobirulinas apresentados na Figura 1 (azoxistrobina,
dimoxistrobina, piraclostrobina, picoxistrobina, trifloxistrobina, kresoxim-metil e
fluoxastrobina) utilizando a técnica de eletroforese capilar micelar (MEKC). Esta
técnica se baseia na aplicacdo de uma diferenca de potencial visando a separacdo de
analitos com diferentes mobilidades eletroforéticas dentro de um capilar preenchido
com um eletrolito de separacdo, a deteccdo serd por fotometria de absorcdo. Dentre as
vantagens desta técnica estdo a alta velocidade e eficiéncia, facil manuseio da amostra,
baixa producéo de residuos e baixo custo de operacéo.
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Figura 1: Estrutura das estrobirulinas selecionadas para este trabalho.
1.1 Cromatografia eletrocinética capilar micelar - MEKC

O processo de eletroforese ¢ definido como “o movimento ou migragdo
diferenciada de espécies carregadas pela atragdo ou repulsdo em um campo elétrico”.
Na eletroforese capilar varios modos de separacdo podem ser efetuados com apenas
pequenas mudancas de condic@es, particularmente no eletrolito de corrida. O modo de
separacdo deve ser escolhido de acordo com as caracteristicas quimicas dos analitos, em
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especial, se ele possui ou ndo carga quando em solucdo. Nesse trabalho a cromatografia
eletrocinética capilar micelar (MEKC) foi escolhida como modo de separacdo para as
estrobilurinas.

Os métodos eletroforéticos em solucdo livre (CZE) sdo limitados a separacdo de
compostos que contém carga ou apresentam grande diferenca em suas massas
moleculares. MEKC é o unico modo de CE que é capaz de separar tanto 0s 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 separacao de constituintes da amostra. Em EKC, o equilibrio quimico
(distribuicéo, troca i6nica, formacgdo de complexo e particdo) é componente importante
do processo de separacdo. De acordo com Terabe et al.” EKC é definida como uma
técnica de separacdo com eletromigracdo em capilar envolvendo uma fase denominada
pseudo-estacionaria responsavel pela separacdo. A fase pseudo-estacionaria é uma
unidade (por exemplo, uma micela ou um polimero dissolvido) que interage com o
soluto, ndo afetando sua velocidade de migracdo. Por recomendacdo da IUPAC, EKC é
definida como uma técnica de separacdo baseada na combinagdo de eletroforese e
interacdes do analito com aditivos (por exemplo, surfactantes), os quais formam uma
fase dispersa (secundéaria) que se move com velocidade diferente do analito. Para
conseguir a separacao dos analitos, essa fase secundaria deve ser carregada. MEKC é
um caso especial de EKC, na qual a fase secundaria € uma fase micelar dispersa no
capilar®.

Em MEKC, agentes tensoativos ibnicos, em condicGes apropriadas a formacéo
de micelas, sdo adicionados ao eletrdlito de corrida, proporcionando assim um sistema
cromatografico de duas fases. O eletrélito representa a fase primaria, a qual €
transportada eletroosmoticamente sob acdo do campo elétrico, enquanto que as micelas
representam a fase pseudo-estacionéria, a qual € transportada por uma combinacgdo de
eletroforese e eletroosmose. Solutos neutros com diferentes coeficientes de particdo
(Pmw) entre a fase aquosa (eletrélito) e a fase micelar podem ser separados®® (Figura 2).
Em MEKC existe um limite de eluicdo, chamado janela de eluicéo, que € definido pelo
tempo de eluicdo do EOF (teo) € 0 tempo de migracdo das micelas (tmc). MEKC pode
ser visto como hibrido da cromatogradia liquida de fase reversa e CZE, com um
processo de separagdo tendo interagdes hidrofébicas e polares, mecanismo de particéo e
eletromigracdo. MEKC oferece uma combinacdo de fatores de CZE e cromatografia
liquida como a alta eficiéncia, curtos tempos de anélise, pequeno volume de amostra e o
consumo muito reduzido de solvente®.
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Figura 2: Esquema representativo da separa¢do por MEKC usando micelas aninicas
(adaptado da ref.9).

1.1.1 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 anibnico, catiénico, neutro ou
anfotéro; ou pelas caracteristicas da parte organica (hidrofébica). Os surfactantes tém,
em geral, a propriedade de formar micelas quando estdo em concentracao superior a um
valor critico, denominada concentracéo critica micelar (CMC). As micelas estdo sempre
em equilibrio com os monémeros (moléculas de surfactantes) presentes em solucédo. O
namero de mondmero e tamanho das micelas varia entre os tipos de surfactantes. O
processo de formacdo de micelas por surfactantes em meio aquoso ocorre do fato da
reducdo da interacdo hidrocarboneto-agua ser energeticamente favoravel. A CMC na
qual a agregacdo ocorre reflete o fato de que interacdes hidrofobicas entre a parte apolar
das moléculas do surfactante é balanceada pela hidratacdo e pela repulsdo eletrostatica
do grupo hidroﬁliCOErro! Indicador n&o definido._

Os surfactantes que apresentam altos valores de CMC séo inadequados para MECC,
pois as micelas formadas coexistem com grandes quantidades de monémero 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 anidnico. As micelas anidnicas tém mobilidade
eletroforética em sentido contrario ao do EOF, com isso sua velocidade de migracéo é
diferente da solugdo eletrolitica o que favorece a interacdo analito-micela’®. Para o
sucesso da separacdo € necessario que essa interacdo seja diferente para os diversos
solutos.

1.1.2 Migragédo em MEKC

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
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Veor € maior que a velocidade eletroforética das micelas aniénicas. Como resultado as
micelas sé@o carreadas para o catodo. Quando micelas catinicas sdo usadas, a parede do
capilar é recoberta com surfactante positivamente carregado para inverter o EOF, e
conseqiientemente a polaridade dos eletrodos também deve ser invertida para permitir a
eluicdo das micelas dentro da janela de eluicdo. Existem dois extremos que define uma
janela de eluicdo em MEKC. O extremo te, € marcado por analitos que ndo interagem
com as micelas (Pnw ~ 0) e que passam todo o tempo de migragdo na fase aquosa,
migrando com mobilidade eletroosmotica. O outro extremo tn € definido pela eluicdo
de analitos que interagem fortemente com as micelas e (Pmw ~ ), esses compostos sdo
muito hidrofdbicos e seus tempos de migragdo coincidem com o tempo de migracdo das
micelas (tmc). A existéncia da janela de eluicdo limita a capacidade de pico em MEKC ja
que todos os analitos neutros devem ser separados entre 0s tempos te, € tme. O tamanho
da janela de eluicdo pode ser alterado pela adicdo de modificadores organicos, misturas
de micelas ou pela modificacdo da parede do capilar °(Figura 3).

Solutos .
Micela

EOF

0] t t

mc

Figura 3: Esquema da janela de eluicdo em MEKC (adaptado da ref. 11).
2. Proposta de Trabalho

A proposta de trabalho foi desenvolver um método analitico para determinagao
simultanea de pesticidas em alimentos através da técnica de cromatografia eletrocinética
capilar micelar. Os pesticidas analisados foram azoxistrobina, dimoxistrobina,
piraclostrobina, picoxistrobina, trifloxistrobina, kresoxim-metil e fluoxastrobina, que
pertencem a uma classe conhecida como estrobirulina. As condi¢des instrumentais e
experimentais para a separagao dos pesticidas foram otimizadas.

3. Procedimento experimental
3.1 Materiais e reagentes

Azoxistrobina, dimoxistrobina, piraclostrobina, picoxistrobina, trifloxistrobina,
kresoxim-metil e fluoxastrobina foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Steinheim,
Alemanha). Solucdes estoque 1x10° mol L™, preparadas em acetonitrila grau HPLC
(Merck - Darmstadt, Alemanha), foram utilizadas no preparo das soluc¢des de trabalho
através de diluicdes posteriores. Todas as solucdes foram filtradas com filtros Miilipore
de 0,45 pm (membranas de PTFE) antes da injecdo nos sistemas eletroforese capilar. O
eletrolito de corrida contendo tampao borato, SDS e acetonitrila foi preparado
diariamente e o pH ajustado com NaOH 1 mol L™. O &cido bérico e o SDS (docecil
sulfato de sédio) foram obtidos da Merck.
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4. Instrumentacao

As andlises por eletroforese capilar foram realizadas em um equipamento
comercial Hewlett-Packard (HP) CE — Agilent. O instrumento era equipado com um
detector espectrofotométrico do tipo arranjo de diodos de operacdo na faixa de 190 a
600 nm, um controlador de temperatura do tipo Peltier, um sistema automatico de
injecdo de amostra e um programa de aquisi¢do e tratamento de dados desenvolvido
pela Agilent. As separac6es foram conduzidas em capilar de silica fundida de 56 cm de
comprimento total (47,5 cm até o detector) e 75 pum de didmetro interno. A diferenca de
potencial aplicada durante as andlises foi de +25 kV e a temperatura mantida constante
em 25 °C. As injegdes das amostras foram realizadas em modo hidrodindmico com
pressdo de 50 mbar por 15 segundos.

5. Resultados e discussao
5.1 Estudo visando a determinacéo de pesticidas por CE

O primeiro estudo foi realizado com intuito de separar duas estrobilurinas
(azoxistrobina e dimoxistrobina) utilizando o método MEKC, uma vez que os analitos
sdo neutros em solucdo. Estudos realizados anteriormente com duas estrobilurinas,
picoxistrobina e piraclostrobina, indicaram que apenas a interacdo analito-micela ndo
era suficiente para que ocorresse a separacdo desses analitos. A separacdo das
estrobilurinas s6 ocorreu apés a adi¢do de modificador organico ao eletrolito de trabalho
(BGE), e o estudo mostrou que a adicdo de acetonitrila (ACN) apresentava melhores
resultados em termos de resolucéo do que a presenca de metanol*?.

Devido a estudos anteriores, 0s estudos iniciais de separacdo da azoxistrobina e
dimoxistrobina foram realizados utilizando como eletrélito de trabalho uma solugédo
contendo 40 mmol L Borato, 30 mmol L™ SDS, pH = 8,61 e o0s parametros
instrumentais estabelecidos nos seguintes valores: temperatura = 25 °C; voltagem =
25kV e tempo de injecdo = 15 segundos. Solucdes estoques dos pesticidas foram
preparados a partir de seus padrdes analiticos em ACN na concentracéo de 1 x 10° mol
L™ e estocados a 4 °C no escuro. SolucBes de trabalho foram diluidas em agua nas
concentracOes desejadas. O eletrdlito de trabalho foi preparado diariamente com ajuste
de pH com auxilio de um pHmetro.

Um estudo univariado dos parametros experimentais que tem maior influéncia
na separacdo dos analitos foi realizado para otimizar a separacdo entre azoxistrobina e
dimoxistrobina. O tempo de analise, representado pelo tempo de migracdo do ultimo
pico, e a resolucdo entre os picos foram as respostas avaliadas na escolha das condi¢bes
experimentais. A melhoria da resolucdo foi verificada pela adicdo de ACN no eletroélito
de trabalho variando sua proporcdo entre 15 e 25%, em volume (Figura 4). Uma
porcentagem maior de solvente foi evitada por causa do possivel efeito deletério na
formagéo das micelas. A melhor resolucdo entre os picos foi obtida com 21% de ACN
apesar de uma pequena degradagdo do pico da dimoxistrobina (pico em 4,6 minutos),
essa porcentagem foi estabelecida para 0s préximos testes.
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Figura 4: Anélise de uma solucio padrdo das estrobilurinas (1 x 10 mol L™) pelo
método MEKC. Variacéo da porcentagem de ACN no eletrdlito. Eletrolito de trabalho:
30 mmol L™ de SDS, 40 mmol L™ Borato, pH 8,5, capilar de silica fundida de 50 cm x
75 um d.i. (42,5 cm até o detector), os analitos foram injetados hidrodindmicamente,
com pressdo de 50 mbar por 15 segundos. O potencial aplicado (V) foi de 25 kV, temperatura
(T) de 25°C e deteccdo em 200 nm.

O efeito da concentracdo do surfactante (SDS) foi otimizada numa faixa de
concentracdo entre 27 — 42 mmol L™ (faixa de concentracéo acima da CMC — 8,2 mmol
- do surfactante em agua). Os resultados foram apresentados na Figura 5 abaixo. O
aumento da concentracdo de surfactante provocou um aumentou no tempo de migracéo,
melhorou a resolucdo e aumentou na &rea dos picos, aumentando a sensibilidade do
método. Com uma concentracdo de 27 mmol L™, o tempo total da anélise foi de
aproximadamente 3,78 minutos, j4 com a concentracdo de 42 mmol L™ a analise teve
um tempo alterado para 5,42 minutos. A concentracdo de 42 mmol L-1 de SDS foi
escolhida para otimizagdo do proximo parametro.
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Figura 5: Anélise de uma solucdo padrdo das estrobilurinas (1 x 10 mol L™) pelo
método MEKC. Variagdo da concentragdo de SDS no eletr6lito. Eletrélito de trabalho:
40 mmol L™ Borato, pH 8,5 e 21% ACN; capilar de silica fundida de 50 cm x 75 pm
d.i. (42,5 cm até o detector), os analitos foram injetados hidrodindmicamente, com
pressdo de 50 mbar por 15 segundos. O potencial aplicado (V) foi de 25 kV,
temperatura (T) de 25°C e detec¢do em 200 nm. 1 = azoxistrobina, 2 = dimoxsitrobina.

Um ajuste fino de pH foi feito com o tampéo borato, com pequenas variagoes,
dentro da faixa entre 8,51 e 9,01 (Figura 6). A separacdo dos picos foi observada em
todos os valores de pH testados dentro da faixa do tampé&o borato e ndo houve diferenca
significativa na resolucdo dos picos, assim como no tempo de analise. Assim, o pH
entre de 8,81 e 9,01 pode ser usado nos proximos testes. E importante salientar que
durante o estudo com diferentes valores de pH, um condicionamento do capilar com
solugdo eletrolitica em questdo foi realizada antes da inje¢do no sentido de estabilizar o
sistema.
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Figura 6: Andlise de uma solucdo padrdo das estrobilurinas (1 x 10®° mol L™) pelo
método MEKC. Variacdo do pH do eletrdlito. Eletrdlito de trabalho: 42 mmol L™ de
SDS; 40 mmol L™ Borato, 21% ACN, capilar de silica fundida de 50 cm x 75 pum d.i.
(42,5 cm até o detector), os analitos foram injetados hidrodindAmicamente, com pressao
de 50 mbar por 15 segundos. O potencial aplicado (V) foi de 25 kV, temperatura (T) de
25°C e detec¢do em 200 nm.

As condicdes estabelecidas até aqui foram: eletrolito de trabalho contendo: 42
mmol L™ de SDS, 40 mmol L™ Borato, 21% ACN e ajuste de pH com hidréxido de
sodio entre 8,81 e 9,01. Os analitos foram injetados hidrodindmicamente, com pressao
de 50 mbar por 15 segundos com aplicacdo de potencial aplicado de 25 kV e
temperatura de 25°C.

O estudo com as estrobilurinas foi ampliado pela inclusdo no método de outros
pesticidas da classe como, piraclostrobina, picoxistrobina, trifloxistrobina, kresoxim-
metil, metominostrobina e fluoxastrobina.

A condicdo de contorno ja estabelecida foram utilizadas para a realizacdo de um
estudo para otimizar as condi¢cGes de condicionamento e pré-condicionamento do
capilar no inicio de cada dia e entre corridas para que um nimero maximo de anélises
sucessivas possa ser realizado. Esses condicionamentos sdo fundamentais para garantir
a reproducdo dos resultados e a capacidade do sistema em obter a separacdo de
componentes. De fato, um dos problemas mais criticos da CE vem da falta de
manutencéo das condic¢Bes de separacdo por periodos de tempo mais longos. A principal
causa disso sdo as mudangas na dupla camada do capilar, alteracdes na solucdo causada
pela aplicacdo de potencial elevado, entupimentos, criacdo de bolhas dentro do capilar.

As condicOes estabelecidas anteriormente foram utilizadas para iniciar os
estudos de separagéo das sete estrobilurinas selecionadas. O primeiro teste de separagéo
foi realizado variando a concentracdo de ACN (15, 17 e 20%) no eletrdlito de trabalho
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(Figura 7). Os sete picos referentes aos analitos foram identificados, mas alguns analitos
migraram juntos. A melhor resolucdo entre os picos foi obtida com 15% de ACN.
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Figura 7: Anélise de uma solucio padrdo das estrobilurinas (1 x 10 mol L™) pelo
método MEKC. Variagdo da porcentagem de ACN no eletrélito de trabalho: 42 mmol
L de SDS; 40 mmol L™ Borato, pH 9,0, capilar de silica fundida de 50 cm x 75 pm d.i.
(42,5 cm até o detector), os analitos foram injetados hidrodindmicamente, com presséo
de 50 mbar por 15 segundos. O potencial aplicado (V) foi de 25 kV, temperatura (T) de
25°C e deteccdo em 200 nm.

O efeito da concentracdo do tampéo no eletrolito foi realizado para verificar a
possivel separacdo dos analitos. O resultado apresentado na Figura 8 mostra que a
variacdo da concentracdo do tampéo ndo teve efeito significativo na resolucdo entre os
picos. A concentracdo de 80 mmol L™ foi selecionada para os préximos testes por
apresentar um menor alargamento dos ultimos picos.
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Figura 8: Andlise de uma solucdo padrdo das estrobilurinas (1 x 10®° mol L™) pelo
método MEKC. Variacdo da concentracdo do tampéao no eletrdlito de trabalho: 42 mmol
L de SDS; 15 % ACN, pH 9,0 capilar de silica fundida de 50 cm x 75 pm d.i. (42,5 cm
até o detector), os analitos foram injetados hidrodindAmicamente, com pressdo de 50
mbar por 15 segundos. O potencial aplicado (V) foi de 25 kV, temperatura (T) de 25°C
e deteccdo em 200 nm.

Um planejamento experimental foi realizado para fazer um ajuste das condicgdes
experimentais. A amplitude de cada parametro foi ajustada de acordo com os resultados
obtidos nos estudos univariados apresentados anteriormente. Um planejamento
experimental composto central (CCD) 2° foi utilizado e as variaveis consideradas
foram: porcentagem de ACN, concentracdo de SDS e o pH do eletrolito de trabalho. O
procedimento foi realizado com replicatas auténticas (3) no ponto central. Os niveis
escolhidos e estabelecidos para os parametros estdo apresentados na Tabela 1.

A resolucéo foi calculada pela Equacéo 1, onde utilizou o critério da largura do
pico a meia altura®.

— )
R=1,176 &
Wiy ¥ Worz)

onde: t; e t, sdo os tempos de migracdo dos analitos 1 e 2, Wy2) € W p1/2) S0 as larguras
dos picos 1 e 2 calculadas a meia altura e 1,176 é o fator de multiplicagdo.
Tabela 1: Niveis estabelecidos dos parametros escolhidos para CCD 2°.

Parametro +1682 +1 0 -1 -1682
% ACN 23,0 21 18 15 129
pH 9,8 95 90 85 8,2

Concentracdo SDS (mol L") 484 45 40 35 315

A Figura 8 e 9 apresenta o grafico de pareto dos resultados obtidos para a
resolucdo entre os analitos denominados 2, 3, 4 e 5 seguindo a ordem de elui¢do. A
porcentagem de ACN no eletrolito de trabalho é o termo mais relevante e tem
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contribuicdo linear para a resolugdo entre os anlitos 2 e 3 e contribui¢do linear e
quadratica para a resolucao entre os analitos 4 e 5. N&o foi detectada a interacéo entre 0s
parametros selecionados neste planejamento.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Res. 2 e 3
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=,0453844

DV:Res. 2e 3
(3)ACN(L) 4,9964
2Lby3L |1,52725
ACN@Q) -872765

(2)SDS(L)

H

8247232

1Lby2L

U

,6998095

1Lby3L

!

-,565006

SDS(Q)

|

-418632

PHQ)

|

,2165057

(L)pH(L)

i

, 154254

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 8: Gréfico de pareto considerando como resposta a resolugéo entre os analitos 2 e
3.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Res. 4 e 5
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=,1157686

DV:Res. 4e5
1
(3)ACN(L) i 12,645
ACN(Q) : |5,010199
1
(L)PHL) |3-,936108
1
1
1Lby3L |2,351631:
1
1Lby2L |2,346361:

PHQ) 1,795539 E
(2)SDS(L) -1,67526
2Lby3L 1,411761

1

SDS(Q) -, 721149 ,

1

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 9: Grafico de pareto considerando como resposta a resolugédo entre os analitos 4 e
5.

A Figura 10 apresenta um eletroferograma que mostra a melhor resolucéo obtida
experimentalmente quando realizado o planejamento. Um novo planejamento
experimental composto central 2% considerando apenas as variaveis, concentracdo de
SDS e % ACN no eletrolito de trabalho foi realizado para melhorar a resolugéo entre 0s
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picos 2 e 3. O pH do eletrdlito foi fixado em 9,0 para o novo planejamento. No
eletroferograma abaixo podemos ver que para um valor de pH igual a 9,0 foi obtido uma
boa resolucdo entre os demais analitos com excecdo dos analitos 2 e 3 que ainda tiveram
tempos de migracao muito proximos.

DAD1 D, Sig=200,4 Ref=450,50 (CABRINI\29072010000005.D)

(o2}
N
™~
—
-l
A\

<16.303

T T T T T
9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 min

Tempo de migracdo (min)

Figura 10: Anélise de uma solucdo padréo das estrobilurinas (1 x 10®° mol L) pelo
método MEKC. Eletrélito de trabalho: 40 mmol L™ de SDS; 23% ACN, pH 9,0 capilar
de silica fundida de 50 cm x 75 um d.i. (42,5 cm até o detector), os analitos foram
injetados hidrodinamicamente, com pressdo de 50 mbar por 15 segundos. O potencial
aplicado (V) foi de 25 kV, temperatura (T) de 25°C e deteccdo em 200 nm.

Os niveis dos parametros selecionados para a realizacdo do novo planejamento
experimental composto central 22 estdo apresentados na Tabela 2 abaixo.

Tabela 2: Niveis estabelecidos dos parametros escolhidos para CCD 2°.

Parametro +1414 +1 0 -1 -1414
% ACN 28,2 27 24 21 198
Concentracdo SDS (mol L) 64 60 50 40 36

A Figura 11 apresenta os graficos da curva de nivel e pareto tendo como
resposta a resolucdo entre os picos 2 e 3. O grafico da curva de nivel mostra que para
obter um maior valor de resolucdo entre os analitos 2 e 3 é necessario aumentar a
concentracdo de SDS (aproximadamente 70 mmol L™) e também a porcentagem de
acetonitrila (aproximadamente 29%). O grafico de pareto mostra que os fatores mais
relevantes s@o a concentracdo de SDS no eletrdlito e ha interacdo entre os fatores,
ambos apresentam uma contribuicéo linear para a resolucéo.

A Figura 12 mostra os graficos obtidos da curva de nivel e pareto para a
resolugdo entre os picos 4 e 5. Esses analitos haviam sido resolvidos no primeiro
planejamento, mas é importante verificar a resolucdo entre todos dos picos que
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apresentam tempos de migracdo proximos. A resposta da curva de nivel teve um
comportamento muito proximo ao obtido para a resolucdo entre os analitos 2 e 3.
Ambos os fatores tiveram contribuicdo relevante, a concentracdo de SDS tem uma
contribuicdo linear assim como a interacdo entre os fatores, a porcentagem de ACN teve
uma contribuigdo linear e quadrética.

A resolucéo entre os analitos 3 e 4 também foi investigada, pois estes estavam
bem resolvidos no primeiro planejamento (Figura 10), mas alteracdo na resolucdo foi
observa durante o planejamento 2°. A Figura 13 apresenta o resultado encontrado para a
resolucéo entre os analitos 3 e 4. Pelo gréfico da curva de nivel verificamos que para
obter uma melhor resolucdo entre os analitos 3 e 4 ndo podemos aumentar a
concentracdo de SDS no eletrdlito de trabalho como indicado nos resultados anteriores.
A porcentagem de acetonitrila foi o Gnico fator relevante para esta resolugéo.

A Figura 14 apresenta um eletroferograma obtido utilizando os resultados
obtidos com o planejamento CCD 2. Foi verificado que com o aumento da
concentracdo de SDS para 70 mmol L™ e a porcentagem de ACN para 27% é possivel
separar todos os analitos em um tempo de analise de aproximadamente 36 minutos.
Com 80 mmol L™ de SDS o tempo de analise foi de aproximadamente 48 minutos e 0s
analitos 3 e 4 ndo tiveram boa resolucdo. O eletrolito de trabalho para determinacdo dos
7 analitos deve conter 70 mmol L™ de SDS e 27% de ACN com pH igual a 9,00.

Fitted Surface; Variable: RES 2E3 Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: RES 2E3
(a) 2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=,0055441 (b) 2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=,0055441
DV: RES 2E3 DV: RES 2E3

(1)SDS(L)

1Lby2L 7,311676

1
1
SDS(Q) 2,862

ANC(Q) 2,01104

(2)ANC(L) 8667599

15,39419

p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 11: Grafico da curva de nivel (a) e pareto (b) para a resolucéo entre os analitos 2
e3.
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Fitted Surface; Variable: RES 4E5
(a 2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=,0216012

(b)

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: RES 4E5
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=,0216012
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Figura 12: Grafico da curva de nivel (a) e pareto (b) para a resolucdo entre os analitos 4
eb.
Fitted Surface; Variable: RES 3E4 Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: RES 3E4
(a) 2 factors, 1 Blocks, 11 Runs, MS Pure Error=,2157442 (b) 2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=,2157442
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Figura 13: Gréfico da curva de nivel (a) e pareto (b) para a resolucdo entre os analitos 3

e 4.
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Figura 14: Anélise de uma solucdo padrdo das estrobilurinas (1 x 10 mol L™) pelo
método MEKC. Eletrélito de trabalho: 70 e 80 mmol L™ de SDS; 27% ACN, pH 9,0
capilar de silica fundida de 50 cm x 75 pum d.i. (42,5 cm até o detector), os analitos
foram injetados hidrodindmicamente, com pressdao de 50 mbar por 15 segundos. O
potencial aplicado (V) foi de 25 kV, temperatura (T) de 25°C e detec¢do em 200 nm.

Com a resolucédo dos sete picos, a identificacdo dos analitos no eletroferograma
foi realizada através da medicdo dos espectros de absorcdo com o proprio detector
utilizado para as analises eletroforéticas (detector espectrofotométrico do tipo arranjo de
diodos). Um espectro foi obtido para cada pico no eletroferograma da mistura contendo
todos os sete analitos (Figura 12), e estes espectros foram comparados com 0s espectros
obtidos para as solugdes das substancias puras, nas mesmas condi¢cdes. A ordem de
saida dos analitos foi determinada como: Azoxistrobina, Dimoxistrobina, Kresoxim-
metil, Fluoxastrobina, Picoxistrobina, Piraclostrobinae Triflosxistrobina. Os espectros
de absorcéo estdo apresentados nas Figuras 15 e 16.
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Figura 15: Espectros de absorcdo das estrobilurinas: (1) Azoxistrobina, &)
Dimoxistrobina, (3) Kresoxim-metil, (4) Fluoxistrobina.
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Figura 16: Espectros de absorcdo das estrobilurinas: (5) Picoxistrobina, (6)
Piraclostrobina, (7) Trifloxistrobina .
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6. Conclusao:

Os parametros experimentais e instrumentais do método analitico baseado em
MEKC foram otimizados para determinacdo de sete estrobilurinas. O método foi
inicialmente otimizado para apenas duas estrobilurinas (azoxistrobina e dimoxistrobina)
para avaliar a capacidade de separacdo das condicdes ja existente no método
desenvolvido anteriormente no laboratério*’. Uma 6tima separacdo para esse dois picos
foi obtida com boa simetria e resolucdo. O planejamento composto central (2° e 2%) foi
realizado tendo como variaveis a concentracdo de SDS, a porcentagem de ACN e o pH
do eletrdlito de trabalho. Com a realizacdo dos planejamentos foi possivel encontrar as
melhores condicBes para promover a separacdo dos sete analitos utilizando o método
MEKC. Os valores obtidos para os parametros otimizados no eletrélito de trabalho
foram 70 mmol L™ para a concentracdo de SDS, 27% de ACN e pH igual a 9,00. O
desenvolvimento do método se encontra em andamento. Sera realizada a validacdo do
método, que é muito importante para avaliar o desempenho das andlises na eletroforese
capilar. Em busca de aumentar a sensibilidade serd estudada a possibilidade da
aplicacdo pré-concentragdo em linha. O método sera aplicado em amostra de alimentos
com diferentes procedimentos de preparo de amostra.
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