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Resumo

Neste trabalho de Diplomacdo em Engenharia Fisica, é apresentado um projeto de
instrumentacdo de detectores baseados em espectrofotometria por fluorescéncia e por absorgéo
molecular em UV-Vis, para aplicacbes em equipamentos de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC). O sistema desenvolvido foi projetado para operacdo em série dos dois
detectores, possibilitando a sua operacdo em simultaneo ou individualmente, expandindo as

possibilidades de investigacdo do equipamento.

O detector baseado em fluorescéncia foi desenvolvido utilizando um LASER com
comprimento de onda de 405 nm e poténcia média de 10 mW, enquanto o detector por absorcao
foi desenvolvido utilizando-se uma fonte de LED com espectro de emisséo centrado em 435 nm.

Ambos o0s detectores foram construidos sobre uma mesma plataforma instalada
imediatamente na saida de um equipamento comercial de HPLC, e foram projetados de tal forma
a ter seus componentes substituidos facilmente. Isso confere grande grau de liberdade para as

analises a serem feitas com estes detectores.

Amostras com componentes padrdo de &cidos carboxilicos foram analisadas pelo detector
de fluorescéncia. Os resultados indicam uma Otima linearidade para a faixa de concentracdes
entre 28 nM e 450 nM; intensidade de ruido satisfatoria para as analises; e 6timo limite de

deteccéo, sendo dez vezes superior ao detector utilizado anteriormente no laboratdrio®.

Palavras-chave: HPLC, Detector de fluorescéncia, Detector de Absor¢do, detecgdo em série.

! Testes sob mesmas condicdes de preparacdo de amostra, operacido do equipamento e detec¢do para acido
linolénico derivatizado em MPAC-Br.
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1. Introducéo
A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (abreviagdo HPLC, do inglés High

Performance Liquid Chromatography), é uma técnica de cromatografia a liquido desenvolvida e
em uso desde os anos 1970, sendo um resultado de diversos avancos cientificos e tecnoldgicos
ocorridos durante o século XX. Atraves desta técnica é possivel identificar, separar, purificar, e
proceder analises quantitativas de praticamente todos 0s compostos que possam ser solubilizados
em meio liquido. Equipamentos de HPLC estdo em uso em diversos laboratdrios de pesquisa e
andlises, e industrias ao redor de todo o mundo, com aplicacdes em diversas areas do
conhecimento. Equipamentos modernos consistem de um sistema integrado de injecdo de
amostras, disponibilidade de diferentes tipos de colunas, fases estacionarias e moveis, além de

diversos sistemas de deteccdo agindo de forma complementar e integrada [1].

Este trabalho de Diplomacdo em Engenharia Fisica tem como foco sistemas de deteccao
utilizados em equipamentos de HPLC. Sera abordada a teoria basica dos sistemas de deteccdo
encontrados nestes equipamentos, metodologias de caracterizagéo, e as etapas da montagem dos
detectores desenvolvidos neste trabalho. Em seguida, serdo apresentadas as medidas de
caracterizacdo do desempenho dos detectores, seguidas de uma analise dos resultados e

perspectivas futuras relacionadas ao projeto.

Dentre estes diversos sistemas de deteccdo disponiveis comercialmente, incluem-se
detectores baseados em espectrofotometria por fluorescéncia, espectrofotometria de absorcéao
molecular na regido do UV-Vis, indice de refracdo, medida de condutividade elétrica, entre
outros [2]. Neste trabalho, sera apresentada uma metodologia simples para o desenvolvimento de
detectores baseados em espectrofotometria de fluorescéncia e de absorcdo em UV-Vis, a serem
utilizados individualmente ou simultaneamente em um equipamento comercial de HPLC em uso
no Laboratério de Métodos do Instituto de Biociéncias da UFRGS. Todo o processo, desde o
desenho das pecas, usinagem, alocacdo de componentes, testes e medidas com amostras do

laboratorio serdo descritas de forma sequencial e da forma mais didatica possivel.

Este trabalho de diplomacgéo engloba conhecimentos de diversas disciplinas cursadas

durante o curso de Engenharia Fisica, dentre as quais merecem destaque:



[QUIO1121] — Quimica Fundamental e [QUI02014] — Quimica Orgéanica: Formulagdo e
equacionamento quimicos; nomenclatura; cinética e equilibrio quimicos; estrutura e reatividade

de compostos organicos;

[FIS01008] — Eletrénica Basica: Instrumentos de medicdo de caracteristicas elétricas de

circuitos; montagens e caracterizagdo de circuitos elétricos;

[FIS01235] — Propriedades fisicas dos materiais: Descricdo e relagcBes entre propriedades

mecanicas, térmicas, elétricas, magnéticas e Opticas dos materiais;
[QUI03002] — Espectroscopia: Espectroscopias rotacional, vibracional e eletronica;
[FIS01234] - Instrumentacao Fisica: Metrologia; interface com software;

[FIS01239] — Fotbnica: Geracdo e propagacdo de feixes LASER; projeto e analise de sistemas

Opticos; detectores de radiacao;



2. Objetivos e Metas
Este trabalho tem por objetivo construir os detectores Opticos para equipamentos de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), que sejam robustos e apresentem a performance
desejada para os materiais de interesse do Laboratdrio de Métodos da UFRGS. Estes detectores
devem ser utilizados de forma individual ou simultanea na saida de um equipamento comercial

instalado neste laboratério.

Para atender este objetivo, sera feita a instrumentacdo de detectores baseados em
espectrofotometria de fluorescéncia com a utilizagdo de um LASER com comprimento de onda
centrado em 405 nm; e outro detector baseado em absor¢do na regido do UV-Vis. Estes
detectores serdo posicionados em uma plataforma especifica onde havera espaco para a adi¢édo de
outros detectores que porventura sejam adquiridos pelo laboratério. As pecas para os detectores
serdo desenhadas e usinadas nas estruturas dos laboratorios da UFRGS, sempre que possivel, e
utilizando componentes mecanicos e eletrénicos ja disponiveis ou de baixo custo de aquisicao.
Em um primeiro momento, estes detectores serdo utilizados na identificacdo e quantificacdo de

misturas de &cidos carboxilicos, que fazem parte do estudo de um mestrando do laboratério.

Em uma primeira etapa, os detectores serdo caracterizados de forma a avaliar suas
caracteristicas de linearidade, flutuacdes na linha de base do cromatograma e limites de detec¢édo
para diversos acidos carboxilicos cujos padrdes estdo disponiveis no laboratério e atualmente
estdo em estudo pelo grupo de pesquisa do laborat6rio. Dentre estes &cidos carboxilicos estdo:
acido decanoico, acido tridecanoico, acido linolénico, acido palmitico, &cido oleico, &cido

estedrico, e acido caprico.

Os principais desafios encontrados na instrumentagdo dos equipamentos, bem como a

recomendacéo de trabalhos a serem feitos no futuro serdo indicados neste trabalho.



3. Revisao Bibliografica
3.1 Principios da técnica de cromatografia a liquido
A cromatografia a liquido € uma técnica em uso desde os primordios de 1900, quando o
botanico russo Tswett separou pigmentos de folhas utilizando uma coluna aberta de vidro
preenchida com carbonato de calcio e alumina, adsorventes sélidos chamados entdo de fase
estacionaria. A amostra era entdo aplicada no topo da coluna sob fluxo do solvente, chamado de
fase mdvel, que sob a acdo da gravidade deslocava-se continuamente pelo adsorvente arrastando
os pigmentos. Devido a interagdes diferenciadas entre os pigmentos com a fase estacionéria,
esses tinham diferentes velocidades de migracdo. Baseado nisso, Tswett conseguiu visualizar
bandas coloridas correspondentes a diferentes pigmentos, apelidando a técnica de cromatografia
[3]. Mais tarde, a técnica viria a ser chamada de Cromatografia Liquida Classica (CLC),
englobando as técnicas cromatogréficas feitas em coluna de vidro e sob pressdo atmosférica. Nos
anos seguintes ao experimento de Tswett, diversas amostras pigmentadas foram separadas através
da técnica de CLC, possibilitando identificar visualmente a separacdo ocorrida através da
passagem destes pelo adsorvente. Pequenas quantidades do solvente eram coletadas na saida da
coluna de vidro, e diferentes técnicas eram empregadas a fim de investigar quantitativamente as
amostras em estudo, incluindo-se andlise gravimétrica, algumas técnicas dpticas, e evaporagdo do
solvente. Como desvantagens, normalmente se descartava a coluna apos cada andlise, e ndo havia

muita automatizacao do processo.

Passadas algumas décadas, surgiu em meados dos anos 1940 a técnica de cromatografia
ascendente chamada de Cromatografia de Papel. Nesta técnica, uma tira de papel é colocada em
contato com a amostra, e em seguida esta mesma ponta do papel é imersa em solvente. Por acdo
da capilaridade, o solvente migra em direcdo ascendente e devido as interacGes diferenciadas dos
componentes da amostra com o papel, esses migram em diferentes velocidades possibilitando sua
separagdo. Poucos anos depois, a substituicdo da tira de papel por revestimentos de superficies de

vidro com silica em pé deu nome a técnica de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) [4].

Muitos outros avancos sucederam os trabalhos iniciais em cromatografia liquida — como

por exemplo: colunas recheadas, empacotadas em pressdo mais elevada, e diminuicdo do



tamanho das particulas da fase estacionaria (de 1,1 um a 10 pm). Sumariamente, estas melhorias
tornaram possivel ampliar o poder de separacdo dos diferentes componentes das amostras e a
eficiéncia dos equipamentos, ao custo de ter de utilizar bombas mais potentes a fim de fazer com
que a fase madvel tenha pressdo suficiente para atravessar as colunas empacotadas. No inicio da
década de 1970 utilizavam-se bombas com capacidade de 35 bar, o que foi suficiente para
apelidar a técnica de “High-Pressure Liquid Chromatography”, abreviadamente HPLC. Com a
introducdo de diferentes tipos de colunas empacotadas, bombas mais potentes e novos métodos
de deteccdo e processamento de dados, o termo HPLC passou a referir-se a “High-Performance

Liquid Chromatography”, termo em uso até os dias atuais.

Nos equipamentos modernos de HPLC, a amostra ¢é aplicada automaticamente na coluna,
enguanto o solvente é continuamente injetado na coluna que contém a fase adsorvente. Diversos
tipos de detectores podem ser utilizados para converter a concentracdo ou a massa de um analito
em um sinal de corrente ou tensdo, que serd posteriormente digitalizado, processado e
armazenado em um sistema de dados. O grafico da intensidade destes sinais elétricos em funcéo
do tempo de migracdo de uma amostra pelo sistema do HPLC é chamado de cromatograma.
Atualmente, os equipamentos de HPLC sdo controlado por software, e as colunas sdo
reaproveitaveis, tornando a técnica robusta, além de possuir boa reprodutibilidade intra-
laboratorial e inter-laboratorial.

A técnica de HPLC tornou-se uma das mais poderosas quanto a capacidade de separacéo,
identificacdo e quantificacdo de compostos quimicos. Seu sucesso pode ser visto através dos
nameros de publicacdes relacionadas a HPLC e nimero de vendas de equipamentos de HPLC por
ano, desde a sua invencdo (Figura 1). Enquanto o nimero de publica¢des anuais estabilizou-se
por volta de 1990, as vendas de equipamentos continuam a crescer, devido ao seu forte emprego
na industria farmacéutica, de cosmeticos, alimentos, testes de doping, pericias, identificacdo e

quantificacdo em amostras biolodgicas, dentre diversas outras.
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Figura 1 - Expansédo do (a) nimero de publicaces e (b) receita da venda de equipamentos de
HPLC desde 1966. Adaptado de [1].

Mais recentemente, no ano de 2004, foi apresentado um novo equipamento de
cromatografia liquida utilizando colunas com particulas adsorventes de diametro inferior a 1,7
pum e bombas com capacidade superior a 1000 bar. Este importante avanco deu origem a uma
nova nomenclatura para a técnica, agora chamada de Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia,
ou UPLC .

Sendo este um mercado bastante complexo e abrangente em relacdo as técnicas
disponiveis, € comum subdividi-lo em diferentes categorias de equipamentos. Dentre estes,
destacam-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), cromatografia gasosa, e
cromatografia em camada delgada. Equipamentos de HPLC sdo os dispositivos cromatograficos

mais utilizados, esperando-se que ultrapassem 70% de fatia de mercado neste ano de 2018 [5].

3.2  Principios de detec¢do aplicados a cromatografia a liquido

Um detector utilizado em equipamentos de cromatografia a liquido deve ser capaz de
identificar pequenas varia¢es na composicdo da fase movel na saida da coluna cromatografica,
gerando um sinal de corrente ou tensdo elétrica que sera posteriormente processado e interpretado
por um analista experiente. ldealmente, este detector tem uma resposta rapida e proporcional a
guantidade de soluto em andlise, possui baixo volume morto, apresenta resultados reprodutiveis e
é pouco influenciado pela temperatura do sistema. Quando se trata de amostras bioldgicas, €
desejavel também que o detector seja ndo destrutivel para que possa haver coleta de fragdes, seja

robusto, sensivel, seletivo e de facil manipulacdo. Evidentemente, tais especificagdes ndo serdo



atendidas por um Unico tipo de detector, sendo necessario escolher entre os diversos métodos de

deteccdo aquele que melhor atende aos requisitos da analise.

Geralmente os detectores sdo posicionados imediatamente ap0s a saida da coluna do
HPLC, a fim de evitar que a dispersdo do analito cause alargamento nos picos do cromatograma
correspondente. Um diagrama bastante comum de equipamentos de HPLC é apresentado na

Figura 2.

Figura 2 - Diagrama basico de um equipamento de HPLC. O solvente (a) € bombeado (b) de
forma a diluir a amostra (c), que serd aplicada na coluna cromatogréfica (d). Idealmente, o
detector (e) é posicionado imediatamente apds a coluna, e o sinal correspondente é adquirido,
processado e armazenado (f).Adaptado de [1].

Detectores baseados em espectrofotometria por fluorescéncia

Detectores de fluorescéncia modernos possuem uma sensibilidade que pode chegar na
ordem de pg-fg, cerca de 100-1000 vezes superior aos detectores de absorgdo, com um intervalo
linear dindmico que pode ultrapassar magnitudes de 10°. Devido a isso, muitas vezes estes
detectores sdo utilizados para a analise de componentes traco em uma amostra. Um pré-requisito
para os analitos a serem estudados com este tipo de detector é de que estes fluorescam — seja
naturalmente ou através de reacGes com moléculas derivatizantes. Neste ultimo caso, agentes

derivatizantes modificam quimicamente um composto inicialmente n&o-excitavel, derivatizando
7



seu grupo funcional (por exemplo, -OH, COOH, N-H, e S-H). Se este composto sofre este tipo de
derivatizag8o, poderd ser possivel excité-lo de forma a passar pelo processo de fluorescéncia.

No processo de deteccdo, moléculas do soluto emitem luz em um comprimento de onda
caracteristico apo6s absorverem uma luz incidente com radiacdo de maior energia. Em
equipamentos comerciais, utilizam-se como fontes de luz ldmpadas de deutério ou xendnio, por
terem um espectro de emissdo amplo, ou mesmos LASERS — neste caso, a técnica recebe o nome
de Flurorescéncia Induzida por LASER (mais comumente conhecida pela sigla em ingles: LIF).

A luz emitida pelo analito é filtrada e tem sua intensidade medida por um fotodetector,
que a converte em sinal de corrente elétrica e este € digitalizado para processamento e analise dos
dados.

Detectores baseados em espectrofotometria de absorcdo molecular na regido do UV-Vis

Detectores de absor¢do na regido do ultravioleta e visivel sdo atualmente os mais
utilizados em cromatografia a liquido. O principio basico por tras do funcionamento deste tipo de
detector esta na relacdo entre concentragdo de um analito em um certo volume e a respectiva
quantidade de luz absorvida, expressa pela Lei de Beer-Lambert por:

A =log {‘;ﬂ) = ged [Equacdo 1]

Onde I, é a intensidade da luz incidente na célula de detecgdo, I é a intensidade de luz
transmitida, = é o coeficiente de absor¢do molar decadico da amostra, d € o comprimento do
caminho 6ptico na janela de deteccdo, ¢ € a concentracdo da amostra em mol/L. O termo A
refere-se a absorbancia, e em geral estes detectores sdo projetados para operar em uma regiao
linear de absorbancia com a concentragdo do analito em estudo. Atualmente, detectores
comerciais baseados em absorcdo no UV-Visivel sdo capazes de operar com uma intensidade de
ruido menor do que 10~% Unidades de Absorcdo (UA) em um intervalo linear superior a duas
unidades de absorbancia, com limites de quantificagdo de poucos nanogramas [6].

Este tipo de detector pode operar com limites de deteccdo na ordem de ng - pg, sendo bem
menos influenciado por variagdes de temperatura e composicdo da fase mdvel se comparado aos
detectores de fluorescéncia. A absorcdo de luz por moléculas no intervalo entre 190 e 700 nm
depende das caracteristicas das moléculas é normalmente em forma de bandas. Detectores de

absorcdo podem ser fixados para absor¢cdo em um intervalo estreito (~0,2 nm) de comprimentos

8



de onda ou também numa faixa mais larga (~50 nm), este Ultimo apresentando em geral melhores
limites de deteccdo. E ainda essencial que a fase modvel seja transparente opticamente ao
comprimento de onda da luz utilizada, ou que sua absorbancia seja conhecida e descontada da
absorbancia medida, que neste caso sera a soma das absorbancias da fase movel e da fase
estacionéria.

Existem trés tipos de detectores baseados em absorcdo UV-Vis: detectores com
comprimento de onda de trabalho fixo, podendo utilizar tanto fontes monocromaticas quanto
policromaticas com filtros para selecdo de comprimentos de onda especificos; detectores com

comprimento de onda de trabalho variavel; e detectores de arranjo de diodos.

Detectores baseados em indice de refracdo

Este é o tipo mais antigo de deteccdo para cromatografia liquida. Frequentemente usado
de forma complementar a deteccdo por absorcdo, € uma técnica nao-selectiva de detecgdo pois
mede uma caracteristica da célula de deteccdo como um todo. Tipicamente a luz de uma
lampadas de tungsténio é direcionada para duas células diferentes: uma de referéncia, contendo
somente a fase mdvel pura, e outra com a amostra em analise. Desvios no indice de refracdo entre
as duas células sdo detectados com uma sensibilidade bastante inferior a deteccdo por absorcao
UV, chegando a ser 1000 vezes menor. Além disso, este tipo de detec¢do exige um bom controle

de temperatura e da pressdo do bombeamento de amostras para a coluna cromatografica.

Detectores baseados em condutividade elétrica

Este tipo de detector mede a condutividade do material em separacdo, sendo esta
proporcional a concentracdo i6nica na amostra. Seu intervalo linear € modesto, e quanto maior a
condutividade da amostra, menor a sensibilidade de deteccdo, tendo em vista que a condutividade
é altamente dependente da temperatura. Detectores de condutividade mais modernos possuem
compensacao automatica de variagdes de temperatura e supressao de ruidos devido a eletrénica.
Sao detectores de custo relativamente baixo e bastante usados para detec¢do de ions inorganicos e

acidos organicos.



Outros detectores

Ainda ha outros tipos de detectores amplamente utilizados em equipamentos de HPLC,
dentre os quais merecem destaque detectores eletroquimicos, detectores de radioatividade,
detectores de quimiluminescéncia eletroinduzida, detector de espalhamento de luz e o

acoplamento a espectrometros de massa.

3.2.1 Caracteristicas gerais dos detectores utilizados em técnicas cromatograficas
Diversos esforcos para a normatizacdo e formacdo de protocolos que assegurem a
validagio de detectores e métodos analiticos foram discutidos nas ultimas décadas. Orgéos de
cooperacdo internacional tém trabalhado para a elaboracdo de diretrizes e metodologias para a
validacdo de métodos analiticos — incluindo-se ai a definicdo e metodologias de avaliacdo de
diversas caracteristicas comuns a detectores dos mais variados tipos, e que devem ser levadas em

consideracdo durante a elaboracdo de um projeto de instrumentagéo de detectores.

Duas grandes organizacdes, que tém suas diretrizes para validacdo de métodos analiticos
respeitadas internacionalmente, sdo a International Conference on Harmonization (ICH) e a
Health Canada (HC). Originalmente voltada para a normatizacdo de requerimentos técnicos para
0 registro de produtos em diferentes mercados internacionais, a ICH lancou suas primeiras
recomendacgdes em 1995, através do documento intitulado “Validation of Analytical Procedures:
Text and Methodology ”’[7]. Estas recomendacfes foram logo adotadas por érgdos importantes
como a U.S. Food and Drug Administration (FDA) e United States Pharmacopeia (USP).
Posteriormente, em 1996, a ICH lancou normativas atualizadas especificamente para a indudstria
[8], que foram adotadas por grandes mercados regionais incluindo os Estados Unidos da
América, Unido Europeia e Japdo. As recomendacdes da Health Canada, intituladas de
“Acceptable Methods Guidance” [9], sao complementares as normativas da ICH, abrangendo
algumas areas ndo cobertas por esta. Além disso, a HC fornece modelos de documentos para
sumarizar o processo de validacdo dos métodos analiticos — utilizados como referéncia para o

presente trabalho.

Os atributos que devem ser levados em conta segundo as diretrizes da ICH e da HC,

seguidos de suas defini¢cGes e metodologias de validacdo, sdo apresentados a seguir.
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Seletividade

O termo seletividade vem da capacidade de identificar inequivocamente um analito,
mesmo que na presenca de outros componentes (como por exemplo, a prépria matriz, impurezas,
materiais de degradacdo, entre outros). A seletividade € muito importante para garantir a

identidade de um certo analito ou do conteldo de impurezas em uma amostra.

Linearidade do sistema

Tipicamente, a intensidade de sinal de um detector é proporcional a quantidade de soluto
na janela de deteccdo, em um dado instante. Isso € verdade apenas dentro do chamado intervalo
linear de deteccéo.

Exatidao

A exatidao expressa o quao préximo da realidade uma medicao esté indicando, seja esta
convencionalmente aceita como verdadeira ou obtida através de um valor padrao conhecido.

Preciséo

A precisdo indica o grau de proximidade entre si de uma série de medidas em sequéncia e
feitas sob as mesmas condigdes. E um resultado que independe da exatido, geralmente expresso
por meio da variancia ou do desvio padrdo. Dentre as diversas maneiras de se avaliar a precisao
de um método analitico, € comum calcular a precisdo tendo como base medidas de um mesmo
equipamento durante intervalos de tempo curtos e longos, e entre equipamentos usados em

diferentes locais e por diferentes pessoas.

Intervalo de operacao
O intervalo de operacdo de um instrumento analitico é definido como o intervalo de
concentracdes em ele opera com precisdo, exatiddao e de forma linear com a concentragdo — e,

desta forma, depende destas e outras variaveis.

Limite de deteccéo

O limite de deteccdo (abreviacdo "LOD", do inglés Limit of Detection), geralmente é
definido como sendo a quantidade minima de soluto necessaria para formar um pico
suficientemente grande de forma a ser distinguivel do ruido de fundo. Essa quantidade minima
ndo necessariamente pode ser quantificada, e é, portanto, uma medida qualitativa do desempenho

do equipamento [10].
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Ha& basicamente quatro maneiras diferentes de se determinar o limite de detec¢do de um
instrumento: visualmente, pela razdo sinal-ruido do pico de menor concentracdo; pelo desvio
padrdo relativo (“RSD”) e coeficiente angular da reta de calibra¢do; e por definicdo de um

critério para o desvio padréo relativo.

Na determinagdo do LOD visualmente, é estabelecida uma concentracdo minima de um
certo analito a fim de se identificar um pico. Esse método é subjetivo, e portanto deve ser evitado

para fins de documentacao de um instrumento analitico.

O segundo método estabelece um valor minimo para a razdo sinal-ruido (S/N). Diferentes
valores podem ser utilizados, mas em geral valores de S/N maiores do que 3 unidades sdo aceitos
como um bom indicativo do limite de deteccdo.. A Figura 3 exemplifica como é feita a medida da
relacdo entre sinal e ruido de um pico. O ruido refere-se as flutua¢bes da linha base, mesmo
quando nenhum analito est4 passando pela janela de deteccéo.

No método de calculo a partir do desvio padréo relativo e inclinacdo da reta de calibragdo,
a seguinte relacdo é utilizada para o célculo:

330
e

LOD = [Equacéo 2]

Onde o é o desvio padrdo da série de medidas realizadas com diferentes concentragdes, e
5’ é o coeficiente angular da reta de calibracdo. Para diminuir a incerteza na determinacdo do
valor do LOD, é necessario que multiplas medidas sejam feitas & uma concentracdo proxima do

valor esperado para o LOD. Em geral, de 5 a 6 medidas em sequéncia séo suficientes.

O ultimo método estd baseado na relacdo entre 0 LOD e o desvio padréo relativo, dado

por:

50

% RSD =

[Equacéo 3]

Tendo em vista de valores de S/N de 3 unidades sdo considerados suficientes para
distinguir um pico de um analito, neste método a concentragdo minima para obter um desvio
padréo relativo de ~17% é obtido.
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Figura 3 - Relacéo sinal/ruido (S/N)
Limite inferior de quantificacao
O limite inferior de quantificacdo (“LLOQ”) ¢ a quantidade minima de soluto em uma
amostra que pode ser quantificado pelo sistema de detec¢do, obedecendo aos critérios de
precisdo. Uma relacdo S/N de pelo menos 10 unidades é usualmente utilizada para que um pico
possa servir de base para gquantificacdo da amostra. Porém, em sistemas de alta precisdo este

valor de S/N pode ultrapassar 50 unidades.

Outros dois métodos similares aos utilizados na determinacdo do limite de deteccdo
podem ser utilizados na determinacdo do LLOQ: através do desvio padrdo relativo e coeficiente
angular da reta de calibracdo; e por definicdo de um critério para o desvio padrdo relativo. No

primeiro caso, a relacdo muda ligeiramente com relacéo ao LOD:

LLOQ = 2Z [Equacio 4]

Onde @ é o desvio padréo da série de medidas realizadas com diferentes concentracoes e

5" é o coeficiente angular da reta de calibracéo.

No método baseado na relagdo entre o LLOQ e o desvio padréo relativo, consideram-se

quantificaveis as concentracdes de analito que gerarem um S/N de pelo menos 10 unidades.

Robustez
A robustez de um instrumento analitico esta relacionada a sua capacidade de ser pouco

afetado por pequenas variacBes de parametros de operacdo. E indicado que a robustez seja
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avaliada j& num estagio avancado de desenvolvimento do equipamento, ou mesmo durante a

validagdo de novos métodos analiticos.

Estabilidade da linha de base

Existem trés categorias distintas de ruidos de detec¢do. Ruidos de alta frequéncia,
geralmente causados pelo sistema de aquisicdo e mal aterramento, podem ser identificados por
rapidas variacbes do sinal base e de pequena intensidade. Este tipo de ruido pode ser mais
facilmente filtrado e ndo chega a ser um grande problema em medidas por cromatografia liquida.
Ruidos de baixa frequéncia, por sua vez, podem ser confundidos com os préprios picos gerados
pela passagem do soluto, e podem comprometer bastante a sensibilidade do detector.
“Drifts”(“derivas”) entram na terceira categoria de ruido, geralmente causados por variagdes de
temperatura, vazdo e composicdo do solvente. Na pratica, o ruido de um detector sera uma
combinacdo de todos os trés tipos de ruido, conforme pode ser visto na Figura 4.

Geralmente a origem deste ruido deve-se a variagcdes de temperatura e pressdo dentro da
coluna e da taxa de vazdo da solucdo, além de flutuacbes na poténcia do LASER, e quanto maior

a intensidade deste ruido da linha de base, menor sera o limite de detec¢do do instrumento[11].

Ruido de alta frequéncia

Ruido de baixa frequéncia

Dnft

Rusdo total

S

Figura 4 — Principais tipos de ruidos em um sistema de deteccdo. Adaptado de [12].
O ruido dos detectores construidos neste trabalho devem ser avaliados

3.2.2 Aquisicao e processamento de dados
O sinal elétrico de saida de um detector, seja analdgico ou ja digitalizado, deve ser coletado,

armazenado e processado para a interpretacdo do analista. O sistema de aquisicdo tipicamente
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envolve uma placa de aquisi¢do de dados, que recebe um sinal analégico/digital do detector e se
comunica com um computador onde os dados serdo armazenados, processados e projetados para
interpretacdo de um analista. Tanto o detector quanto a placa de aquisi¢do sdo responsaveis pelo
tempo de resposta do sistema de aquisicao, sendo fundamental que a placa de aquisi¢do tenha um

bom desempenho no intervalo de aquisicao desejado.

O processamento de dados envolve a conversédo do sinal digitalizado em picos gaussianos,
que sdo convertidos em um cromatograma, de facil leitura por um analista, e pode também
envolver algoritmos mais avancados de filtragem de ruido, selecdo de canais de diferentes
detectores, identificacdo de picos cromatograficos, dentre outras automatizag@es possiveis.

4. Instrumentacao do sistema de deteccdo
Neste capitulo sdo apresentados 0s métodos e instrumentos utilizados para a realizacdo de

cada uma das etapas do projeto apresentadas como metas.

O equipamento de HPLC em utilizacdo no Laboratério de Métodos € um Biotech modelo
525 System (Hallertau, Alemanha), mostrado na Figura 5. Na saida da coluna do equipamento,
foi adaptado um conector metélico que conecta a coluna a um capilar com diametro externo de
435 um e interno de 320 um, por onde o0s analitos sdo transportados até a regido onde séo fixados
os detectores. Os detectores sdo fixados em sequéncia e sobre uma plataforma rigida e estavel, e
sera possivel escolher por operar no modo de deteccdo individual ou simultdnea — com mais de
um sistema de deteccdo conjuntamente. Na Figura 6 € mostrada a juncdo do conector da saida do
HPLC com o capilar, e a plataforma onde serdo instalados os detectores. O conector foi fixado a
plataforma, e esta foi coberta com um envoltério acrilico a fim de deixar o sistema menos

suscetivel a vibragdes, choques mecanicos e eventuais quedas de objetos sobre a plataforma.

De forma a desenvolver um detector robusto, estavel, de facil usinagem e troca de
componentes descomplicada, foi escolhido usinar pecas do suporte em material poliamida 6.6/6
na cor preta. Estas pegcas molde foram usinadas em formato cilindrico, conforme mostrado na
Figura 7. Optou-se por fazer uma usinagem cilindrica nessas pegas devido a grande facilidade em
usinar suportes em angulos especificos para os componentes opticos (LASERs, LEDs, filtros,

entre outros) que serdo acoplados aos suportes.
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Figura 5 - Equipamento de | Figura 6 - Fixacdo do conector metalico da saida do

HPLC do Laboratério de | equipamento de HPLC com a plataforma dos detectores.
Métodos, modelo 525 System da

Biotech.
. .

_

Figura 7 - Pecas usadas como molde para montar os detectores
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4.1 Instrumentacédo do detector baseado em fluorescéncia
O diagrama basico do detector baseado em fluorescéncia adotado neste projeto é

apresentado na Figura 8.

CCD

Fito

Capilar

Janela de detec¢do

Figura 8 — Diagrama béasico de um detector baseado em fluorescéncia

Neste tipo de detector, um LASER ¢ focalizado com auxilio de uma lente plano-convexo
na janela de deteccdo aberta no capilar, em amostras que possuam grupos fluoroforos. Na regido
do capilar onde a luz do LASER incide, ocorrera absorcdo de energia pelos elétrons dos grupos
fluoréforos. A subseqliente perda de energia através da emissdo de luz por estes grupamentos
possibilita identificar e quantificar o comprimento de onda emitido, e conseqgiientemente algumas
propriedades das moléculas do analito. Neste projeto, esta luz é entdo filtrada, e capturada por

uma camera CCD.

No presente trabalho, este diagrama foi utilizado para constru¢cdo do detector de
fluorescéncia, acoplando a cdmera CCD e o filtro no plano ortogonal a pagina (tendo como base

o diagrama apresentado na Figura 8.

Na Figura 9, s&o mostradas as vistas laterais e superior das pegas usinadas.
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Vista Lateral
Pecas circulares com 60 mm de
didmetro foram inicialmente usinadas
| 60mm com um corte central de 20 mm de
didmetro, onde é fixado o detector
CCD. Em wuma segunda peca,
idéntica a primeira, foi usinado um
suporte para o0 LASER e a lente
plano-convexa, de forma a posicionar
o feixe do LASER no centro do

capilar.
O revestimento do capilar foi
10 mm removido em uma regido de

aproximadamente 10 mm  de
comprimento.

60 mm

Vista Superior

Vista superior da peca, indicando o
corte central com 20 mm de
20 mm diametro. O desenho tracejado
refere-se a usinagem feita para
posicionamento do LASER e da lente
plano-convexa, fazendo um angulo
de 45° com o centro do capilar.

10 mm

Figura 9 - Vista frontal e vista superior do detector

Inicialmente é necessario escolher um LASER com comprimento de onda que seja
adequado a faixa de excitacdo dos analitos a serem investigados pelo equipamento. Foi escolhido
um LASER com comprimento de onda centrado em 405 nm e poténcia de aproximadamente 10
mW, devido a sua ampla aplicabilidade em equipamentos de cromatografia liquida, sendo um
LASER com mais de 17 anos de utilizagio neste mercado [13]. E valido ressaltar que o detector
foi construido de modo a ter seus componentes facilmente substituidos, incluindo-se o LASER.

Foi utilizada uma lente plano-convexa ajustada para deixar o spot do LASER da ordem de
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grandeza do didmetro do capilar. Esta lente foi fixada na estrutura metélica do LASER, e 0
processo de aplicacdo da cola e posicionamento da lente sdo mostrados na Figura 10.

Os capilares vém de fabrica com um revestimento de poliamida, que deve ser removido
apenas na regido que sera excitada pelo LASER. Para isso, é aplicado &cido sulfurico e o capilar é
aquecido por alguns minutos, até que a poliamida seja totalmente removida (Figura 11). Em
seguida, o LASER foi posicionado e alimentado com uma fonte de corrente de aproximadamente
45 mA (Figura 12).

O didmetro do feixe do LASER incidente no capilar, apos ser convergido pela lente, € de
aproximadamente 3 diametros do capilar, ou 1,3 mm. O LASER foi alinhado de forma a ficar
bem centralizado com o capilar, e desta forma produzir a excitacdo necessaria por toda secao
transversal deste. O alinhamento foi feito analisando-se a absor¢do causada pelo capilar quando

visto em um anteparo, como mostrado naFigura 13.

Os fotons emitidos pela amostra sdo detectados por uma cdmera CCD comercial (Modelo
HDL HM54-DN HAD I1), acoplada em uma peca molde encaixada na parte superior da peca do
LASER. Esta camera CCD tem um limiar de deteccdo absoluto de 10 mLux, considerado

adequado para as andlises a serem feitas no equipamento.

Foi escolhido incidir o LASER com um angulo de 45° no capilar, em uma tentativa de
reduzir reflexbes internas pelo préprio capilar — um problema enfrentado anteriormente em
detectores do laboratorio. A intensidade da luz do LASER refletida pelo capilar pode ser
analisada qualitativamente colocando-se um anteparo na direcdo do capilar (Figura 14).
Reflex@es internas no comprimento de onda de 405 nm podem gerar sinais indesejaveis no CDD,
e desta forma devem ser evitados. Foi adicionado um filtro passa-alta de 455 nm na entrada do

sensor CCD, reduzindo consideravelmente os ruidos gerados pelo préprio LASER.

Testes iniciais com este sistema de deteccdo no equipamento de HPLC do Laboratério de
Métodos mostraram resultados satisfatérios, porém a intensidade dos picos de fluorescéncia para
amostras padrdo de acidos carboxilicos variavam consideravelmente entre repetidas medidas, e a
intensidade luminosa do LASER reduziu varias ordens de grandeza ap6s 30 h de operagdo ndo-
continuas. Na Figura 15, é possivel analisar qualitativamente a diferenca na poténcia luminosa de

um LASER utilizado por aproximadamente 30 h (ndo-continuas), e de um LASER novo.
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MedicOes de temperatura na parte traseira do diodo do LASER com um pirdmetro comercial,
observou-se que a temperatura de operacdo estabilizou em aproximadamente 68° C, apds 8
minutos de operacdo continua - apesar da alimentacdo com fonte de corrente estar dentro do
recomendavel, de 45 mA. Esta temperatura é muito além da recomendavel para LASERs de

diodo [11].

Com a adicdo de um cooler de refrigeracdo na parte traseira do LASER, a temperatura se

estabilizou em aproximadamente 31° C, conforme pode ser visto no grafico da Figura 16.
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Figura 10 - Fixacdo da lente plano-convexo
imediatamente na saida do feixe do LASER.

Figura 11 - Remocdo do revestimento do
capilar criando a janela de deteccéo.

Ly

Figura 12 - Posicionamento da janela de
deteccéo no centro do detector.

Figura 13 - Alinhamento do LASER com o
centro do capilar. A regido sombreada
refere-se ao capilar.

Figura 14 - Reflexdes internas do LASER no
capilar. Necessidade de usar filtros.
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Figura 15 - Intensidade do LASER ap0s
aproximadamente 30h de operacdo
(esquerda), e de um LASER novo (direita).

» Temperatura sem cooler (°C)

« Temperatura com cooler (“C)

Temperatura (“C)

30,0

0 2 4 [ 8 10 12 14
Tempo em operacdo (min)

Figura 16 - Gréfico da temperatura na parte
traseira do diodo do LASER em funcdo do tempo
de operacdo continuo - sem sistema de
refrigeracao (azul), e com sistema de refrigeragéo
(laranja).
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4.2 Instrumentacao do detector baseado em espectrofotometria de absorcao molecular
na regido do UV-Vis
O diagrama bésico do detector baseado em espectrofotometria de absorcdo adotado neste

projeto é apresentado na Figura 17, e foi baseado em detectores deste tipo encontrados na

literatura [14].

LED 435 nm

Fenda

|
l Fotodiodo I
Capilar l

Fotodiodo II

Figura 17 - Diagrama basico do detector baseado em espectrofotometria de absorcéo.

Na Figura 18, sdo mostradas as vistas lateral e superior das pecas usinadas. O detector
consiste em duas pecas cilindricas de 10 mm de altura e 60 mm de didmetro sobrepostas. A luz
incidente de um LED é medida antes e ap6s a absorcdo, por dois fotodiodos diferentes. O
detector foi feito de tal forma a possibilitar a adicdo de um outro LED na peca adjacente,
possibilitando a realizacdo de analises em outro comprimento de onda pela simples inversdo do

sinal dos fotodiodos I e II.

23



Vista Lateral

Pecas circulares com 60 mm de
didmetro  foram  inicialmente
usinadas com um corte central de
10 mm de didmetro, onde foram
fixadas a fenda e o capilar. O
suporte para os LEDs e fotodiodos
foi feito usinando a peca em
angulo de aproximadamente 10°,
de modo a centralizar o eixo do
LED e fotodiodo com o capilar.

O revestimento do capilar foi
removido em uma regido de
aproximadamente 10 mm de
comprimento.

10 mm

60 mm

Vista Superior
Vista superior da peca, indicando
0 corte central de 10 mm de
diametro. O desenho tracejado
refere-se a usinagem feita para
posicionamento dos LEDs e dos
fotodiodos.

-
10 mm

Figura 18 - Vista frontal e superior do detector.

Para a montagem do detector baseado em absorgdo, optou-se pela utilizacdo de fontes
LED na iluminag&o, visto seu baixo custo, ampla variedade de comprimentos de onda disponiveis
e relativafacilidade de manuseio em comparacdo com LASERs de diodo. Uma das desvantagens
do LED é que sua luz é difusa, e a fim de evitar dispersdes internas no capilar e na propria
estrutura do detector é necessario que a luz seja focalizada apenas para a regido onde passara a
amostra internamente ao capilar. Uma maneira simples de fazer isso € criando uma fenda da
ordem de grandeza do didmetro do capilar. No presente trabalho, isso foi feito fixando-se duas

laminas na superficie de uma das pecas cilindricas, com espacamento aproximado de 400 um,
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como pode ser visto na Figura 19. O encaixe do LED foi usinado em angulo de aproximadamente
10° de forma a melhor direcionar o feixe para a se¢do da janela de deteccdo do capilar (Figura
20). O posicionamento de LEDs no detector foi pensado de forma a dar bastante liberdade para
troca e substituicdo, através do direto encaixe e desencaixe do componente. A peca cilindrica foi
usinada de forma a prover tal caracteristica. A Figura 21 mostra a vista lateral do detector ja
montado, onde podem ser visto 0 LED na esquerda, e as conexdes dos dois fotodiodos OPT101

na direita.

Na Figura 22 pode-se ver a etapa de posicionamento do capilar sobre a parte inferior do
detector, sobre as duas laminas. O sentido do capilar € 0 mesmo que aponta o LED e os OPT101.

Os fotodiodos foram colados na estrutura do detector com cola de silicone preto.

Na Figura 23 é mostrado o detector com o LED ligado. No anteparo, é possivel identificar
dois spots de luz. O spot de maior intensidade é proveniente das reflexdes nas laminas e no
capilar, e € um par@metro constante independente da analise sendo feita. Portanto, sua intensidade
sera medida como referéncia com a utilizacdo de um fotodiodo (modelo OPT101 [1], referente ao
Fotodiodo I, na Figura 17). O spot inferior, de menor intensidade, refere-se a luz que passou pelo
capilar e foi absorvida pela amostra, e também tera seu sinal medido por um fotodiodo OPT101.

O fotodiodo converte a poténcia luminosa em corrente elétrica, medida através de uma
diferenga de potencial nos terminais do OPT101. Comparando-se este sinal de tensdo entre os
fotodiodos de referéncia e analise (ou po6s absorcao) através de um circuito log, € possivel obter a

grandeza de absorbancia, definida no capitulo 3.

Este circuito log foi desenvolvido em uma placa de hardware com um microprocessador
ATmega328. Nesta placa, as duas entradas analogicas de tensdo elétrica (V) dos fotodiodos sao
digitalizadas por um conversor A/D de resolucdo de 10 bits, e através de implementacdo de
codigo baseado na linguagem C é obtido o valor da absorbancia de acordo com a Equacao I. A
taxa de amostragem do sinal analogico é de até 9600 amostras por segundo, e uma tabela

contendo tempo e absorbancia é salva em formato .txt ou .csv.
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Figura 19 - Posicionamento de duas laminas espacadas por
aproximadamente 400 pm.

Figura 20 - Usinagem em

_ ) angulo da peca para

Figura 21 — Vista lateral do detector. Na esquerda pode ser posicionamento do LED.
visto 0 LED, e na direita os dois fotodiodos OPT101..

-

Figura 22 - Posicionamento do capilar sobre a parte inferior
do detector.

Figura 23 - Estrutura do
detector com o LED ligado.
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5. Caracterizacgao do sistema de deteccdo/Validacdo do Método
Nesta etapa do projeto, objetiva-se caracterizar 0s detectores baseados em
espectrofotometria por fluorescéncia e por absorcdo desenvolvidos conforme descricdo no
capitulo anterior. Todas as caracterizaces foram feitas utilizando as ferramentas e apoio do
Laboratorio de Métodos na UFRGS.

Por caracterizacdo entende-se 0 processo de avaliar as caracteristicas descritas na se¢édo
3.2.1 [15]. Assim que o detector baseado em fluorescéncia ficou pronto, este j& comegou a ser
testado e utilizado em um projeto de avaliacdo de cidos carboxilicos de um aluno de mestrado
do laboratério. Até o momento da divulgacdo deste trabalho, apenas o detector baseado em
fluorescéncia teve seus parametros medidos. As caracteristicas de interesse para as analises em

desenvolvimento no Laboratério de Métodos foram todas avaliadas.

Acidos carboxilicos tém baixo coeficiente de absor¢do molar, e portanto, alternativas a
deteccdo baseada em espectrofotometria de absorcdo devem ser buscadas. Através de agentes
derivatizantes, é possivel estimular fluorescéncia nos compostos derivatizados e assim identifica-
los com deteccdo por fluorescéncia [16]. Para a caracterizagdo do detector baseado em
fluorescéncia deste trabalho, foi utilizada uma amostra com padrbes de acidos carboxilicos
derivatizados em MPAC-Br. Sdo eles: acido céaprico, acido laurico, acido tridecanoico, acido
linoleico, acido palmitico, acido oleico, &cido estearico, acido erdcico, acido eicosanoico e acido
miristico. A separagdo foi realizada em uma coluna Supelcosil LC-18-DB com 250 mm x 4,6 mm
de didmetro interno, empacotadas com particulas de 5 um da Supelco Analytical (Bellefonte,
EUA). O fluxo foi de 1,5 mL/min e a fase mével foi TRIS-acetato de base tris com pH de 7,5 na
proporcdo volumétrica de 1:9 com metanol (fase movel A), e acetonitrila (fase moével B). O
gradiente programado foi de: 0-20 min com 10% de B; 20-35 min com 10%B-100%B; 35-45 min
com 100% de B; 45-50 min com 100%B-10%B; 50-60min com 10%B.

No Anexo A sao apresentadas as estruturas quimicas dos acidos carboxilicos estudados e
a formulacgéo da reacao de derivatizacdo entre o derivatizante MPAC-Br e os acidos carboxilicos.
O cromatograma resultante desta analise com &cidos carboxilicos derivatizados é

apresentado na Figura 24.
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Figura 24 - Cromatograma de uma amostra com padrdes de 11 4cidos carboxilicos derivatizado
em MPAC-Br, com concentragdes individuais de 56,25 nmol/L. C10:0, acido caprico; C12:0,
acido laurico; C13:0, 4cido tridecanoico; C18-3n-3, 4cido linolénico; C14:0, &cido miristico;
C18-2n-6, acido linoléico; C16:0, acido palmitico; C18:1n-9, acido oléico; C18:0, acido
estedrico; C22:1n-9, &cido erucico; C20:0, &cido eicosanoico.

5.1 Flutuagdes na linha de base do cromatograma

A flutuacdo na linha de base do cromatograma foi avaliada através da medida de uma
série de sinais em branco, ou seja, sem a passagem de nenhum analito pela janela de detecgdo. As
flutuagdes resultantes de um sinal exemplo sdo mostradas na linha em preto na Figura 25. A linha
em laranja refere-se a este sinal do ruido apos passar por um filtro digital do tipo moving average
com N=20, o que significa que cada ponto em laranja é uma média dos 20 pontos registrados
anteriormente. Esse filtro elimina sinais de maior frequéncia e é um indicativo qualitativo do
ruido de drift do detector. A linha em laranja refere-se a este sinal do ruido apds passar por um
filtro digital do tipo moving average com N=20, o que significa que cada ponto em laranja é uma
média dos 20 pontos registrados anteriormente. Esse filtro elimina sinais de maior frequéncia e é

um indicativo qualitativo do ruido de drift do detector.

Para a medigdo do ruido do detector, deixou-se o detector ligado por um periodo de

aproximadamente 10 minutos para garantir que este estava operando em condicGes estaveis e em
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concordancia com a realidade de uma medi¢do. Para a medida indicada na figura abaixo, é
possivel verificar que o ruido atingiu uma intensidade méxima de sinal de aproximadamente
10,50%, e uma intensidade minima de aproximadamente 10,05%, com um desvio padrdo de
0,01%. Este valor € uma medida da magnitude da disperséo das intensidades do ruido ao redor de

um valor médio, e € utilizado para o calculo dos limites de detec¢do (LOD) conforme a equacéao
2.

10,7 —Ruido

iltr /ing rerag N=2
106 Filtro Moving Average (N=20)

- Wiw

. | VM}‘JM‘ANMMM

10

Intensidade do sinal [%]

9.9
0,0 1.0 2,0 3.0 4.0 4.9 59 6.9 7.9
Tempo [min]

Figura 25 - Medicéo do ruido do detector. Foi utilizado um intervalo de aproximadamente 8
minutos.25.

5.2 ldentificacdo dos picos
Variagdes na injecdo de amostras do equipamento do HPLC, na composicdo da fase
movel, temperatura, vibracbes mecanicas, variaces da corrente elétrica através do diodo do
LASER sdo, entre outros fatores, intrinsecas as medidas do equipamento, em maior ou menor

grau. Estas instabilidades devem ser levadas em conta na analise de um cromatograma.

O primeiro passo para realizar uma analise quantitativa de um cromatograma é remover a
linha de base sobre a qual os picos sdo medidos, que em geral oscila durante uma medida, a fim
de se modelar matematicamente o pico medido. A metodologia para se fazer isso é conforme
mostrado na Figura 26, onde os picos do cromatograma foram separados individualmente. Uma
linha base (em laranja) é tracada unindo os pontos onde 0 pico comeca e termina. O ponto onde 0

pico comega é indicado por Ti na legenda, e representa o tempo apos o inicio da analise que este
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pico comecou a ser medido. O ponto de térmico foi chamado de T f. Reconhecendo-se essa linha
de base, o0 pico é entdo modelado por um gaussiana e medidas como a area, largura a meia altura
(FWHM) e altura do pico sdo obtidas através de calculos utilizando a ferramenta Excel. No caso
de dois picos ndo estarem completamente resolvidos, como no caso dos picos registrados entre 29
e 31 minutos e apresentados por Ultimo na Figura 26, € apropriado tracar uma reta perpendicular

caso 0 pico menor tenha mais de 10% da altura do  maior.
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Figura 26 - Picos individuais do cromatograma de amostras de padrdes de acidos carboxilicos
derivatizados.
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5.3 Calibracéao
As curvas de calibragéo para o detector baseado em fluorescéncia foram feitas a partir de
5 concentracdes diferentes de 11 &cidos carboxilicos derivatizados distintos. A linearidade foi
medida apenas para o intervalo de concentracGes de interesse deste trabalho, sendo utilizadas as
concentragdes de acidos carboxilicos padrdo de 28,1 nmol/L, 56,2 nmol/L, 112,5 nmol/L, 225,0
nmol/L e 450,0 nmol/L. Cada medida foi repetida cinco vezes.

Na a seguir sdo apresentados os resultados referente as areas dos picos para todas as 5
concentraces, e para as 5 repeti¢Ges feitas. O célculo das areas foi feito conforme explicado na

3

secdo 5.2, e por questdes praticas foi adotado “unidades de area”, ou “u.a.” como unidade
referente a integracdo dos picos mostrados na Figura 26. A seguir sdo apresentados os resultados
referente as areas dos picos para todas as 5 concentrages, e para as 5 repeticoes feitas. O calculo
das areas foi feito conforme explicado na se¢do, e por questdes praticas foi adotado “unidades de
area”, ou “U.A.” como unidade referente a integragcdo dos picos mostrados na .

Tabela 1 - Tabela com as &reas correspondentes as 5 medidas e para 5 concentracdes diferentes
de &cido esteérico.

Area do pico [u.a.]
Concentracéao
[nmol/L] ) ) ) ) )
Medida 1 Medida 2 Medida 3 Medida 4 Medida 5
28,1 1,39 1,40 1,40 1,29 1,40
56,3 2,78 2,80 2,80 2,77 2,79
1125 5,57 5,60 5,60 5,55 5,58
225,0 11,13 11,20 11,20 11,09 11,17
450,0 22,26 22,41 22,41 22,18 22,34

O grafico referente as 5 curvas € apresentado na ::::
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Figura 27 - Reta de calibracdo do detector baseado em fluorescéncia. Amostra de acido
estedrico, em 5 concentragdes distintas.27 - Reta de calibracdo do detector baseado em
fluorescéncia. Amostra de acido estearico, em 5 concentracdes distintas.27 - Reta de calibracéo
do detector baseado em fluorescéncia. Amostra de acido estedrico, em 5 concentracoes
distintas.27 - Reta de calibracdo do detector baseado em fluorescéncia. Amostra de acido
estearico, em 5 concentraces distintas.

Através das medidas realizadas para estas concentracdes de acido estearico, avaliadas
através da Otima correlacdo entre areas dos picos e concentracdo do analito, € possivel afirmar
que o detector baseado em fluorescéncia tem um &timo comportamento linear na regido de
interesse para acidos carboxilicos em estudo, que é entre 28,125 nmol/L e 450 nmol/L, baseado

no coeficiente +* = 0,99,

5.4 Calculo do Limite de Detec¢do (LOD)

Conforme ja discutido na secdo 3.2.1, existem diferentes metodologias para se determinar
o limite de deteccdo de um instrumento. Para o célculo do limite de deteccdo neste projeto, foi
utilizado a metodologia de determinar a concentragdo em que um analito gera um pico com uma
intensidade de sinal/ruido de 3 unidades. A razdo de se optar por esta metodologia é de que o
método de avaliacdo do LOD pela curva de calibracdo gera resultados bastantes discrepantes com
a realidade devido ao baixo desvio padrdo obtido nas analises feitas, conforme visto na tabela a
seguir e em acordo com a equacdo. Apenas para ilustracdo dos resultados obtidos através deste
ultimo método, analisando a medida 1 da curva de calibragdo para o célculo do limite de detec¢do

seria:seria;
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Tabela 2 - Célculo do limite de deteccéo baseado na curva de calibracéo do detector.

Medida 1
Concentragdo [nmol/L] Area Estatistica:
28 1,4 Interceptacéo eixo-y -1,8E-15
56 2,8 Coef. Angular 4,9E-02
113 5,6 RSD 3,3E-05
225 11,1 _ . )
450 223 Limit of Detection [nmol/L]: 2,2E-03

A experiéncia adquirida com instrumentacdo fisica e comparacdo com outros detectores
semelhantes sugerem que o resultado de limite de deteccdo de apenas 2,2 pmol/L pode ndo ser
realista, e pelos valores baixos de desvio padrdo, levam a crer que este ndo é o método mais
indicado para o célculo neste caso, e por isso foi escolhido o método do S/N maior do que 3

unidades no calculo do LOD.

Com um pouco de algebra, chega-se que o LOD com base neste método pode ser

€Xpresso por:

ICa

LOD = — [Equacéo 4]

Onde ¢ é a concentracdo da amostra em estudo, neste caso 56,25 nmol/L, o é o0 desvio
padrdo do sinal de base, j& indicado como 0,01%, e h é a altura do pico, descontando-se a linha

base.

Com as informagfes ja obtidas na extracdo dos picos do cromatograma, € possivel
determinar o limite de deteccdo para cada um dos acidos carboxilicos apresentados na Figura 26.

A tabela a seguir apresenta resultados obtidos para alguns deles:

Acido carboxilico Altura do pico Limite de detecgdo [nmol/L]

Acido ertcico 14,9 0,9
Acido palmitico 14,4 0,9
Acido caprico 8,6 1,6
Acido laurico 8,3 1,6
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Acido tridecanoico 5,0 2.7

Acido miristico 4,2 3,2

Acido oleico 39 3,4

E importante ressaltar que estes valores podem sofrer variacdes significativas dependendo
do método utilizado para quantifica-los. Além disso, € essencial que numa proxima etapa estes
valores sejam comparados com equipamentos semelhantes de outros laboratdrios, e mesmo com

outros tipos de detectores para estes mesmos acidos carboxilicos.
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6. Resultados e Discussao

Neste Trabalho de Diplomacdo em Engenharia Fisica, foram desenvolvidos dois
detectores a serem aplicados em equipamentos de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). O primeiro detector é baseado em espectrofotometria por fluorescéncia, e foi montado
utilizando um LASER com comprimento de onda centrado em 405 nm e 10 mW de poténcia. Sua
performance foi avaliada através de medidas da curva de calibracdo, flutuacdes na linha de base e
calculos do limite de deteccdo para padrGes de acidos carboxilicos derivatizados. O segundo
detector foi baseado em espectrofotometria de absor¢do no UV-Vis, e utiliza um LED com
comprimento de onda centrado em 435 nm. Este detector ja estd completamente montado, mas
ainda carece de medidas de caracterizacdo das suas caracteristicas — o que deve ser feito sob

acompanhamento de alguma pessoa habilitada a operar o equipamento de HPLC.

Todos os desenhos para a confeccdo das pecgas dos detectores foram indicados no
desenvolver deste texto. Foi possivel construir estes dois detectores utilizando materiais de facil

acesso, e usufruindo em grande parte da infraestrutura do Laboratdrio de Métodos.

Os conhecimentos adquiridos durante o curso de graduacdo em Engenharia Fisica foram
essenciais para o desenvolver deste trabalho. Em especial, pela multidisciplinaridade deste
projeto, envolvendo conceitos de ciéncias dos materiais, quimica, Optica, eletrnica,
programacao, dentre outros.

Cabe dizer que os resultados preliminares deste trabalho de Diplomagdo foram
recentemente aprovados para publicacdo em poster no 34th International Symposium on
Microscale Separations and Bioanalysis, a ser realizado na cidade do Rio de Janeiro em fevereiro
de 2018, além de ter contribuido nos resultados do projeto de mestrado do laborat6rio envolvendo

acidos carboxilicos.

MSB 2018

FEBRUARY 18-21
RIO DE JANEIRO
BRAZIL

www.msb2018.org

Ny

Sepa analysis e |
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7. SugestOes para trabalhos futuros
Vérios aprendizados durante o desenvolvimento deste projeto poderdo ser utilizados no

futuro em projetos relacionados.

Primeiramente, & necessario completar a caracterizacdo do detector baseado em
espectrofotometria de absor¢cdo no UV-Vis. Para isso, é preciso analisar amostras de um certo
padrdo repetidas vezes e em concentracdes diferentes, de forma a avaliar a linearidade, o

ruido da linha de base, e o limite de deteccao.

Além disso, é fundamental que uma comparacdo seja feita entre os resultados obtidos e
valores usualmente encontrados para equipamentos comerciais, ou equipamentos semelhares

de outros laboratérios.

Os cabos utilizados para a alimentacdo do LASER, do LED, do sistema de refrigeracéo e
da cdmera CCD, podem ser integrados em um Unico circuito; evitando assim uma quantidade

excessiva de cabos no entorno da plataforma dos detectores.

A refrigeracdo do LASER pode ainda ser melhorada, adicionando-se heat sinkers na sua

volta. Isso deve aumentar a vida Util do LASER.
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Anexo A
Na Figura 28 abaixo, a reacao de derivatizacdo entre o derivatizante MPAC-Br com &cidos
carboxilicos, representados como COOH ligados a um radical R.

CH,OCOR

Br
: ¢
X O + J\ 18-crown-6, KHCO, S

o~ R” ~OH ~ + KBr
H,.C” "N 0~ o H,C” N o]
HSCJ

0]
(MPAC-Br) (MPAC-éster)

H,CN, 60 °C, 30 min
H,C

Figura 28 - Reacdo de derivatizacao entre MPAC-Br e acidos carboxilicos.

Na tabela a seguir, sdo apresentados a nomenclatura, férmula molecular e estrutura
quimica dos acidos carboxilicos que foram utilizados na caracterizacdo do detector baseado em
espectrofotometria de fluorescéncia

Tabela 3 - Nomenclatura, formula molecular e estrutura quimica dos acidos carboxilicos
estudados neste trabalho.

Nomenclatura Férmula molecular Estrutura quimica
IUPAC
o . L
Acido decanoico C10H2002 ' 1
o
Acido laurico
C12H2402 R
L]
Acido tridecanoico C13H2605
o ” o -
o
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Acido linolénico

C18H3002

o

H

Acido miristico

C14H2802

Acido palmitico

C16H3202

Acido oleico

C18H3402

Acido estearico

C18H3602

Acido ertcico

C22H4202

Acido eucosanoico

C2o0H4002
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