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RESUMO

Titulo: “Otimizacao simultdnea de variaveis de processo e mistura em Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia”

Autora: Marcia Cristina Breitkreitz
Orientador: Prof. Dr. Roy Edward Bruns
Co-orientadora: Prof. Dr2 Isabel Cristina S. F. Jardim

Palavras-chave: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), planejamento de misturas,
planejamento split-plot, fun¢des de desejabilidade.

Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de modelos combinados
considerando simultaneamente o tipo de Fase Estacionaria (FE) como variavel de
processo e diferentes composi¢cdes de Fase Mével (FM) como varidveis de mistura para
descrever a influéncia de cada uma destas variaveis, bem como a interagao entre elas,
na separagao de diversos compostos presentes em duas amostras: uma mistura de
compostos neutros e uma mistura de agrotéxicos. Os experimentos necessarios para a
determinacdo dos coeficientes dos modelos foram realizados de acordo com um
planejamento split-plot, no qual os tipos de FE, C 8 e C 18 foram considerados main-
plots e as composi¢cdes de FM, sub-plots. Os resultados foram tratados de duas
maneiras: de acordo com a estrutura split-plot do planejamento e supondo completa
aleatorizacdo na realizagdo dos experimentos. Para descrever a qualidade da
separacao, foi utilizada uma funcao objetiva e o procedimento de otimizagao simultanea
de varias respostas, descrito por Derringer e Suich, empregando, neste caso, critérios
elementares como fator de retencao, resolugcéo e fator de separagdo como respostas.
Os modelos foram avaliados empregando-se Analise da Variancia quanto a significancia
dos tratamentos e falta de ajuste.

Na descricdo da qualidade da separacdo dos compostos nas duas misturas, o
procedimento de Derringer e Suich se mostrou superior as fungdes objetivas, pois
permitiu a construgcdo de modelos tendo como respostas parametros cromatograficos,
0S quais sdo, de fato, fungbes da composicéo da FM e da FE. Estes modelos, quando
combinados através da desejabilidade global, permitiram que as condicées para a
melhor separacdo de todos os compostos em cada mistura fossem alcangadas, sem
perda de informacdes sobre a separagdo individual dos pares de picos. Todos os
modelos apresentaram capacidade preditiva para as respostas avaliadas — fatores de
retencao/resolucao/fatores de retencdo relativos - nas duas misturas, sem ou com
pequena falta de ajuste. Embora todos os planejamentos tenham sido realizados de
acordo com um procedimento split-plot, ndo foram verificadas diferengas nos valores
dos erros dos coeficientes dos modelos matematicos nos célculos split-plot e supondo
completa aleatorizagdo e isto se deveu ao fato do erro main-plot ter sido muito menor
que o erro sub-plot.
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ABSTRACT

Title: “Optimization of process and mixture variables in High Performance Liquid
Chromatography”

Author: Marcia Cristina Breitkreitz
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desirability functions.

The aim of this work was to develop combined statistical models including the
stationary phase (SP) as process variables and different compositions of the mobile
phase (MP) as mixture variables in order to describe the influence of each type of
variable as well as their interactions for the separation of compounds in two samples
sets: one containing ten neutral compounds and another containing eleven pesticides.
The experiments required to determine the coefficients of the models were carried out
according to a split-plot approach, in which the stationary phases, C 8 or C 18 were
considered as main-plots and the mobile phase compositions as sub-plots. The results
were treated according to the split-plot approach and also supposing a completely
random setup. The results provided by an objective function were compared to those
obtained by Derringer’s desirability functions constructed with simple chromatographic
criteria such as resolution and relative retention factors as responses. The models were
evaluated by means of Analysis of Variance, regarding regression significance and lack
of fit.

In order to describe the quality of the separation of the compounds in the two
mixtures, the desirability procedure was preferred over the objective functions because
the responses used in the latter were, in fact, functions of the stationary and mobile
phases. The models combined into a global desirability function allowed the best
conditions to the separation of all compounds to be found, without loss of information on
the individual peak separation. All models presented predictive capabilities for the
responses evaluated with none or little lack of fit. Although the experiments were carried
out according to a split-plot approach, no significant differences were found in coefficient
errors comparing to the complete random approach, which can be explained based on
the low main-plot error.
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1.1 Planejamento e Otimizac&o experimental

Em qualquer area de pesquisa, sempre € interessante conhecer quais sao
as variaveis que afetam o sistema em estudo e a extensao desta influéncia, a fim
de melhorar o processo de uma maneira geral, reduzir tempo e custos. O
planejamento de experimentos é uma técnica de otimizagdo multivariada que vem
se tornando cada vez mais comum em laboratérios de quimica e engenharia
quimica, de alimentos, farmacos entre outros. Dentre as razbes deste sucesso,
pode-se citar:

e Interacdes entre varidveis somente podem ser descobertas empregando
meétodos multivariados: o método classico € univariado e assim, cada fator é
otimizado de forma independente. Os experimentos s&o realizados mantendo-se
todas as variaveis (fatores) constantes em determinados valores (niveis),
variando-se apenas o nivel de um determinado fator. Seguindo o mesmo
procedimento, os niveis dos outros fatores sdo variados um de cada vez, até que
o melhor resultado seja encontrado. O problema com este procedimento é que o
valor étimo de um fator pode depender dos niveis dos demais, ou seja, podem
existir interacées entre eles, que somente serdo descobertas empregando
métodos multivariados;

e Os parametros calculados para modelos multivariados sdo mais precisos do
que medidas individuais utilizadas para construir um modelo matemético que
descreva o sistema quimico em estudo. Esta constatagdo é baseada no Teorema
do Limite Central, o qual comprova que o erro no valor médio € menor que o erro
de uma observacgao individual. Como os parametros de um modelo multivariado,
chamados efeitos, sao diferengas entre médias, estes serdo mais precisos que as
observacodes individuais;

e Otimizagbes multivariadas permitem ao pesquisador sistematizar seu
trabalho de forma mais objetiva, economizando tempo, experimentos e materiais;

e Todas as varidveis sdo tratadas com igual importancia, eliminado possiveis
pré-julgamentos, originados da intuicdo quimica do pesquisador, que nem sempre

esta correta.
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1.1.1 Modelos de regressao

O tipo de planejamento experimental a ser empregado em cada problema
de otimizacdo depende da natureza estatistica das variaveis envolvidas, sendo
que, de uma maneira geral, elas podem ser agrupadas em duas grandes classes:

e Variaveis cujos niveis podem ser ajustados de forma independente
umas das outras e cuja resposta ou resultado da otimizagdo depende dos valores
absolutos dos fatores empregados; estas variaveis sdo chamadas variaveis de
processo, e 0s planejamentos contendo apenas este tipo de variaveis sao
chamados planejamentos fatoriais .

e Variaveis que ndo podem ser ajustadas de forma independente das
demais e para as quais a resposta depende das propor¢cdes empregadas destes
fatores; varidveis deste tipo sdo chamadas variaveis de mistura e planejamentos
contendo apenas este tipo de variaveis sdo chamados planejamentos de
mistura®?®,

Os modelos mais empregados para descrever efeitos das varidveis de
processo sdo 0os modelos lineares (eq 1) e bi-lineares (eq 2). Para descrever a
influéncia das variaveis de mistura, os modelos mais empregados sdo o

quadratico (eq 3) e o cubico especial (eq 4).

Linear processo: § =@, + > 0.Z, (1)
i=1
Bi-linear processo: § =0, + ) 0.z, +> > 0,27, 2)
il io1 i
~ p p P
Quadratico misturas: § = > Pz, + > > P,z .z, (3)

i=1 i=1 j=i

Cubico especial misturas: § = Zp:Bizi + Zp:iﬁijzizj + szzp: Zp:Bijkzizjzk (4)
i=1

i=l jei i=l j#i k#i,j
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onde m representa 0 numero de variaveis de processo e p o numero de constituintes da

mistura e §/ representa o valor da resposta predito pelo modelo de regressao.

Através da anadlise das equacbes 1 - 4 verifica-se que, ao contrario dos
modelos que descrevem resultados de planejamentos fatoriais, os modelos de
misturas ndo apresentam um termo constante e isto se deve a uma transformacgéao
matematica introduzida no modelo com o objetivo de eliminar colinearidade na
matriz de planejamento?.

Entretanto, muitas vezes as propriedades dos constituintes de mistura sao
afetadas por mudangas nas condicdes de processo na qual sdo realizados o0s
experimentos, por exemplo, a temperatura, umidade, tempo de agitacdo etc... e
neste caso, diz-se que existem interagées entre as condi¢cées de processo € as
composicdes de mistura. E interessante entdo, empregar uma estratégia de
planejamento que gere modelos que permitam quantificar este tipo de interagcao.
Estes modelos podem ser obtidos pela multiplicagdo de modelos que incluem
apenas variaveis de processo por modelos que incluem apenas variaveis de
mistura e sdo chamados, de uma forma geral, de modelos combinados. Por
exemplo, a multiplicagdo de um modelo linear de processo pelo cubico especial

para misturas fornece o seguinte modelo combinado:

2 0 0 0 0 0 0 0 1
y:Y1 Xl +Y2X2 +Y3X3 +Y12X1X2 +Y13X1 X3 +Y23X2X3 +Y123X1X2X3 +YIX1ZI

+Y12X2Z1 +YEX3Z1 +Y12X1X2Z1 +V13X1X3Z1 +Y123X2X3Z1 +V123X1X2X3Z1
Os termos 7% x; descrevem as propriedades de mistura dos constituintes
puros, sendo ¢’ a resposta média esperada para o componente i, sobre todas as
condi¢cbes de processo; yoi,- xiX; representa o efeito de interagdo médio entre os
constituintes i e j, sobre todas as condicdes de processo, 1’k Xixjxk representa o
efeito de interacdo ternario médio entre os constituintes i, j e k; y'ixiz1 representa a
alteracdo nas propriedades de mistura dos constituintes i = 1, 2, 3 causada pela

alteracdo das condi¢cbes de processo; y1i,-xix,-z1 representa a alteragdo no efeito de
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interacdo dos constituintes i e j causada pela alteragdo do nivel da variavel de
processo e finalmente, y1i,-kxix,-xk21 representa a alteracdo no efeito de interacéo
ternaria entre os componentes da mistura, causada pela alteracdo do nivel da

variavel de processo.

1.1.2 Procedimento aleatério vs procedimento split-plot

Para evitar a ocorréncia de distor¢cao estatistica dos resultados, isto é, para
impedir que desvios atipicos sejam associados a determinadas combinagdes de
niveis dos fatores estudados, os experimentos realizados para determinagao dos
coeficientes dos modelos de regressdo devem ser conduzidos em completa ordem
aleatéria®. Entretanto, a inclusdo de variaveis de processo aumenta o nimero de
experimentos a serem realizados: se m composi¢cdes de mistura forem testadas
em p condigdes de processo, o niumero de experimentos a serem realizados é m x
p. Considerando o numero de variaveis de processo estudadas, a quantidade de
niveis ou a dificuldade em altera-los, uma completa aleatorizacdo na realizagéao
dos experimentos se torna uma estratégia inviavel. Nestes casos, uma alternativa
interessante é a utilizagdo de planejamentos com aleatorizagdo restrita, como o
planejamento split-plot, descrito por Wooding®. E interessante ressaltar que este
tipo planejamento é normalmente aplicado a problemas de otimizag&do simultdnea
de variaveis de processo e de mistura devido ao grande numero de experimentos
que devem ser realizados, porém pode ser aplicado a problemas de otimizacao de
apenas um ou outro tipo de variavel. Além disto, problemas de otimizacao
envolvendo variaveis de processo e de mistura de forma simultanea, nos quais os
experimentos foram realizados de forma completamente aleatoria também tém
sido descritos na literatura®®. Mas, de fato, de centenas de problemas de
otimizacdo multivariada descritos na literatura, existem poucas aplicacées nas
quais os dois tipos de varidveis sdo otimizadas simultaneamente.

Experimentos com estrutura split-plot tiveram inicio na agricultura”® sendo
que nesta area, os fatores normalmente estudados incluiam o tipo de fertilizante

ou o método de irrigagcdo, os quais sO podiam ser aplicados a grandes areas de
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terra, chamadas main-plots (ou whole-plots). Os main-plots eram divididos em
sub-areas, os sub-plots, dentro dos quais outros fatores eram estudados, como
por exemplo, a variedade de semente plantada. Atualmente, planejamentos do
tipo split-plot vém ganhando espago em aplicagdes industriais e académicas,

1011 o inddstria

podendo ser encontradas aplicagdes na biologia®, quimica
alimenticia'®>. De uma maneira geral, em planejamentos com estrutura split-plot,
um fator € mantido em um determinado nivel, normalmente um fator cujos niveis
sao de dificil ajuste, e experimentos envolvendo as combina¢cbées dos niveis dos
outros fatores sao realizados. O nivel do fator de dificil ajuste é entéo alterado e
realizam-se o0s experimentos nas combinagées dos niveis dos outros fatores. No
contexto de um planejamento split-plot, o fator de dificil ajuste é considerado main-
plot e os demais fatores, sub-plots. Um excelente texto introdutério sobre
planejamentos do tipo split-plot é dado por Kowalski e Potcner'®. Textos mais
complexos envolvendo o formalismo estatistico do planejamento split-plot podem
ser encontrados nas referéncias 14 — 161216,

A seguir serd feita uma breve comparagao entre o tratamento que deve
ser aplicado aos resultados de planejamentos experimentais quando os mesmos
sao realizados em completa ordem aleatéria e com aleatorizagao restrita (split-
plot), considerando a Andlise da Variancia e o calculo dos erros dos coeficientes

do modelo estatistico.

Anadlise da variancia e calculo dos erros dos coeficientes do modelo de

regressao para o procedimento aleatorio

Supondo um exemplo simples, como um planejamento fatorial contendo
apenas dois fatores, A e B, com a e b niveis respectivamente, e n replicatas. Se os
experimentos forem realizados em ordem aleat6ria completa, 0 modelo de andlise

da variancia pode ser representado por'”:

Yo =R+T, +B, +(1B), +e, 5)



Capitulo 1 - Introducao

onde:
i=1,2..,aj=1,2,..,b;k=1,2,..,n; ué amédia global de todas as respostas, t;
representa o efeito do i-ésimo tratamento do fator A; B; o efeito do j-ésimo tratamento do

fator B. (tp); o efeito de interagdo entre A e B e gjrepresenta o erro aleatorio.

Na equagado 5, u € a constante que representa a média de todas as
observagdes. Assim, a resposta experimental é descrita pela média geral
acrescida dos desvios observados quando os tratamentos especificos sao
aplicados. Estes desvios sdo os efeitos de cada fator sobre a resposta observada.
A melhor maneira de verificar se estes efeitos sdo estatisticamente significativos, €
a utilizacdo de um procedimento estatistico conhecido como Andlise da Variancia,
ANOVA (do inglés Analysis of Variance), sendo as hip6teses a serem testadas: Ho
=1 =B = (tB) = 0, ou seja, ndo existe efeito dos fatores AeBe Ha=1#00oup #0,
ou seja, pelo menos o efeito de um dos fatores € significativo.

O principio geral da andlise da variancia € dividir a variabilidade total das
observagbes em seus componentes. Desta maneira, sdo calculadas Somas
Quadraticas (SQ), as quais representam a variabilidade atribuida a cada fator e
também aquela devida ao erro experimental. Dividindo-se os valores destas
Somas Quadréticas pelos seus respectivos graus de liberdade sdo obtidas Médias
Quadraticas (MQ), as quais sao utilizadas em testes F a fim de verificar os testes
de hipotese citados acima. A Andlise da Variancia para planejamentos com

completa aleatorizacao de experimentos é mostrada na Tabela |.
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Tabela I: Analise da Variancia para planejamentos nos quais os experimentos foram
realizados em completa ordem aleatoéria.

Fonte de Variagcédo Soma Quadratica Ne graus lib* Média Quadratica
Regressao SQ, =ZZ}:(§’ -y) p-1 MQ, =SQ,/p-1
Residuos SQ. :ii(y“ —§/i)2 n-p MQ =SQ/n—p

Falta de Ajuste sQ, = ZZ(y -y.) m-p MQ, =SQ, /m-p
Erro Puro SQ.,, =zm:zjl(yj —?i)Q n—-m MQ,, =SQ,/n—m
Total SQ, = i;(y] _y)z n—1
% var. explicada SQ.,/SQ,
% max. explicavel (SQ, —SQep )ISQ,

* p representa o nimero de pardmetros do modelo matematico, n 0 niumero total de experimentos
e m o numero de niveis do planejamento.

Para verificar a significancia estatistica da regressao, um teste F deve ser
realizado através da comparacdo do valor da razdo MQr/MQ; com o valor da
distribuicdo F tabelada, com (p-1, n-p) graus de liberdade. A falta de ajuste do
modelo matematico é testada através da comparacdo do valor da razéo
MQ#a/MQe com o valor tabelado de F com (m-p, n-m) graus de liberdade. Se o
valor de MQr/MQ; superar o valor de F tabelado e o modelo proposto néo
apresentar falta de ajuste, podem ser construidos intervalos de confianga para os
coeficientes do modelo de regressado possibilitando encontrar, desta maneira, os
fatores que mais contribuem para o alto valor da MQr.

E importante notar que, na andlise da varidncia do procedimento
aleatério, existe apenas um termo representando o erro aleatério, representado
por e na equacao 5. Este termo incorpora todas as fontes de variabilidade que nao

sao devidas aos fatores estudados e inclui: erros de medidas, erros de leituras,
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fatores incontrolaveis, ruido em geral do processo, variabilidade devido ao
ambiente etc. Supbe-se que esse erro seja uma variavel aleatéria e tenha uma
distribuicdo normal e independente, com média zero e variancia constante o°,
sendo esta ultima hip6tese conhecida como homoscedasticidade. Este erro, sendo
aleat6rio, nunca podera ser descrito pelo modelo de regressao e, desta maneira, é
chamado de residuo e definido como sendo a diferenga entre o valor predito pelo
modelo de regressdo e o valor observado experimentalmente. Para verificar as
suposi¢cdes mencionadas sobre os residuos, devem ser verificados os principais
graficos de diagnéstico do modelo, que sdo os graficos de residuos vs valores
normais esperados e residuos vs valores preditos. Enquanto no primeiro grafico os
valores de residuos devem cair sobre uma linha continua que representa os
valores esperados de acordo com a distribuicdo normal, no segundo eles devem
apresentar um padrao completamente aleatério, indicando que toda a variagéo
sistematica foi incluida no modelo. Além disto, um gréfico muito util € o de valor
predito vs valor observado experimentalmente para os pontos do planejamento e
também para amostras externas, se disponiveis, pois é um indicativo da
capacidade preditiva do modelo.

Os coeficientes do modelo estatistico sdo obtidos normalmente pelo
método dos minimos quadrados, através da equagéo matricial: (X'X)"(X'y), na

qual Xrepresenta a matriz de planejamento e y o vetor de respostas observadas.
A estimativa dos erros dos coeficientes é obtida através da equacdo(X'X)'s’, na

2 . . ‘A . .
qual S’representa a estimativa da variancia experimental, a qual pode ser
estimada através de medidas repetidas, empregando-se MQyesiquos NO Caso do
modelo ndo apresentar falta de ajuste e MQep, N0 caso de modelos com falta de

ajuste.

10
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Anadlise da variancia e calculo dos erros dos coeficientes do modelo de

regressao para o procedimento split-plot

Em planejamentos do tipo split-plot, o trabalho experimental € reduzido,
pois a completa aleatorizagdo na realizagdo dos experimentos € relaxada, porém a
andlise estatistica torna-se mais complexa. O modelo estatistico de andlise da

variancia comumente empregado é°:
Yu =H+R +Z +RZ +X +7ZX, +¢, (6)

onde:

e L éamédia de todas as observagoes,

o Ri é o efeito da i-ésimareplicata (i = 1,2...r) ; € um efeito aleatério: que segue uma

distribuicdo Normal (0, og°) e que aparece na andlise estatistica devido ao fato da

replicagdo dos experimentos ter sido realizada em blocos;
o Zjé o efeito do j-ésimo tratamento main-plot (j = 1,2,...P);
o RZl.jé o efeito de interagdo replicata-main-plot, € um efeito aleatério com

distribuicdo Normal (0, orz®), empregado como estimativa do erro main plot;

o X, éo efeito do k-ésimo tratamento sub-plot (k = 1,2,...m);
o ZXjk é o efeito de interagcdo main-plot-sub-plot e
e &, representa o erro associado ao tratamento sub-plot, estimado através da

soma dos valores dos efeitos das interagdes replicata-sub-plot RXike replicata-main-

plot-sub-plot, RZX , . E um efeito aleatorio com distribuigao Normal (0, o¢?).

Verifica-se que neste caso, existem dois termos relacionados a erros, o erro

main-plot (RZl.j), 0 qual € estimado através do efeito de interagédo replicata-main-

11
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plot e o erro sub-plot (€,, ), estimado através da soma dos efeitos de interagéo
replicata-sub-plot e replicata-main-sub-plot. As interagcdes envolvendo as
replicatas sdo empregadas para estimar as médias quadraticas referentes aos
erros main plot e sub-plot uma vez que a replicacdo dos experimentos ndo deve
alterar os valores dos efeitos dos fatores considerados main e sub-plots. A analise

da variancia para um planejamento do tipo split-plot € mostrada na Tabela II.

Tabela Il: Andlise da variancia para planejamentos nos quais 0s experimentos foram
realizados de acordo com a estrutura split-plot.

Fonte Soma Quadratica* N° de graus | Média Quadratica
Variacao liberdade
Replicatas (R) SQ. = mpzf: (ﬁ B H)z r—1 MQ, = SQ/(r — 1)
Main-plot (Z) SQ - mrzpl (Z B H)z p-1 MQ, = SQZ/(p — 1)
Erro main-plot SQ. =m : Zp: (Z. _7 _R - H)2 (r — 1)(p — 1) MQ,, =SQ,/(r-1)
(RZ) i=l i=l (p — 1)
Sub-plot (X) mo— v m-1  |MQ, =SQ, (m-1)
SQ =pr) (X — X X
Q =prX (X —p)
Main-plot - SQZX _ I'Zp: = (zjk _ zj _ Xk _ H)Z (p - 1)(m - 1) MQZX = SQZX/(m - 1)
sub-plot e (p-1)
(ZX)
Erro sub-plot Obtido por diferenca ** p(r—1)m-1) MQ, = SQe/p(r - 1)
(RX + RZX) (m—1)

* 0 sub-indice i refere-se as replicatas, i = 1,2,3,...r; j aos tratamentos main-plot,j=1,2_3,...P ek
aos tratamentos sub-plots, k = 1,2,3...,m.
“8Qe = SQr — (SQr+SQz+SQrz+SQx+SQzx), onde SQr € a soma quadratica total,

n

SQr = (v —u)

i=1

A significAncia de cada tratamento pode ser testada de forma separada:
testes de hip6tese envolvendo os tratamentos main-plot e sub-plot, bem como a

interacdo main-sub-plot sao realizados através da comparacdo das razdes

12
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MQz/MQerro main-piots MQx/MQerro sub-piots MQzx/MQerro subplot COM valores tabelados
da distribuicdo F, com o numero apropriado de graus de liberdade. A falta de
ajuste do modelo matematico € testada através da comparagdo do valor de F
calculado, Fcac, (equacgéo 7) com o valor de F tabelado, com o niumero apropriado

de graus de liberdade:

_ (m-gMQ,,/P(m—q) N (P-1)(m-gMQ,,,/P(m —q)

e (7)
MQ MQ

€ €

Os erros dos coeficientes do modelo matematico sdo estimados de maneira
diferente no caso do planejamento split-plot, pois devem ser consideradas as
variancias devido as replicatas, or?, a variancia do erro main-plot, orz> e variancia
do erro sub-plot, ce°. De acordo com Cornell® os erros dos coeficientes do modelo

matematico podem ser estimados através dos valores das raizes quadradas dos
elementos da diagonal principal da matriz (X'V'X)™", sendo V a matriz de

variancia-covariancia das observagdes experimentais (equagao 8), a qual contém

as estimativas das variancias cg?, 6rz° € Ge-:

V = {JPm ®IR }6; + {Jm ®IRP}6;Z + IRPmGz (8)

1.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) € o tipo mais versatil e
mais amplamente empregada de cromatografia por eluicdo'®. As principais razées
para a popularidade da técnica sdo: sua alta detectabilidade, facil adaptacao para
determinagdes quantitativas, adequacao a separagao de espécies ndo volateis ou
termicamente instaveis e, principalmente, sua grande aplicabilidade as

substancias de grande interesse para a industria, ciéncia e sociedade, como

13
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farmacos, alimentos e agrotoxicos. Entretanto, apesar de sua vasta aplicabilidade,
a busca das condi¢es ideais para uma determinada separag¢ao por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia ainda é normalmente realizada de acordo com o
procedimento univariado.

A separagdo de uma mistura por CLAE se d& através da interagéao
diferenciada de seus componentes com duas fases, uma que permanece
estacionaria (FE) e outra que se movimenta em uma direcdo definida (FM). Na
Cromatografia Liquida, a FM é obrigatoriamente um liquido, enquanto a FE pode
ser um solido (Cromatografia Liquido-Sélido, CLS) ou um liquido (Cromatografia
Liguido-Liquido, CLL), o qual é depositado sob a forma de uma camada fina sobre
um material suporte. A silica é o material mais utilizado, tanto como FE em CLS
quanto como suporte em CLL. Entretanto, atualmente, as FE mais amplamente
empregadas em CLAE sdo as chamadas fases quimicamente ligadas, nas quais
moléculas orgéanicas, com diferentes grupos funcionais e polaridades, sédo ligadas
covalentemente a superficie da silica. Esta técnica surgiu para superar os
problemas da CLL tradicional, como a perda da FE, depositada sobre o suporte. A
ligacdo quimica, normalmente & estabelecida através de reac¢des de sililagdo, nas
quais os grupos silandis (=Si-OH), presentes na superficie da silica, reagem com
organoclorossilanos substituidos ou organoalcoxissilanos'®.

Uma vez que os grupos ligados a silica podem produzir tipos distintos de
FE, dependendo de sua natureza polar, ndo polar ou ibnica, a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia pode ser classificada como sendo de Fase Normal (FN)
ou de Fase Reversa (FR), de acordo com a polaridade da FE em relagdo a FM. No
modo FN, a FE é relativamente polar e a FM apolar, enquanto no modo FR, a FE
€ mais apolar que a FM. Em FR, os principais grupos nao polares ou pouco
polares ligados a silica sdo os grupos alquilicos com cadeias de 1, 4, 8 e 18
atomos de carbono. Sdo sempre, com exce¢ao daquela de 1 carbono, cadeias
sem ramificacbes e, portanto, de natureza nao polar. Fases estacionarias com
grupos fenila ou alquil-fenila quimicamente ligados, que apresentam polaridade
intermediaria, também tém sido utilizadas recentemente em algumas aplicactes

especificas.
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Atualmente, a FR é responsavel pela maior parte das aplicacbes da
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia®® pois apresenta algumas vantagens em
relacdo a CLAE-FN: maior versatilidade, podendo pode ser aplicada a uma grande
variedade de amostras; superior seletividade para a maioria dos compostos
(exceto compostos altamente polares); compatibilidade com amostras aquosas e
organicas; as fases moveis aquosas permitem o uso de tampdes, resultando em
melhor simetria dos picos, seletividade e eficiéncia, além de serem de custo
reduzido, uma vez que sdo misturas de solvente organico e agua.

A retencao de um composto em Cromatografia Liquida é determinada tanto

pela sua polaridade quanto pelas condi¢coes experimentais de andlise. A retengao

de um composto pode ser expressa através do fator de retencéo, k :

onde t, é o tempo de retencdo do composto e {,, € o tempo de retencdo de um

composto ndo-retido.

O numerador pode ser descrito como sendo o tempo que as moléculas dos
compostos permanecem na FE, enquanto o denominador representa o tempo que
as mesmas permanecem na FM. Valores grandes de k indicam que as moléculas
do composto permanecem muito tempo retidas na FE. Por outro lado, valores
pequenos de k indicam que as moléculas do composto estdo interagindo muito
fortemente com a FM, sendo arrastadas rapidamente através da coluna. Valores
considerados ideais para os fatores de retencdo estdo compreendidos entre 0,5 e
102

A seletividade é uma medida da separacao entre dois picos adjacentes, A e

B, expressa pelo fator de separagéao, o :
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o= (10)

onde kB é o fator de retencdo do composto B, mais retido, e kA é o fator de retengao do

composto A, menos retido.

Quando os pares de picos nao sdo adjacentes, a razdo citada chama-se

retengdo relativa, R,. A qualidade da separagéo entre picos adjacentes pode ser

medida também através da Resolugdo, R , dada por:

CLIT7I(t, —t) (11)
W +W

onde tr; € try S840 0s tempos de retencdo dos picos 1 e 2, respectivamente e wyy € wyp
representam a largura dos picos (a meia altura) 1 e 2, respectivamente.

A resolucdo pode também ser expressa em funcao do fator de retencgéo,
fator de separacéo e nimero de pratos da coluna, k, o e N, respectivamente,

0s quais sao diretamente relacionados com as condigbes experimentais:

Rgzl(a—l)\/ﬁi (12)
4 1+k

A retencdo de um composto e a seletividade da separacdo séao
influenciadas pelas mesmas condi¢cées experimentais: natureza, composicao e
vazao da FM, natureza da FE e condi¢gdes de andlise (temperatura da coluna e
vazao da FM).
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1.2.1 Fatores que afetam a separacdo em CLAE

A) Natureza e composicao da FM

Os solventes empregados como fase mével (FM) em CLAE-FR devem
preencher alguns requisitos, sendo 0s mais importantes: ser de facil obtengdo em
elevado grau de pureza pois as impurezas dos solventes podem interferir e causar
diminuicdo da detectabilidade; dissolver a amostra sem decompor seus
componentes; ter polaridade e viscosidade adequadas uma vez que a viscosidade
influencia no processo de transferéncia de massa dos compostos analisados entre
FM e FE e nos valores de vazdo que podem ser empregados; ndo decompor ou
dissolver a FE e ser compativel com o detector utilizado. A FM em CLAE-FR &
composta de um ou mais modificadores orgéanicos (solvente orgénico) e agua.
Preenchidos os requisitos citados, dois parametros devem ser considerados em
relacdo a FM: sua forca cromatografica (ou polaridade) e sua seletividade.
Enquanto a forga esta relacionada a retencdo dos compostos, a seletividade esta
relacionada a separagao entre eles.

A forga cromatografica ou polaridade da fase mével é resultado do conjunto
de interagbes solvente — analito, as quais podem ser interacGes dispersivas,
interacdes de dipolo, interacées dielétricas e/ou ligacbes de hidrogénio. A
polaridade dos solventes pode ser determinada de diferentes maneiras: 1)
empregando—se os parametros de solubilidade de Hildebrand (8); 2) o parametro
solvatocrdmico (g) ou 3) o parametro de solventes de Snyder (P’), sendo este
ultimo o mais utilizado. As polaridades dos diversos solventes que podem ser
utilizados em Cromatografia Liquida, determinadas empregando-se os métodos
citados, encontram-se tabeladas?#?®. O parametro de solvente de Snyder, em
FR, recebe 0 nome de fator forca-peso, S.

Uma vez que a FM é uma mistura de um ou mais modificadores orgénicos e
agua, sua polaridade é determinada pelo somatério dos fatores forga-peso de
cada um dos solventes utilizados, ponderadas pelas suas respectivas proporgdes

em volume. Para uma mistura binaria tem-se:
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Polaridade FM = Si ¢1 + Sade (13)

onde Si, Spsdo os fatores forga-peso dos solventes 1 e 2, respectivamente e ¢1, 2580 as

propor¢cdes em volume dos solventes 1 e 2, respectivamente.

A forca cromatografica da FM depende da porcentagem e do tipo de
solvente presente. Assim, quanto mais forte (mais apolar) ou quanto maior a
porcentagem do modificador organico na FM, maior serd sua for¢a cromatogréfica.
Embora as alteragbes na forga cromatografica da FM causem, principalmente,
mudangas nos valores de retencdo dos compostos, alteragdes na seletividade
devido a mudanca na forca da FM podem acontecer, ainda que em escala
reduzida. A forca cromatografica ideal para uma separacdo (aquela que fornece
0,5 < k < 10) pode ser determinada de trés maneiras: empiricamente, diminuindo-
se gradativamente a proporcdo do modificador organico, através do uso de
equacoes e através do emprego de um gradiente linear.

Se quando a forca cromatografica adequada da FM ja foi encontrada e
ainda existirem picos sobrepostos no cromatograma, deve ser realizada a troca do
solvente organico, substituindo-se por outro de diferente seletividade. A
seletividade de cada solvente pode ser medida através de suas caracteristicas
fisico-quimicas de capacidade de atuar como doador ou aceptor de prétons e a
intensidade de seu momento de dipolo. Uma classificagdo geral muito empregada
que considera estas caracteristicas é proposta por Snyder e colaboradores®,
conhecida como triangulo de seletividade de Snyder, a qual é mostrada na Figura
1. Nesta classificagdo, quanto maior a distancia entre dois solventes, maior sera a
diferenca de seletividade. Uma vez que se deseja alterar a seletividade de uma
separagcdo com a mudanga do modificador orgénico, devem ser selecionados
modificadores organicos com propriedades fisico-quimicas suficientemente
distintas para que as maiores diferencas de seletividade possiveis sejam
alcangadas. Uma regra geral, derivada do tridngulo de seletividade de Snyder, é a
chamada regra dos 4 solventes, que diz que as maiores diferencas de seletividade
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sado alcancadas pelo emprego de éter metil-terc-butilico (MTBE), diclorometano
(CH2Cl2) e cloroférmio (CHsCl) em FN, com hexano para ajuste da forca
cromatografica e acetonitrila (ACN), metanol (MeOH) e tetraidrofurano (THF) em
FR, com 4gua para ajustar a forca cromatografica. Quando a técnica de mistura de
solventes é empregada para otimizagdo da seletividade da FM, devem ser
selecionados solventes com propriedades fisico-quimicas (capacidade de atuar
como acido/base e momento de dipolo) distintas. De acordo com a classificagéo
de Snyder, os solventes para FR que apresentam as propriedades fisico-quimicas
mais diferenciadas sdo acetonitrila (ACN), metanol (MeOH) e tetraidrofurano
(THF).

Basico

Aminas

Ete Tes

Alcoois

Ac?:los
Cloroférmio Diclorometane
Acido d h Dipolar

Figura 1: Triangulo de seletividade dos solventes que podem ser utilizados em
Cromatografia Liquida, de acordo com Snyder e colaboradores®'. O triangulo interno
representa a Regra dos 4 Solventes.

B) Natureza da FE

Considerando a FE, a retengdo dos compostos de uma mistura depende do
tipo e concentragdo da fase ligada a silica e da area superficial da FE. A retencao
dos compostos varia com a natureza da fase ligada e, geralmente, aumenta com o

aumento do tamanho da cadeia carbénica do polimero ligado a silica (aumento da
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hidrofobicidade). Por exemplo, a retencdo em uma coluna C 18 é normalmente
maior que em uma C 8, mantendo-se as demais condi¢des fixas.

Embora maiores alteracbes na seletividade sejam conseguidas com a
mudan¢a do modificador organico, as alteracées de seletividade encontradas
através da mudanca no tipo de coluna sao muito Uteis, principalmente quando
somente um tipo de modificador organico pode ser utilizado, como por exemplo,
quando a deteccado de um composto deve ser feita espectrofotometricamente em
comprimento de onda de 210 nm, regido na qual somente acetonitrila pode ser

empregada como componente organico da FM.

C) Condicdes de andlise: temperatura da coluna e vazao da FM

Finalmente, a separacao desejada em CLAE pode ser obtida pela alteracao
nas condi¢cées de analise, principalmente a temperatura da coluna e a vazao da
FM. De uma maneira geral, para compostos nao-iénicos, um aumento de 1 <C,
leva a uma diminuicdo de 1 a 2 % nos valores de retengéo. Este fato € devido a
diminuicdo da viscosidade da FM com o aumento da temperatura, favorecendo
assim, o processo de transferéncia de massa entre analitos e FM/FE. A variacao
da temperatura tem um efeito mais complexo na seletividade e a extensdo deste
efeito depende do tipo de composto quimico presente na amostra. Para
compostos ndo ibnicos, o efeito da mudanga de seletividade com a temperatura €
menos significativo que para compostos i6nicos. Existem, entretanto, algumas
excecoes, como por exemplo, para moléculas neutras planares, a retencao diminui
mais rapidamente com o aumento da temperatura, em relagdo as nao planares.

Por outro lado, 0 aumento da vazao da FM diminui a retencéo de todos os
compostos, uma vez que eles sdo forgados a atravessar a coluna mais
rapidamente. Entretanto, a eficiéncia da coluna cromatogréfica também é alterada
com mudangas na vazao da FM, de acordo com a teoria desenvolvida por van
Deemter®®. A equagdo proposta por J.J. van Deemter em 1956, descreve a relacdo
entre a velocidade linear da FM e a altura de prato para os principais fatores que
podem causar o alargamento dos picos cromatograficos. Originalmente, esta
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equacdo foi desenvolvida para Cromatografia Gasosa em colunas recheadas,
porém sua aplicacao foi estendida para Cromatografia Liquida, uma vez que os
fendbmenos fisico-quimicos responsaveis pelo alargamento dos picos séao
praticamente os mesmos. A expressao mais simples da equacao de van Deemter

€ mostrada na equacéao 5 e o grafico correspondente na Figura 2.

H=A+B/u+Cpu (14)

onde H = altura de prato, H = L/N, sendo L = comprimento da coluna e N = nimero de
pratos; A = efeito de caminhos multiplos das moléculas do soluto na coluna; B = efeito da
difusao longitudinal das moléculas do soluto na FM; C = efeito da transferéncia de massa
do soluto entre FM e FE e p = velocidade linear da FM, u =L/ty, sendo ty o tempo de

retencao de um composto nao retido.

Altura de prato (H)

Velocidade linear da FM (cm/s)

Figura 2: Curva de van Deemter (Altura de prato, H em fungéo da velocidade linear da
FM, n) mostrando os principais efeitos que afetam a altura de prato: A: efeito de caminhos
multiplos das moléculas do soluto na coluna; B: efeito da difusdo longitudinal das
moléculas do soluto na FM; C = efeito da transferéncia de massa do soluto entre FM e FE.

Através da observacao da equacgédo 14 e da Figura 2, é possivel verificar
que o efeito de diferentes caminhos das moléculas do soluto dentro da coluna

(termo A) ndo depende da velocidade linear da FM. Por outro lado, a altura de
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prato é inversamente proporcional a velocidade linear da FM, considerando o
efeito de difus&o longitudinal do soluto na FM (termo B) e diretamente proporcional
a ela, considerando o efeito de transferéncia de massa do soluto entre FM e FE
(termo C). A equacéo resultante, levando em conta o efeito destes trés fatores, é
uma parabola com a concavidade para cima, ou seja, existe um valor minimo para
o qual a velocidade linear da FM fornece a menor altura de prato e, portanto, um
maior numero de pratos.

O numero de pratos estd relacionado com a eficiéncia da coluna
cromatografica, quanto maior o nimero de pratos, maior a eficiéncia e menor sera
o alargamento dos picos. O formato estreito e gaussiano dos picos € um indicativo

de uma coluna com eficiéncia alta.

1.3 Otimizacao de condi¢cdes cromatograficas

Em problemas de otimizagdo em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
podem ser consideradas como variaveis de processo o tipo de fase estacionaria, a
temperatura da coluna e vazao da FM, pois estas variaveis podem ter seus niveis
ajustados de forma independente umas das outras. Por outro lado, os solventes
organicos e a dgua empregada como FM podem ser considerados componentes
de uma mistura, pois a soma das suas propor¢oes deve sempre serigual a 100 %.
Considerando apenas variaveis de processo, sdo encontrados trabalhos na
literatura sobre a utilizacdo de planejamentos fatoriais completos®, fracionarios®,
composto central”®® e Doehlert”” para separacéo de diversas classes de compostos
por CLAE. Em relacdo a otimizacdo da seletividade da FM, muitos trabalhos
encontrados na literatura descrevem a utilizacdo de planejamentos de misturas

baseados no triangulo de seletividade de Snyder,282%303

porém, pouco ou
nenhum tratamento estatistico foi dado aos resultados. Mais que isto, trabalhos
envolvendo otimizagdo simultanea das condicdes de processo e de mistura em

Cromatografia ainda nao foram relatados na literatura.
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1.3.1 Selecao da resposta

A resposta empregada em planejamentos fatoriais e planejamentos de
misturas € um numero que tem como objetivo traduzir, de forma satisfatéria, a
qualidade dos resultados obtidos. Os critérios empregados para descrever uma
separacdo cromatografica podem ser agrupados em duas grandes categorias:
critérios elementares, os quais descrevem a separagdo de apenas um par de
compostos do cromatograma e critérios compostos, também chamados de
funcbes objetivas, os quais descrevem o cromatograma como um todo. Os
principais critérios elementares sao: resolugcdo (Rs), fator de separagdo (a) e a
retencdo relativa (Rg). Os critérios compostos s&o, em primeira analise,
combinagdes de critérios elementares, realizadas empregando-se diversos
operadores matematicos, como por exemplo, somatério, produtdrio e logaritmo

natural

A) Funcgdes objetivas

Para uma fungado objetiva ser utilizada como resposta ela deve satisfazer
alguns requisitos, sendo os principais: ser uma medida efetiva para comparagao
da qualidade de diversos cromatogramas; refletir os objetivos do pesquisador; ndo
ser afetada por fatores incontrolaveis ao pesquisador e nao apresentar
inconsisténcias matematicas. O grande numero de fun¢des objetivas descritas na
literatura nos ultimos 15 anos reflete a dificuldade em preencher os requisitos
citados. Siouffi e Phan-Tan-Luu® concluiram recentemente que n&o existe uma
funcao objetiva definitiva para otimizagcées em cromatografia e eletroforese capilar.
Esta dificuldade é proveniente principalmente do fato de que, embora critérios
elementares sejam eficientes na descricdo da separagao entre pares de picos,
suas combinagbes normalmente nao refletem a qualidade da separacdo do
cromatograma como um todo.

As primeiras tentativas de desenvolver uma fungdo objetiva foram

modificagcbes da Fungdo de Resposta Cromatografica (Chromatographic
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Response Function, CRF, proposta por Morgan e Deming®, a qual emprega o
logaritmo natural da soma das razdes pico-vale como uma medida da separagao
(equacao 15), conforme mostrado na Figura 3.
n—1 f
CRF =3 In— (15)
i=1 g

60

30

Resposta do detector

T T T T T T T
13 14 15 16

tempo / min

Figura 3: llustracdo do célculo do parametro (f/g) em um cromatograma: f representa o
meio da distancia entre os maximos dos dois picos enquanto g € uma medida da
profundidade do vale entre eles.

Atualmente, sabe-se que esta medida ndo pode ser considerada como
funcdo da FM e FE, ndo sendo recomendavel a sua utilizagdo®. Watson e Carr

adicionaram um termo que inclui o tempo de andlise na equacdo®:

CRE=%'In+a t —t) 6)
i=1 g

onde ta representa o tempo maximo aceitavel de andlise, t. 0 tempo de retenc¢ao do ultimo

composto eluido e a; € uma constante de ponderagao selecionada pelo pesquisador.

Glajch et al.®

propuseram uma alteragdo do CRF com o nome de Fungéao
de Otimizagcdo Cromatografica, COF, do inglés Chromatographic Optimization

Function, uma extensdo do CRF, na qual o somatério das razdes picos-vale foi
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substituido pelo somatério da razao (valores de resolugdo obtidos / valores de

resolucao desejados), ponderada através de uma constante A:

(17)

n—1 R
COF = ZAilnR “+a(t, —t)

sd

onde RS representa a resolugcao observada, de a resolugcao desejada; ta representa o

tempo maximo de andlise, t. 0 tempo de retengao do ultimo composto eluido; A; e a;sdo
constantes selecionadas pelo pesquisador.

Outras equacdes foram propostas sob o mesmo nome CRF®, com

destaque para a fungao proposta por Berridge:

CRF=3R +L" —w,[T, ~T,|-w (T, ~T,) [8)

onde RS indica a resolugao observada entre os pares de picos, L o nUmero de pares de

picos observados, Ta, Ty, Ty e Ty sdo, respectivamente, o tempo méaximo aceitavel de
analise, o tempo de retenc¢ao do ultimo composto eluido, o tempo de retencéo do primeiro
composto e 0 tempo minimo aceitavel de retengcao para o primeiro composto; wy, wo e ws

sao fatores de ponderagao, selecionados pelo pesquisador.

De uma maneira geral, as CRF sado equacgdes do tipo CRF = constante x
“fator que mede a separagdo” + constante x “fator que mede o tempo de analise”.
Entretanto, a selecdo dos fatores de ponderacdao é completamente arbitraria e
dependente do pesquisador, sendo que a selegcdo de diferentes fatores de
ponderacdo pode levar a resultados ambiguos®’. Além disto, imposicdes devem
ser colocadas de modo a evitar que a resposta seja dominada por grandes valores
de separagdo, os quais podem encobrir pequenas separagdes observadas no
cromatogramas. Por exemplo, se a resolugado dos picos Ae B variade 1,5a5,0 e
a separacao entre B e C varia de 0,5 a 1,5, um aumento na resolugéo entre Ae B

o qual ndo representa um ganho real, pois A e B ja estdo separados na linha base
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(R =1,5) pode encobrir um aumento de resolugcédo entre B e C, para os quais um
incremento de resolugao representa de fato um ganho real. Além disto, Vanbel et
al.*® apontaram que a combinacéo arbitraria entre resolugdo e tempo de andlise
guiara o pesquisador a um 6timo arbitrario e por este motivo 0 seu uso néo é
indicado.

Até o momento foram mostradas fungdes que empregam a soma de
critérios elementares, porém existe um outro grande grupo de fungdes objetivas
que empregam o produto de critérios elementares, sendo a principal proposta por
Drouen et al.*® conhecida como Produto da Resolugdo Normalizada, NRP do

inglés, Calibrated Normalized Resolution product,:

[IR, (19)
NRP = =

onde RS indica a resolugdo entre os pares de picos i e j e R indica a resolugédo média

observada entre todos os pares de picos.

Apesar desta fungao ter sido utilizada por muitos pesquisadore327’38’4°

para
otimizacdo de sistemas cromatograficos, ela pode nao refletir a qualidade da
separacdo em algumas situagdes e apresentar inconsisténcias matematicas. De

fato, Vanbel et al.

apontaram imperfeicdes neste critério.

Considerando o0s aspectos discutidos acima, neste trabalho seréao
mostrados resultados empregando apenas o somatério das resolugdes, conforme
proposto por Berridge®, porém sem nenhuma constante de ponderagdo para os
pares de picos e também desconsiderando o termo relacionado ao tempo de
andlise, uma vez que ele permaneceu praticamente constante. A restricdo de que
s€ Robs > Riinha base (Riinhabase = 1,5) entdo Rows = 1,5, foi mantida. A funcao NRP foi
testada e os modelos foram construidos, entretanto ela nado foi eficiente na
comparagao da qualidade de diversos cromatogramas e, devido a isto, os

resultados nao serao mostrados.
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B) Critérios elementares e funcdes de desejabilidade

Uma alternativa a utilizacado de fungdes objetivas € a utilizagdo de critérios
elementares, tais como a resolucdo (Rs), o fator de separacédo (o) e a retengao
relativa (Rr) para a descricdo da separagdo de pares de picos. Entretanto, se
existir mais de um par de picos de interesse no cromatograma, deve ser
encontrada uma composicdo de FM que separe simultaneamente todos os
compostos de interesse. Existe na literatura um procedimento de otimizagdo de
seletividade de FM, empregando o tridngulo de seletividade de Snyder e a
superficies de resposta, denominado de Sobreposicdo de Mapas de Contorno,
Overlapping Resolution Mapping, ORM®. Neste procedimento, sdo construidos
mapas de contorno para cada uma das respostas e selecionadas regides de
respostas aceitaveis. As superficies sdo entdo sobrepostas e busca-se uma regiao
comum, na qual todas as respostas sdo aceitaveis.

Neste trabalho, optou-se por empregar o conceito de desejabilidade de
Derringer e Suich para otimizacao simultdnea de diversas respostas, sendo este
procedimento posteriormente comparado com o procedimento de sobreposicao de
mapas de contorno. Derringer e Suich descreveram um método para otimizagéao
simultdnea de varias respostas no qual cada resposta y; tem associado um valor
de desejabilidade parcial, di.*' Este valor varia de 0 a 1 de acordo com a
proximidade com o valor desejado da resposta. O valor de cada resposta é
calculado a cada ponto do dominio experimental através da equacéao do modelo e

representado por § e, empregando equagOes adequadas a cada caso (descritas

a sequir), o valor de desejabilidade parcial € calculado para todos os pontos do
dominio experimental. Finalmente, os valores individuais de desejabilidade s&o
combinados em uma fungcdo de desejabilidade global (D) através da média
geométrica e o problema torna-se entdo maximizar este nimero. E importante
ressaltar que todo o procedimento de busca do 6timo € realizado empregando-se
as equagdes dos modelos construidos para cada uma das respostas e, desta
maneira, é importante que eles tenham sido obtidos através de um planejamento

estatisticamente fundamentado e que tenham sido validados.
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Para definir as fungcdes de desejabilidade parciais, o procedimento consiste
basicamente em estabelecer valores minimo, maximo e um valor alvo para a

m ax)

resposta considerada, (yi™") e (y™), yawo respectivamente. A maneira como se
chega ao valor alvo depende da forma matematica da funcéo de desejabilidade
parcial, a qual pode ser linear ou ndo-linear e unilateral ou bilateral. Os casos
mais simples sao descritos por fungdes lineares unilaterais, as quais podem ser
utilizadas para maximizar ou minimizar uma resposta. Estas funcdes sao
chamadas lineares, pois a maneira como a desejabilidade se aproxima ou se
afasta do alvo é descrita por uma funcao linear, sem expoentes de ordem diferente
de 1 e sdo chamadas unilaterais, pois o valor alvo ir4 coincidir com um dos limites
impostos, ou (y™") e (y"®). Para descrever a desejabilidade de fungdes que
requerem maximizagdo, é assumido que acima do valor alvo, qualquer valor é
perfeitamente satisfatorio (desejabilidade maxima) e que abaixo do limite inferior
\%
Figura 4 A e descrita pelas equagdes 20 a -20 c:

min)

qualquer resposta é inaceitavel. Esta situacdo € mostrada graficamente na

min

d=0se §. <y, @02

d — }]l_—}]lmm Se yimiﬂ S S\]i S yalvo (20 b)
yalvo - yi

d=1se §,>y,. 20¢)

Para descrever a desejabilidade de fungdes que requerem minimizagao, o
valor alvo deve coincidir com o valor minimo e valores abaixo do valor alvo séo
completamente satisfatérios. Além disto, acima do valor limite superior (yi"®), os
valores de resposta sdo completamente inaceitaveis. Esta situagcdo € descrita

graficamente na Figura 4 B e através das equacgdes 21 a -21 c:
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d=1se §. <y, @a
d = (yl_ylmaxJ se yimax S s\/i S yalvo (21 b)
yalvo - yi
d=0se§y >y™ @t
A
A d; 4 ®
1,0 T | 1,0_ :
0,0 1 > 0.0 I T
yvi'"  alvo alve g

Figura 4: Funcdes de desejabilidade lineares unilateriais para A) maximizacdo e B)
minimizagao.

Entretanto, muitas vezes o valor de uma determinada resposta deve estar
proximo a um determinado valor alvo e qualquer desvio em relagdo a este valor
leva a perda de qualidade, sendo pouco ou inaceitaveis valores acima ou abaixo
do valor alvo. Neste caso, os dois limites inferior e superior ndo coincidem com o
alvo e ndao necessariamente sdo simétricos em relacdo a ele. Acima e abaixo
destes limites as repostas sdo completamente inaceitdveis. Esta situacdo €

mostrada graficamente na Figura 5 A e descrita pelas equagdes 22 a - 22 d.

d=0se§ <y™ (22 a)

d = [}G_—}llmmj Se yzmn S S\]i S Yalvo (22 b)
Yalvo - Yi

d =(HJ Se y,, <9, <y (22 )
yalvo - yi

d=0sey, >y™ (22 d)
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Existem ainda situagdes nas quais a resposta é completamente satisfatéria
entre dois valores limites, chamado intervalo-alvo (Figura 5 B). A funcéo de

desejabilidade é descrita por:

d=0sey <y™ (23 a)
d=1sey™ <y <y™ (23 b)
d=0sey, >y™ (23 ¢c)
. A d
A d A B
1,0 T+ . 1.0 T
0,0 O > 0,0 — —
yim|n alvo yimax Yi alvo Vi

Figura 5: Funcgdes de desejabilidade lineares bilaterais para A) alvo entre dois valores e
B) alvo em um intervalo.

As funcbes de desejabilidade descritas até o presente momento séo
lineares, porém todas as possibilidades mostradas nas Figuras 4 e 5 podem ser
refinadas de acordo com o interesse do pesquisador, dando origem a fungées nao
lineares. Por exemplo, podem ser dados pesos menores a respostas proximas aos
limites (Figura 6 A para maximizacdo e C para minimizagdo) ou maiores aos

valores proximos ao alvo (Figura 6 B para maximizagéo e D para minimizag&o).
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A B
A d 4 d
10 + 1.0 T .
|
i
i
i
I
0,0 » 0,0 ' >
y,min alvo y;min alvo
4 C A d D
1,0 . 1,0 - :
0,0 : -— 0,0 : >
alvo ¥ alvo  ymix

Figura 6: Funcdes de desejabilidade unilaterais ndo lineares

Os formatos das funcbdes de desejabilidade mostrados na Figura 6 sao
encontrados através da alteracdo dos expoentes das fungdes descritas pelas
equacoes 20 b e 20 b: para se alcangar a situagcao descrita nas Figuras 6 A e B,
devem ser acrescentados expoentes > 1 e entre 0 e 1, respectivamente, na
equacado 20 b e para se alcancar a situagao descrita nas Figura 6 C e D, devem
ser acrescentados expoentes > 1 e entre 0 e 1, respectivamente, na equagao 21
b.

Para transformar fungbes bilaterais lineares em funcdes bilaterais nao
lineares, basta alterar, da mesma maneira, os expoentes das equacdes 22 b e 22
c. Para penalizar valores proximos aos dois limites devem ser acrescentados
expoentes maiores que 1 nas equagdes 22 b e ¢ (Figura 7 A); para permitir uma
faixa de valores aceitaveis maior ao redor do alvo (Figura 7 B), devem ser
acrescentados expoentes entre 0 e 1 nas equagbes 22 b e 22 c. Finalmente, é

possivel ter a combinagao das duas situagdes, mostradas nas Figuras 7 C e D.
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4 d A A d B
1,0 + 10 +
1
i 1
i 1
. 1
i 1
0,0 - 0,0 ' -
ymin alvo e vimin alvo 1y max
‘ dl C ‘ d; D
1,[' T 110 T
I
1 [
1 I
I I
' |
I i
0,0 ' 0,0 >

ymin alvo  ymex

W alye e i

Figura 7: Fungdes de desejabilidade bilaterias ndo-lineares. As fun¢des correspondentes
aos gréficos A, B, C e D sao descritas no texto.
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1.4. Objetivos do trabalho

Este trabalho teve como objetivos principais:

i) o desenvolvimento e a aplicagdo de estratégias de Planejamento e
Otimizagdo Experimental para a otimizacao simultdnea de variaveis de processo e
de mistura em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), a fim de
selecionar as condigcdes mais adequadas de fase estacionaria (FE) e de fase
mével (FM) a serem utilizadas em uma determinada analise cromatogréfica;

i) a avaliacdo da importancia da realizagdo dos experimentos em ordem
aleatéria, através da comparacdo do tratamento dos resultados obtidos
considerando a estrutura split-plot do planejamento e supondo completa
aleatorizagao;

i) comparacdo do desempenho de funcbdes objetivas e funcbes de
Desejabilidade de Derringer e Suich como critérios para expressar a qualidade da
resposta em Cromatografia.
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2.1 Preparo e determinacao da composicao da FM

Para o preparo da FM, foram utlizados os modificadores organicos
acetonitrila (ACN), metanol (MeOH) e tetraidrofurano (THF), marca Tedia, grau
HPLC e agua purificada pelo sistema Milli Q para o ajuste da for¢ca cromatografica.
Todos os solventes foram filtrados empregando-se uma membrana Millipore GV
(Durapore) de PVDF, 0,22 um de poro, hidrofilica e foram armazenados em frasco
ambar com capacidade de 1 L. Antes de cada corrida, os solventes foram
desgaseificados pela passagem de um fluxo de He com pressao de 100 kPa,
durante cinco minutos e 30 kPa durante as corridas.

Os componentes denominados puros no planejamento de mistura foram
misturas de um modificador organico e agua, em igual forgca cromatografica. Para
selecdo das proporcdes modificador organico:agua correspondentes aos
componentes puros foi realizada uma corrida inicial empregando ACN:H,O 80:20
(v/v) e corridas subsequentes diminuindo-se a proporcao de acetonitrila, de forma
a encontrar a propor¢cao de ACN:H2O que fornecesse valores de fator de retencao
(k) entre 0,5 e 10. A partir desta propor¢cédo, uma estimativa da proporgcéao
MeOH:H,O e THF:H,O, que fornecesse a mesma forgca cromatografica, foi
calculada empregando equacées de transferéncia®'??. A proporgdo exata a ser
utilizada foi, entretanto, estabelecida experimentalmente. Para a mistura de
agrotoxicos utilizou-se 0 mesmo procedimento, porém a corrida inicial foi realizada
empregando-se uma mistura de ACN:H2O 50:50 (v/v). A agua, neste caso, teve o

pH ajustado a 3,0, em um pHmetro, pela adicdo de acido fosforico 1:1 (v/v).

2.2 Equipamento e colunas

As colunas cromatogréficas utilizadas foram colunas comerciais, da marca
SGE, de diametro interno de 0,46 cm e comprimento de 15 cm, recheadas com
fase ligada C8 ou C18, de tamanho de particula 5 um, Wakosil Il. As corridas

foram realizadas empregando-se um cromatdgrafo a liquido marca Shimadzu,

37



Capitulo 2 — Procedimento Experimental

constituindo de auto-injetor com amostragem programada de 10 uL, modelo SIL-
10AF; bombas de alta presséo, tipo reciproca, pistdo duplo, modelo LC-10AT;
detector espectrofotométrico de arranjo de diodos, cela de 8 uL de volume, 10 mm
de caminho éptico, modelo SPD-M10AVP; sistema de aquisicdo de dados:
microcomputador, com software de aquisi¢cdo de dados cromatograficos Class VP;

forno para coluna, modelo CTO-10AS; controlador de sistema SCL-10 A.

2.3 Construcao das Curvas de van Deemter

Para a construgdo das curvas de van Deemter, foi preparada uma solugao
padrdo de naftaleno, pela adicdo de 10 mg de naftaleno solido (Vetec) a 50 mL de
ACN:H20 55:45 (v/v), para a medida da eficiéncia das colunas. Foram realizadas
injecdes sequenciais desta mistura em ambas as colunas, nas vazées de 0,1a 1,9
mL/min, com intervalos de 0,1 mL/min, em temperatura fixa em 25 °C e

composicao da fase movel de ACN:H2O 55:45 (v/v).

2.4 Preparo da mistura teste e condicdes de injecao

Foi preparada inicialmente uma amostra sintética, chamada mistura teste,
contendo compostos neutros cuja separacdo completa € dificil por eluicdo
isocratica utilizando misturas aquosas de modificadores organicos normalmente
empregados, tais como ACN e MeOH. As amostras foram preparadas a cada
ponto do planejamento e dissolvidas na composicdo de FM correspondente. A
Tabela Il mostra as concentragdes de cada composto na mistura. As corridas
foram realizadas a 25 C, com vazao da fase mével de 1,0 mL/min e a deteccao

foi realizada a 254 nm.
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2.5 Preparo da mistura de agrotdxicos e condi¢cdes de injecao

A mistura de agrotdxicos foi composta de imazetapir (Chem Service, 99,0
%), imazaquim (Chem Service, 99,0%), ametrina (Novartis 96,8 %), cianazina
(Novatrtis, 98,0 %), simazina (Novartis, 98,3 %), atrazina (Chem Service, 98,0 %),
bentazona (Guara, 99,9 %), carbaril (Supelco 98,0 %), carboxim (Chem Service,
99,0 %), tiofanato metilico (Riedel de Haen, 99,8 %) e metsulfuron (Chem Sevice
98,0 %). O seguinte procedimento foi executado para o preparo das solugoes-
estoque de todos os padrbes, com excecao dos padrdes de simazina e carbaril:
foram pesados 0,010 g do padrdao do composto sélido e dissolvidos em 10 mL de
uma mistura acetonitrila:agua 70:30 (v/v), de forma que a solugdo resultante
apresentasse concentracdo de 1000 pg/mL. Foram transferidos 150 ulL da
solugdo-estoque de cada padrao para um baldo volumétrico de 10 mL, contendo a
mistura de solventes correspondente ao ponto do planejamento a ser realizado.
Assim, a concentragdo de cada padrao na mistura foi de aproximadamente 15
ug/mL. Para o carbaril, foram transferidos 100 uL do padrdo para o baldo da
mistura e sua concentracédo final foi de aproximadamente 10 pg/mL. Para a
simazina, foram pesados 0,060 g e dissolvidos em 20 mL de acetonitrila pura, de
forma que a solugao resultante apresentasse concentragdo de 3000 ug/mL. Desta
solugdo, foram transferidos 500 uL para o baldo da mistura, de modo que a
concentracgao final fosse de aproximadamente 150 ug/mL.

As corridas foram realizadas a 25 C, em uma vazao da fase mével de 1,0
mL/min e a deteccéo foi realizada em 210 nm.
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Tabela lll: Constituintes da mistura teste com as respectivas marcas e concentragoes
utilizadas.

Composto Marca Concentragdo (mg/mL) | Concentragdo (ng/mL)

Uracil Aldrich 1,0 x10° -
Fenol Labsynth 1,8x10" -
B-naftol Vetec 6,0x10 -
o-naftol Vetec 1,5x10" -
Naftaleno Vetec 8,4x10" -
Eter B-metil-naftilico * 2,0x10" -
Tolueno Tedia - 1,4
Benzeno Labsynth - 1,0
Benzonitrila Aldrich 0,1

N,N-dimetilanilina Aldrich 0,02

* preparado no laboratério de acordo com procedimento descrito na referéncia *

2.6 Planejamentos para construcao de modelos combinados

Foram realizados planejamentos com estrutura split-plot empregando a
mistura de compostos neutros e a mistura de agrotdxicos incluindo o tipo de
coluna como variavel de processo (C8 nivel baixo e C18 nivel alto) e a
composicao de FM como variavel de mistura. O tipo de coluna foi considerado
main-plot e o0s sub-plots foram formados pelas composicbes de FM
correspondentes aos pontos de um planejamento de misturas simplex-centréide
com pontos axiais. Foi realizada uma replicata de todo o bloco para a estimativa
das variancias dos erros. Para comparar a qualidade da separacdo nas diversas
composicoes de FM e FE foram utilizados dois procedimentos: 1) como resposta
utilizou-se uma funcdo objetiva para descrever a separagdo de todos os
compostos empregando um unico numero e 2) foram construidos diversos
modelos empregando critérios elementares (fator de retengao, resolucao e fator de
retencéo relativo) como resposta e as condigcdes que fornecessem a separagao
desejada foram encontradas empregando-se o conceito de desejabilidade de

Derringer e Suich. Os modelos foram avaliados quanto a significancia da
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regressdo e falta de ajuste. Os calculos foram realizados de acordo com a
estrutura split-plot do planejamento e também supondo completa aleatorizagdo na
realizacdo dos experimentos. Os erros dos coeficientes foram comparados nos
dois casos. Os célculos foram realizados empregando os softwares Design Expert

versdes 6.0.4 e 7.1.1 (licenga temporaria de 45 dias) e Matlab 6.1.
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CAPITULO 3 — RESULTADOS E DISCUSSAO
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3.1 Descricao da estratégia de otimizacao

Considerando que em FR, a agua é empregada para o ajuste da forca
cromatografica, o sistema cromatografico poderia ser descrito por quatro
componentes - os trés solventes organicos mencionados e a agua. Em
planejamentos de misturas contendo quatro componentes, o sistema é
representado por um tetraedro com os vértices correspondendo aos componentes
puros e 0s pontos nas arestas e no interior escolhidos de acordo com o interesse
do pesquisador. No entanto, considerando-se este enfoque, ha variacao na forca
cromatografica, além da alteracdo de seletividade devido a mudanca do
modificador organico. Este tratamento ndo seria interessante, pois existiriam
pontos do planejamento, como por exemplo, os vértices, nos quais a separagao
cromatografica praticamente ndo aconteceria e assim, ndao haveria interesse na
realizacdo de experimentos com estas composicdbes de FM. A regido
experimental de interesse ficaria entao, restrita a uma sub-regido muito pequena
dentro deste tetraedro, a qual seria mais dificil de visualizar.

Além disto, as alteragdes na separagdo causadas por pequenas mudangas
na forca cromatografica ndo provocam alteragbes tdo acentuadas como as
causadas pela mudanca de um dos solventes da FM. Considerando todos estes
aspectos, neste trabalho optou-se por tratar o sistema em termos de trés
componentes, o qual pode ser representado por um tridngulo, em cujos vértices
estdo as misturas aquosas dos modificadores organicos ACN, MeOH e THF, com
a mesma forga cromatografica. Assim, a separagdo cromatografica desejada foi
buscada através da variacao de seletividade dos solventes, mantendo-se a forga
cromatografica constante.

O plano inicial incluia o estudo das varidveis de processo tipo de FE, vazao
da FM e temperatura da coluna, de forma simultdnea com as varidveis de mistura
representadas por diferentes composicdes de FM, de acordo com um
planejamento de misturas simplex-centrdide, conforme mostrado na Figura 8. As
combinagdes dos niveis das variaveis de processo seriam consideradas main-

plots, enquanto as diferentes composicdes de FM seriam consideradas sub-plots.
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Desta maneira, as combina¢des de niveis das variaveis de processo seriam
mantidas fixas, enquanto corridas cromatograficas empregando todas as
composicbes de FM descritas no planejamento simplex-centroide seriam
realizadas. Assim, inicialmente foram realizados estudos prévios para identificar os
niveis dos fatores vazdo de FM e temperatura da coluna que deveriam ser

utilizados nos planejamentos.

Figura 8: Representacao do plano inicial: as combinag¢des dos niveis das variaveis de
processo tipo de FE, temperatura da coluna e vazdo da FM seriam realizadas de acordo
com um planejamento fatorial 2° (representado pelo cubo, cujos vértices seriam
considerados main-plots) e as combinagdes das variaveis de mistura seriam realizadas de
acordo com um planejamento simplex-centréide (representado pelos tridngulos, cujos
pontos seriam considerados sub-plots).

3.2 Determinacéo da forca cromatografica ideal

O primeiro passo no procedimento de otimizacdo foi o ajuste da forca
cromatografica, ou seja, foram encontradas as propor¢dées em volume entre o
modificador orgénico e agua de modo que os valores dos fatores de retencao de
todos os compostos se encontrassem na faixa 0,5 < k < 10. O ajuste da forca
cromatografica foi realizado empiricamente, através de diversas corridas, com
subsequentes diminuigdes na porcentagem do modificador organico.

A acetonitrila foi escolhida para a corrida inicial, uma vez que € um solvente

amplamente empregado em CLAE-FR por apresentar caracteristicas desejaveis
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como possibilidade de detecgcdo em baixos comprimentos de onda e por possuir
baixa viscosidade. Para a mistura de compostos neutros, inicialmente foi utilizada
uma mistura ACN:H20, na propor¢cao 80:20 (v/v) e nas corridas subsequentes, a
forca cromatografica foi diminuida através da utilizagdo de misturas ACN:HO nas
seguintes proporgoes: 75:25, 70:30, 65:35, 60:40, 55:45 e 50:50 (v/v). A forca
cromatografica ideal foi alcangcada com a propor¢cdo ACN:H20 55:45 (v/v), para a
qual os valores de k estavam entre 0,9 e 8.

Para encontrar a propor¢cao do modificador organico:agua para os outros
dois solventes organicos, MeOH e THF, de modo que a forga cromatografica
permanecesse constante, foi empregada a equagao:

01 S1=d2 Sz (24)

onde ¢1, ¢p2 representam as fragcbes em volume do solvente 1 (conhecida) e 2 (o qual se
deseja determinar) e S4, S, representam a polaridade (fator forga-peso em FR, tabelado)
dos solventes 1 e 2, respectivamente.

Os valores dos fatores for¢a-peso tabelados para ACN, MeOH e THF séao

3,2; 2,6 e 4,5, respectivamente?®"?

. Assim, as propor¢cées de MeOH:H:0 e
THF:H>O encontradas empregando-se a equacgao 6, foram 68:32 v/v e 40: 60 v/v,
respectivamente. Entretanto, uma vez que esta equacao fornece apenas uma
aproximagdo para as proporcdes em volume dos solventes que serdo
empregados, um ajuste fino foi realizado, através de corridas realizadas variando-
se as proporcoes dos solventes organicos, a partir dos valores citados, até que o
tempo da corrida cromatogréfica fosse aproximadamente o mesmo para as
misturas aquosas dos trés modificadores organicos. Assim, empiricamente, as
propor¢cdes aquosas dos solventes que forneceram aproximadamente a mesma
forca cromatogréfica para esta separagao foram: ACN: H20 55:45 (v/v); MeOH:H-O
70:30 (v/v) e THF:H2O 50:50 (v/v). As Figuras 9 -11 mostram os cromatogramas

obtidos empregando-se estas composi¢coes de FM.
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Figura 9: Cromatograma obtido na separacdao dos compostos da mistura teste
empregando coluna C 18, volume de injecado 10 uL, FM ACN:H,O 55:45 (v/v), vazao 1,0
mL/min, deteccdo 254 nm e temperatura 25 €. Compos tos: 1= uracil, 2 = fenol, 3 =
benzonitrila, 4 = B - naftol, 5 = a - naftol, 6 = benzeno, 7 = N,N-dimetilanilina, 8 = tolueno,
9 = éter B-metil-naftilico e 10 = naftaleno.
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Figura 10: Cromatograma obtido na separagdo dos compostos da mistura teste
empregando coluna C 18, volume de inje¢ao 10 uL, FM MeOH:H,O 70:30 (v/v), vazéo 1,0
mL/min, deteccdo 254 nm e temperatura 25 €. Compos tos: 1= uracil, 2 = fenol, 3 =
benzonitrila, 4 = B - naftol, 5 = o - naftol, 6 = benzeno, 7 = N,N-dimetilanilina, 8 = tolueno,
9 = éter B-metil-naftilico e 10 = naftaleno.
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Figura 11: Cromatograma obtido na separagdo dos compostos da mistura teste
empregando coluna C 18, volume de inje¢do 10 uL, FM THF:H,O 50:50 (v/v), vazédo 1,0
mL/min, deteccdo 254 nm, e temperatura 25 C. Compo stos: 1= uracil, 2 = fenol, 3 =
benzonitrila, 4 = B - naftol, 5 = o - naftol, 6 = benzeno, 7 = N,N-dimetilanilina, 8 = tolueno,
9 = éter B-metil-naftilico e 10 = naftaleno.

Através da analise dos cromatogramas mostrados nas Figuras 9, 10 e 11 é
possivel verificar a influéncia do tipo de modificador organico na seletividade da
separagdo: enquanto os compostos 3 e 4 se sobrepuseram parcialmente quando
se empregou como FM ACN:H:O, eles foram completamente separados quando
se empregou como FM MeOH:H»0 ou THF:H»0. Por outro lado, os compostos 5 e
6, bem separados quando se empregou FM ACN:HO ou THF:H:0, se
sobrepuseram parcialmente em MeOH:H>O. Da mesma maneira, os compostos 8
e 9 se mostraram bem separados com ACN:H,O e MeOH:Hz0, porém co-eluiram
quando se empregou THF:H20. Finalmente, os compostos 9 e 10 foram
completamente separados apenas em THF:H20. Para a mistura de agrotéxicos, o
mesmo procedimento foi adotado, porém a corrida inicial foi realizada
empregando-se ACN:H,O 50:50 (v/v). As melhores propor¢cées de solvente
organico:agua encontradas foram ACN:H2O 30:70, MeOH:H>0O 45:55 e THF:H-O
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30:70 (v/v) e os cromatogramas obtidos nestas condicbes sdo mostrados nas

Figuras 12, 13 e 14, respectivamente.
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Figura 12: Cromatograma obtido na separa¢ao de onze agrotéxicos empregando coluna
C 18, volume de injecao 10 pL, FM ACN:H2O (pH = 3,0) 30:70 (v/v), vazao 1,0 mL/min,
deteccdo 210 nm e temperatura 25 C. Agrotoxicos: 1= imazetapir, 2 = simazina, 3 =
imazaquim, 4 = ametrina, 5 = cianazina, 6 = tiofanato, 7 = metsulfuron, 8 = bentazona, 9
= atrazina, 10 = carbaril e 11 = carboxin.
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Figura 13: Cromatograma obtido na separa¢ao de onze agrotéxicos empregando coluna
C 18, volume de inje¢do 10 uL,FM MeOH:H,0O (pH = 3,0) 45:55 (v/v), , vazédo 1,0 mL/min;
deteccdo 210 nm e temperatura 25 C. Agrotoxicos: 1 = imazetapir, 2 = simazina, 3 =
imazaquim, 4 = ametrina, 5 = cianazina, 6 = tiofanato, 7 = metsulfuron, 8 = bentazona, 9
= atrazina, 10 = carbaril e 11 = carboxim.

50



Capitulo 3 - Resultados e Discussao

10

120 4

100 +

80+

60

40

Resposta do detector

20

Tempo / min

Figura 14: Cromatograma obtido para a separagdo da mistura de agrotdxicos
empregando coluna C 18; volume de injecado 10 uL, FM THF:H,O (pH = 3,0) 30:70 (v/v),
vazao 1,0 mL/min, deteccdo 210 nm e temperatura 25 C. Agrotoxicos: 1= imazetapir, 2 =
simazina, 3 =imazaquim, 4 = ametrina, 5 = cianazina, 6 = tiofanato, 7 = metsulfuron, 8 =
bentazona, 9 = atrazina, 10 = carbaril e 11 = carboxim.

3.3 Determinacgao das composicdes de FM do planejamento

Ap6s a determinacédo da forgca cromatografica para os trés constituintes
puros de mistura, as composi¢cdes de FM a serem utilizadas foram selecionadas
de acordo com um planejamento simplex-centréide, com pontos axiais, conforme

mostra a Figura 15.
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Figura 15: Planejamento simplex-centréide utilizado para determinagao das composigoes
de FM a serem utilizadas. Xacn = ACN:HO 55:45 (v/v) para mistura de compostos
neutros e 30:70 (v/v) para a mistura de agrotéxicos; Xmeon = MeOH:H,O 70:30 (v/v) para
a mistura de compostos neutros e 45:55 (v/v) para a mistura de agrotéxicos; Xrur =
THF:H,O 50:50 para a mistura de compostos neutros e 30:70 para a mistura de
agrotoxicos.

As composicdes de FM correspondentes aos pontos das arestas e do
interior do tridngulo foram obtidas considerando-se a propor¢do de cada solvente
organico em relagcdo a porcentagem que forneceu a forga cromatogréfica ideal.
Por exemplo, o ponto 7, corresponde a misturas em igual propor¢do dos trés
solventes aquosos (um terco de cada), entdo no caso da separacdo dos
compostos neutros, tem-se que:

e ACN sendo uma mistura aquosa ACN:H,O 55:45 (v/v), um terco
corresponde a 55/3 = 18,3 mL de acetonitrila;

e MeOH sendo uma mistura aquosa MeOH:H>O 70:30 (v/v), um tergo
corresponde a 70/3 = 23,3 mL de metanol;

e THF sendo uma mistura aquosa de THF:H20 50:50 (v/v). um terco
corresponde a 50/3 = 16,7 mL de tetraidrofurano.

e A porcentagem de 4gua € o volume complementar a 100 mL, 100-
(18,3+23,3+16,7) = 41,7 mL.
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3.4 Experimentos inicias para determinacéo dos niveis dos fatores

3.4.1 Dominio experimental de misturas

Sabe-se que, dentre os fatores que afetam a retencéo e a seletividade em
CLAE, a composicao da FM tem maior influéncia, uma vez que os constituintes da
amostra interagem com ela de forma efetiva durante a corrida cromatografica.
Desta maneira, optou-se por iniciar o trabalho desenvolvendo um planejamento de
misturas, para reconhecimento das caracteristicas da regido experimental,
mantendo-se as condigdes de processo fixas: coluna C 18, temperatura da coluna
25 C, vazao de FM 0,3 mL/min para a mistura de com postos neutros e 1,0
mL/min para a mistura de agrotoxicos.

Para a mistura de compostos neutros, verificou-se que a regiao que
engloba as misturas aquosas com maior quantidade de MeOH e THF n&o fornece
uma separacao satisfatdria, pois ha sobreposicdo excessiva de picos. Desta
maneira, optou-se por excluir as sub-regides envolvendo as composi¢cées de FM
0 < ACN:H20 =<0,5; 0,5 <MeOH:H-O =1,0 e 0,5<THF:H20 < 1,0. Desta maneira,
para a mistura de compostos neutros o dominio experimental foi formado pela
sub-regiao 0,5 < ACN:H,O <1,0; 0 < MeOH:H,O<0,5e 0 < THF:H,O <0,5.

Considerando que esta é uma regido triangular reduzida dentro do triangulo
maior, as composicdes de FM puderam ser re-calculadas e representadas por
pseudocomponentes, através da equacao 25. Esta transformag¢do normalmente é

empregada, pois torna a matriz X melhor condicionada para os calculos.

ip q

i=1
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onde Xj, € a proporcdo do solvente i em termos de pseudocomponentes, X;
representa a proporgao original do solvente i (no tridangulo de misturas ternarias) e

a; é o limite inferior do solvente i.

Para a mistura de agrotdxicos, ndo foi realizada reducdo do dominio

experimental.

3.4.2 Vazao da FM

A alteracdo da vazao da FM tem efeito direto no tempo da corrida, porque
0os compostos sé@o obrigados a atravessar a coluna mais rapidamente, porém a
eficiéncia também é alterada, de acordo com a teoria de van Deemter e estas
alteragdes podem acarretar modificacées na separagado. Foram construidas entao
as curvas de van Deemter, mostradas na Figura 16, para as duas colunas para
determinar a vazao na qual a eficiéncia das colunas é maxima. As curvas foram
construidas empregando solugdo padrdao de naftaleno (Vetec), de concentragcéo
0,2 mg/mL; FM = ACN:H.0 55:45 (v/v), temperatura da coluna = 25 °C.

6 —m—ColunaC 8
—o— Coluna C18
5_
€ 4
S
T 3-
2 o 00—
I\:\.~'~. ,,,,.,ﬁ./.———r.,,.f./—. —o—®
\.\.“.‘l‘I-lfl‘l".’.“-/./.
1 T T T

LA S I DL I LR A R L B R
00 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20

Vazao da FM mL / min

Figura 16: Curvas de van Deemter para as duas colunas empregadas neste trabalho
(colunas marca SGE, de didmetro interno de 0,46 cm e comprimento de 15 cm, recheadas
com fase ligada C8 ou C18, de tamanho de particula 5 pm, Wakosil ll). H representa a
altura de prato.
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Através da andlise das curvas mostradas na Figura 16, é possivel verificar
que apos 1,0 mL/min a eficiéncia se torna praticamente constante e a utilizacao de
vazdes maiores que esta faz com que os compostos atravessem a coluna mais
rapidamente apenas, o que causa sobreposi¢cado de picos. Por outro lado, vazdes
menores que 1,0 mL/min poderiam ocasionar melhoras na separagao, apesar da
perda de eficiéncia das colunas.

Para verificar como se da a relagdo eficiéncia/separacao para vazdes
menores que 1,00 mL/min foi realizado um planejamento simplex centréide
empregando a coluna C 18, com temperatura fixa em 25 C e vazdes de 0,3
mL/min e 1,0 mL/min. Para este estudo, foi utilizada a mistura dos compostos
neutros e como resposta o somatério das resolugdes. As composicdes de FM em
propor¢cdes das variaveis X1, X2 € X3 € as propor¢cées em termos dos volumes dos
solventes acetonitrila, metanol, tetraidrofurano e agua correspondentes aos pontos

do planejamento experimental, sdo mostradas na Tabela IV.

Tabela IV: Proporgbes das varidveis originais Xacn, Xmeon € Xthr, pSeudocomponentes e
volumes dos solventes acetonitrila, metanol, tetraidrofurano e 4gua correspondentes aos
pontos do planejamento simplex-centréide empregado para separagao dos constituintes
da mistura teste.

Composicéo em fungéo dos volumes dos
Ensaio Comp. Pseudocomponentes uatro solventes (% V/v/V/v)
(XACNXMeOH XTHF)

ACN MeOH THF H,0
P1 (1;0;0) (1;0;0) 55,0 0,0 0,0 45,0
P2 (0,5;0,5;0) (0;1;0) 28,0 35,0 0,0 37,0
P3 (0,5;0;0,5) (0;0;1) 28,0 0,0 25,0 47,0
P4 (0,75;0,25;0) (0,5;0,5;0) 41,0 18,0 0,0 410
P5 (0,75;0;0,25) (0,5;0;0,5) 41,0 0,0 13,0 46,0
P6 (0,5;0,25;0,25) (0;0,5;0,5) 28,0 18,0 13,0 41,0
P7 1(0,667;0,167;0,167)| (0,333;0,333;0,333) 37,0 12,0 8,0 43,0
P8 1(0,833;0,083;0,083)| (0,667;0,167;0,167) 46,0 6,0 4,0 44,0
P9 1(0,583;0,333;0,083)| (0,167;0,667;0,167) 32,0 23,0 4,0 410
P10 |(0,583;0,083;0,333)| (0,167;0,167;0,667) 32,0 6,0 17,0 45,0

Foram empregados 7 pontos para o calculo dos coeficientes do modelo
quadratico e os pontos axiais foram empregados para predicdo. A Tabela V

mostra os resultados obtidos.
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Tabela V: Valores observados experimentalmente e preditos pelo modelo quadratico para
o somatério das resolugdes dos compostos da mistura teste nas composicdes de FM
descritas pelos pontos 8, 9 e 10 (Tabela IV), vazdes de FM = 0,3 e 1,0 mL/min e coluna
C18.

Vaz&o 0,3 mL/min Vaz&o 1,0 mL/min
AR A
ES:E 2 2; 12,6 122 1,64 13,2 ]22 053
ES:IS g 2; 11,5 1 1:3 1,27 12,8 123 0,98

10 R1 12 1
EZ:E 18 R2 1.9 = 3,33 13.3 12: -1,48

*valor anémalo

Observando-se os resultados mostrados na Tabela V, pode-se verificar que
i) o valor absoluto das respostas € maior quando se emprega a vazéo de 1,0
mL/min, indicando que a separacao € ligeiramente melhor nesta vazao; ii) a
precisdo entre as replicatas € maior na vazao de 1,0 mL/min, pois as diferengas
entre as replicatas € menor nesta vazao e iii) a exatidao também €& superior na
vazao de 1,0 mL/min, pois a concordancia entre os valores observados e preditos
€ maior. Vale ressaltar que maior precisdo entre as replicatas e exatidao entre
valores preditos e observados também foi observados entre os 7 pontos do
planejamento na vazéo 1,0 mL/min. Desta maneira, decidiu-se que a vazéo da FM
deveria ser otimizada da maneira convencional, ou seja, através da curva de van
Deemter e nao incluir este fator nos planejamentos. De fato, em uma revisdo
sobre otimizagdo em cromatografia®, Phan-Tan-Luu e Siouffi recomendaram a
sua nao inclusdo. Os cromatogramas obtidos empregando-se a composi¢cao de
FM correspondentes ao ponto 1 do planejamento (ACN:H>O 55:45, v/v) nas duas
vazdes sdo mostrados na Figura 17, a fim de ilustrar que realmente ndo ha ganho
na separagao quando a vazao € diminuida, ou seja, que existe apenas perda na
eficiéncia, aumento no tempo de andlise e, para alguns compostos, perda na

resolucao.
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Figura 17: Cromatogramas obtidos na separagdo dos compostos da mistura teste
empregando coluna C18, volume de injecdo 10 uL, FM ACN:H.O 55:45 (v/v), detecgéo
254 nm, temperatura 25 € e vazao 0,3 mL/min (A) e 1,0 mL/min (B). Compostos: 1=
uracil, 2 = fenol, 3 = benzonitrila, 4 = B - naftol, 5 = a - naftol, 6 = benzeno, 7 = N,N-
dimetilanilina, 8= tolueno, 9 = éter B-metil-naftilico e 10 = naftaleno.

3.4.3 Temperatura

Uma variavel de processo que estava incluida no planejamento inicial era a
temperatura da coluna. Sabe-se que a variagao na temperatura da coluna pode ter
influéncia significativa na separacao de alguns compostos, enquanto para outros,
ela ndo tem efeito algum. Para verificar se a separacao destes compostos seria
afetada pela variagcdo na temperatura, foram realizadas corridas mantendo-se
todos os outros parametros constantes (vazdo da FM = 0,5 mL/min ACN:THF:H-O
41: 13 46 (v/v/v) e coluna = C18) em duas temperaturas 25 e 40 C. Os
cromatogramas obtidos podem ser vistos na Figura 18. Devido a um problema na
bomba, neste estudo néo foi possivel empregar a vazao de 1,0 mL/min, valor

6timo determinado pelo gréafico de van Deemter.
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Figura 18: Cromatogramas obtidos na separagédo de dez compostos neutros empregando
coluna C 18, volume de inje¢do 10 puL, FM ACN:THF:H,O 41:13:46 (v/v/v), vazédo 0,5
mL/min, deteccao 254 nm, temperatura 25 C (A) e 40 T (B); compostos: 1= uracil, 2 =
fenol, 3 = benzonitrila, 4 = B - naftol, 5 = a - naftol, 6 = benzeno, 7 = N,N-dimetilanilina, 8=
tolueno, 9 = éter B-metil-naftilico e 10 = naftaleno.

Pode-se observar na Figura 18 que o aumento da temperatura nao
melhorou a separa¢ao dos compostos. Para a mistura de agrotdxicos, verificou-se
que a separacao foi prejudicada pelo aumento da temperatura, e por este motivo,
em nenhum dos casos a temperatura foi incluida como uma das variaveis no
planejamento.

Considerando que a variagdo da temperatura ndo causou alteragdes
significativas na separagcdao dos compostos nas duas misturas estudadas e que a
vazdao da FM a ser utilizada seria aquela determinada pelo procedimento
tradicional da curva de van Deemter, os main-plots do planejamento foram
formados pelos dois niveis da variavel tipo de FE, com o nivel baixo sendo a
coluna C 8 e nivel alto a coluna C 18. A temperatura foi fixada em 25 C e a vazao
da FM em 1,0 mL/min. Os experimentos foram realizados da seguinte maneira:
Fixou-se uma coluna (escolhida de forma aleatéria) e todas as combinacdes de
FM correspondentes ao planejamento simplex-centréide mostradas na Tabela IV

foram realizadas também em ordem aleatéria. A coluna foi entdo trocada e todas
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as combinag¢des de misturas foram novamente realizadas. Este procedimento foi

repetido para estimativa do erro.

3.5 Resultados empregando o somatério das resolucbes como
resposta

As composicdées de FM empregadas foram as mesmas mostradas na
Tabela IV e as respostas obtidas sdo mostradas na Tabela VI. Foram construidos
modelos combinados através da multiplicacdo de um modelo cubico especial para
misturas por um modelo linear para o tipo de coluna. Os resultados foram tratados
supondo completa aleatorizagdo na realizagdo dos experimentos e empregaram-
se 0s dez pontos do planejamento para a determinacdo dos coeficientes do
modelo. Verificou-se que o Ponto 9 (composicdo de FM ACN:MeOH:THF:H>O
32:23:4:41 v/v/v/v) na coluna C 8 foi considerado anémalo e desta maneira, foi
retirado do conjunto de dados. A andlise da variancia para o0 modelo quadratico é

mostrada na Tabela VII.

Tabela VI Valores observados experimentalmente do somatério das resolugées dos
constituintes da mistura teste nos dez pontos do planejamento simplex centréide com as
composicdes de FM descritas na Tabela IV nas colunas C 8 e C 18.

Main-plot 1 (coluna C 8) Main-plot 2 (coluna C 18)
Replicata 1 Replicata 2 Replicata 1 Replicata 2
P1 10,9 10,9 12,6 12,7
P2 10,5 10,5 11,9 11,9
P3 11,3 11,3 12,0 12,2
P4 12,0 12,0 12,0 12,4
P5 13,3 13,3 13,5 13,5
P6 11,5 11,5 13,1 13,1
P7 12,1 12,0 13,5 13,5
P8 12,6 12,6 13,3 13,3
P9 10,5 10,5 12,6 12,7
P10 11,8 11,9 13,5 13,5
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Tabela VII: ANOVA para o modelo combinado construido empregando-se o somatorio
das resolugdes dos constituintes da mistura teste como resposta, supondo completa
aleatorizacao na realizacdo dos experimentos.

SQ Graus liberdade MQ Teste F
Regressao 28,52 13 (p-1) 2,194 954
Residuos 0,55 24 (n-p) 0,023
Falta de Ajuste 0,45 5 (m-p) 0,09 18,0
Erro Puro 0,1 19(n-m) 0,005
Total 29,07 37(n-1)

Os valores tabelados de Fi32495% € Fs1995% S80, respectivamente, 2,25 e
2,74 indicando que as respostas dependem de fato das variaveis envolvidas
porém este modelo apresenta falta de ajuste. Quando é detectada falta de ajuste,
a principio ndo €& correto prosseguir e realizar o teste de significancia da
regressao. Entretanto, neste caso verificou-se que a falta de ajuste pode estar
sendo detectada pelo teste F devido a pequena soma quadratica do erro puro.
Devido as caracteristicas da prépria mistura teste na vazdo empregada, as
diferengas entre as replicagdes é muito pequena ou ainda inexistente (no caso de
picos que se apresentaram sobrepostos nas duas replicatas), fato este que é
refletido na pequena soma quadratica devido ao erro puro. Uma vez que o teste F
para falta de ajuste é realizado dividindo-se a média quadratica devido a falta de
ajuste pela média quadréatica devido ao erro puro, embora as replicagdes sejam
auténticas, eles sempre detectardo falta de ajuste dos modelos. Por outro lado, os
graficos de diagnostico do modelo, residuos vs valores preditos e valores preditos
vs valores observados, mostrados nas Figuras 19 A e B, respectivamente,
indicam um bom ajuste do modelo aos dados experimentais. Através da analise da
Figura 19, pode se verificar que os residuos sdo aleatérios, sem indicio de
heteroscedasticidade e que existe uma boa concordancia entre os valores preditos
pelo modelo e os valores observados. Além disto, através da andlise do gréafico de
probabilidade normal (ndo mostrado) verifica-se que eles de fato, seguem uma
distribuicdo normal. Os coeficientes do modelo, seus erros padrdo € o0s

correspondentes intervalos de 95 % de confianga sdo mostrados na Tabela VIII.
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Figura 19: Gréficos de diagnéstico do modelo combinado construido empregando-se o
somatorio das resolugdées dos compostos da mistura teste como respostas: (A) gréafico de
residuos vs valores preditos, (B) grafico de valores preditos vs valores observados.

Tabela VIiI: Coeficientes do modelo combinado, erros padrdo e intervalos de 95 % de
confianga, obtidos empregando-se o somatdrio das resolugbes dos constituintes da

mistura teste como resposta.

Coeficiente Erro-padréao Limite inferior 1C Limite superior IC
A (ACN) 11,84 0,07 11,69 11,99
B (MeOH) 11,18 0,07 11,02 11,33
C (THF) 11,65 0,07 11,50 11,80
AB 2,44 0,37 1,68 3,21
AC 6,68 0,37 5,92 7,44
BC 3,39 0,37 2,63 4,15
AD 0,82 0,07 0,67 0,97
BD 0,68 0,07 0,53 0,83
CD 0,47 0,07 0,32 0,62
ABC -3,95 2,45 -9,01 1,10
ABD -2,89 0,37 -3,65 -2,13
ACD -2,00 0,37 -2,76 -1,24
BCD 1,04 0,37 0,28 1,80
ABCD 13,58 2,45 8,52 18,64
D= Coluna

Os resultados mostrados na Tabela VIl indicam que apenas o coeficiente

que representa a interagdo ternaria entre os constituintes da FM nédo €
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significativo. Entretanto, para manter a hierarquia dos termos no modelo, ele foi
mantido, uma vez que a sua interacdo com o tipo de coluna é significativa. Em
experimentos envolvendo misturas ao invés de verificar a significancia dos
tratamentos envolvendo as misturas, ou seja, testando a hipdtese nula Hy : b= 0,
contra Ha: bk # 0, onde by indica o coeficiente puro de mistura do modelo
combinado, € mais interessante verificar se as composicdes das misturas
referentes aos componentes puros sdo realmente diferentes entre si, ou seja,
testando a hipétese nula Ex = bx — (bk'+ bk’)/2 = 0'*. Com este teste, verifica-se se
0s contrastes entre bx e a média de bi'+ bx” sdo estatisticamente significativos. Os
contrastes entre by e (b2 + b3)/2; bo e (b1 +b3)/2; bs e (b1 +by)/2 calculados séo:
0,425; -0,565 e 0,14 e a variancia associada é de 0,008, calculada através da
expressado Var(y)= Ta’c?. Calculando-se entdo o intervalo de confianca para estes
valores (empregando-se ti9,05 % = 2,093), tem-se que E; = [0,415 £ 0,19], Ex> = [-
0,545 +0,19] e E3 =[0,13 £ 0,19]. Como os intervalos de confian¢a para E1 e E»
nao incluem o zero, é possivel rejeitar a hipdtese nula, ou seja, os contrastes entre
b1 e a média de by e bs e b, e a média de by e bz séo significativas. Apenas o
intervalo de confianga para Es inclui o valor zero e, neste caso ndo é possivel
rejeitar a hipétese nula, ou seja, o contraste entre b; e a média de by e by ndo é
significativa. Através da inspecao dos valores dos coeficientes, € possivel concluir
que isto provavelmente deve-se ao fato dos valores de bi e bs serem muito
proximos. E interessante entdo testar se b; difere estatisticamente de bs,
Realizando o0 mesmo procedimento, tem-se que: E = by — bz = 0,190 e Var (E) =
(6® + 6°) = 0,01, I. C. = [0,190 + 0,209]. Uma vez que este intervalo inclui o zero,
pode-se concluir que ACN e THF apresentaram o mesmo efeito de mistura nesta
separacdo. Entretanto, como sera mostrado posteriormente, esta conclusao é
altamente dependente da resposta empregada. A significAncia dos demais
coeficientes pode ser avaliada empregando os intervalos de confianga construidos
para 0s mesmos.

Os mapas de contorno para as duas colunas sdo mostrados na Figura 20. A
separacao do todos os compostos na linha base (valor maximo da fungéo = 9 x

1,5 = 18,5) foi conseguida em trés dos pontos do planejamento, pontos 5, 7 e 10
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na coluna C 18. Os cromatogramas obtidos nos pontos 5, 7 e 10 sdo mostrados

na Figura 21 A, B e C, respectivamente.

1.00 0.oo 0.50 1.00 0.a0 050
ATACN B: MEOH ALACH B MECOH

Somatdrio Resolugéo Somatorio Resolugéo

Figura 20: Mapas de contorno para o somatério das resolugdes dos compostos da
mistura-teste nas colunas C 8 (A) e C 18 (B). Os valores de resposta constante sao
indicados sobre as linhas. O nimero 2 indica a presenca de dois pontos sobrepostos.
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Figura 21: Cromatogramas obtidos na separacdo dos dez compostos da mistura teste
empregando coluna C 18, volume de inje¢ao 10 pL, vazao 1,0 mL/min, detecgao 254 nm,
temperatura 25 C e FM: ACN:THF:H.O 41: 13: 46 (v/v/v) (A), ACN:MeOH:THF:H-O
37:12:8:43 (B) e ACN:MeOH:THF:H,0 32:6:17:45 (C) (v/v/v/v). Compostos: 1= uracil, 2 =
fenol, 3 = benzonitrila, 4 = B - naftol, 5 = a - naftol, 6 = benzeno, 7 = N,N-dimetilanilina, 8=
tolueno, 9 = éter B-metil-naftilico e 10 = naftaleno.

3.6 Resultados empregando critérios elementares como resposta

3.6.1 Fator de retencéo (k)

Inicialmente, para verificar o comportamento dos modelos empregando-se
como resposta critérios elementares, foram construidos modelos combinados
através da multiplicagcdo de um modelo quadratico para misturas por um linear
para o tipo de coluna com os fatores de retencdo como resposta. Foram
considerados apenas os compostos que apresentaram problemas de separagéo
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na mistura, empregando as composi¢coes de FM estudadas: benzonitrila, B-naftol,
a-naftol, benzeno, tolueno, éter B-metil naftilico, tolueno e naftaleno. Estes
compostos foram considerados os compostos de interesse na mistura. A analise
da variancia de acordo com o tratamento split-plot para o modelo combinado €

mostrada na Tabela IX.

Tabela IX: Resumo da andlise da variancia split-plot considerando a significancia dos
tratamentos main-plot, sub-plot e interagdo main-sub-plot e falta de ajuste para todos os
modelos combinados, empregando os fatores de retencédo dos constituintes da mistura

teste como respostas.

Modelo Tratamp?g}% main- Tgf}f}g}g{‘ to M‘ngf b- Falta de ajuste***
Benzonitrila 576,200 1,406,500 4,00 1,989
B-naftol 738,357 177,000 7,666 1,540
a-naftol 786,381 137,800 4,600 0,486
Benzeno 1,327,300 1,108,750 10,000 2,475
Tolueno 1,380,116 508,060 15,933 1,512
Eter B-metil naftilico 2,201,890 622,120 71,879 2,395
Naftaleno 2,644,230 509,000 52,580 1,368
Valores de F
tabelados F1,1,95%= 161 ,4 F5,12,95%= 3,1 1 F2,12,95%= 3,89

A retencado dos compostos aumenta de forma crescente na primeira coluna
da Tabela IX. Conforme se pode observar nesta tabela, a soma quadratica de
main-sub-plot aumentou com a retencao dos compostos. Os gréficos de fatores de
retencdo em fungédo dos pontos do planejamento para um composto pouco retido
(benzonitrila) e para um composto muito retido (naftaleno) sdo mostrados na

Figura 22. Nenhum modelo apresentou falta de ajuste.
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Figura 22: Gréafico dos fatores de retencdo ao longo dos dez pontos do planejamento
(duplicatas mostradas lado a lado) para um composto pouco retido, benzonitrila e outro
muito retido, naftaleno.

Através da andlise dos graficos mostrados na Figura 22, é possivel verificar
que para um composto pouco retido, a retencao € similar nas duas colunas, pois
as duas curvas sdo proximas, o que permite explicar o menor valor de média
quadratica de main-plot, em relagdo a um composto mais retido. Além disto, a
interacdo main-sub plot é pouco significativa, o que pode ser visto pela
similaridade do perfil das curvas ao longo dos pontos do planejamento nas duas
colunas. Por outro lado, para um composto muito retido, a diferenga absoluta de
retencédo entre as colunas C8 e C18 é mais pronunciada, como ja era esperado
para colunas de fase reversa e isto explica a maior média quadratica de main-plot.
Além disto, o perfil da curva é diferente, indicando que as composi¢cdes de mistura
atuam de forma diferente nas duas colunas. Foram empregados os 7 pontos do
planejamento simplex-centrdide para construcdo dos modelos e os trés pontos
axiais empregados como conjunto externo para predigdo. Os gréaficos de residuos
vs valores normais esperados e residuos vs valores preditos indicaram que os
residuos seguem uma distribuicdo normal, sem indicios de heteroscedasticidade.
Além disto, os graficos de valores preditos vs valores observados para os sete
pontos do planejamento, mostrados na Figura 23, bem como a predi¢cdo para o
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conjunto externo (Tabelas X e Xl) indicaram um excelente ajuste do modelo
proposto.

Para todos os modelos o coeficiente linear do grafico de valores previstos vs
valores observados ndo se mostrou significativo, indicando que os modelos néo
apresentaram erro sistematico, o coeficiente angular esteve no intervalo de
confianga contendo o valor 1 e o coeficiente de correlagcéo foi superior a 0,996.
Através da andlise da equacao do modelo matematico e realizando testes t com
as estimativas dos coeficientes (razdo coeficiente/erro) foi possivel verificar quais
coeficientes mais contribuem para as razdes F significativas citadas acima. Estes
valores calculados devem ser comparados com os valores tabelados, com P (r-
1)(m-1) graus de liberdade para o teste contendo apenas coeficientes de mistura e
empregando a formula de aproximagado de Satterthwaite’s para estimar o numero
de graus de liberdade no caso de coeficientes contendo variaveis de processo e
mistura®. Entretanto, como uma regra pratica, os coeficientes que apresentarem
razao coeficiente/erro > 3 podem ser considerados significativos. Os coeficientes
significativos dos modelos s&do mostrados na Tabela Xll. Como se pode observar
nesta tabela, de uma maneira geral, os coeficientes lineares e quadraticos puros
de mistura e os coeficientes lineares de mistura x tipo de coluna séo significativos,
enquanto os coeficientes que representam as interagdes quadraticas de mistura x
tipo de coluna tendem a nédo ser significativos.

67



Capitulo 3 - Resultados e Discussao

Valores Preditos

Valores preditos

Valores preditos

Benzonitrila

1 y=0,009 + 0,994 x
4 r=0,999

T
1.4

T
12

0.8 1.0 16 1.8
Valores observados
] o_naftol
y = 0,004 + 0,9981x
r=0,998
4 L]
T T T T T T T
1.4 1.6 1.8 2.0 22
Valores observados
7] Benzeno
| y=0,008 + 0,996 x
4 r=0,999
.
7
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32

Valores observados

68

Valores Previstos

Valores preditos

Valores preditos

1.9 p-naftol
1y = 0,007 + 0,996x
1.8 r=0,997
1
1.7
1.6
1.5
1.4
1
1.3
1.2
1 L)
1.1
— 1.+~ 1t 1t 1 1 1 1 1!
1.1 12 13 14 15 16 17 18 19
Valores Observados
5.0
Tolueno
y = 0,005 + 0,998 x
454 r =0,999
4.0
3.5+
3.0
2.5
2.0
T T T T T T 1
2.0 25 3.0 35 4.0 45 5.0
Valores observados
6'5__ Eter g-metil naftilico
6.0 ¥ =0,003 +0,999 X
~]r=0,999
20—
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

Valores observados



Capitulo 3 - Resultados e Discussao

651
6.0
5.5
50
4.5—-

4.0 -

Valores preditos

3.5
3.0

2.5

2.0

Naftaleno
1y =0,053 + 0,998 x W{
+r=0,999 e
//
pd
P
-
/

T T T T T T T T T 1

2 3 4 5 6 7

Valores observados

Figura 23: Graficos de valores preditos vs valores observados para os fatores de
retencao dos compostos de interesse da mistura teste.

Tabela X: Valores observados experimentalmente e preditos pelos modelos combinados
para os fatores de retencdo dos compostos de interesse na mistura teste nas
composi¢cdes de FM indicadas pelos pontos 8, 9 e 10 (Tabela V) na coluna C 8.

Compostos P8 P9 P10
k predito |k observado | kpredito |k observado | k predito | k observado

benzonitrila 1,18 1,13 0,85 0,83 0,95 0,92
B-naftol 1,41 1,37 1,24 1,22 1,38 1,32
a-naftol 1,64 1,60 1,46 1,47 1,63 1,57
benzeno 1,91 1,84 1,49 1,47 1,69 1,63
tolueno 2,72 2,64 2,22 2,21 2,39 2,29
éter B-metil naft. 3,33 3,24 2,81 2,81 2,64 2,53
naftaleno 3,43 3,35 2,86 2,81 2,83 2,71

Tabela XI: Valores observados experimentalmente e preditos pelos modelos combinados
para os fatores de retencdo dos compostos de interesse na mistura teste nas
composigcdes de FM indicadas pelos pontos 8, 9 e 10 (Tabela 1V) na coluna C 18.

Compostos P8 P9 P10
k predito |k observado | kpredito |k observado | k predito | k observado

benzonitrila 1,41 1,37 1,04 1,05 1,14 1,14
B-naftol 1,80 1,77 1,66 1,72 1,74 1,73
a-naftol 2,15 2,11 1,99 2,07 2,11 2,09
benzeno 2,66 2,58 2,17 2,24 2,36 2,35
tolueno 4,12 4,03 3,51 3,66 3,56 3,53
éter B-metil naft 5,29 517 4,74 4,96 3,98 3,99
naftaleno 5,60 5,49 4,91 5,17 4,40 440
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Tabela XlI: Coeficientes significativos dos modelos combinados empregando como

resposta os fatores de retencdo dos compostos de interesse na mistura teste.

Eter p -
Coeficiente | Benzonitrila | B-naftol | a-naftol |Benzeno| Tolueno met!IS- Naftaleno
naftilico
A (ACN) 1.604 1.669 1.951 2.647 3.923 4.975 5.192
B (MeOH) 0.886 1.369 1.623 1.710 2.753 3.830 3.829
C(THF) 1.071 1.534 1.818 2.042 2.940 2.960 3.277
AB -0.447 -0.167 | -0.213 -0.626 | -0.718 -0.396 -0.618
AC -0.367 0.223 0.327 -0.311 -0.513 -0.776 -0.553
AD 0.117 0.182 0.225 0.405 0.770 1.121 1.229
BC -0.262 0.133 0.252 -- - -0.326 --
BD 0.090 0.217 0.248 0.332 0.645 1.056 1.056
CD 0.095 0.157 0.208 0.325 0.568 0.551 0.664
ABD -- -- 0.142 -- - 0.162 --
ACD -- -- -- -- - -- --
BCD -- -- -- -- - -- --
D =coluna

Considerando que a variancia experimental se propaga de maneira

diferente na estimativa dos erros dos coeficientes do modelo se os experimentos

foram realizados com completa aleatorizagdo ou com aleatoriza¢ao restrita, foram

re-calculados os erros dos coeficientes, supondo completa aleatorizacdo na

realizacdo dos experimentos. Os resultados para um composto pouco retido

(benzonitrila), com retencao intermediaria (benzeno) e muito retido (naftaleno) séo

mostrados de forma comparativa na Tabela XIIl.

Tabela XIli: Estimativa dos erros dos coeficientes dos modelos empregando os fatores de
retencdo como resposta, para um composto pouco retido (benzonitrila) com retencao
intermediaria (benzeno) e muito retido (naftaleno), supondo completa aleatrizagdo e
procedimento split-plot.

Benzonitrila Benzeno Naftaleno
Coeficiente Aleatério Split-plot | Aleatério | Split-plot Aleatério Split-plot
A 0,007 0,006 0,013 0,010 0,032 0,029
B 0,007 0,006 0,013 0,010 0,032 0,029
C 0,007 0,006 0,013 0,010 0,032 0,029
AB 0,032 0,029 0,058 0,048 0,145 0,137
AC 0,032 0,029 0,058 0,048 0,145 0,137
AD 0,007 0,007 0,013 0,014 0,032 0,033
BC 0,032 0,029 0,058 0,048 0,145 0,137
BD 0,007 0,007 0,013 0,014 0,032 0,033
CD 0,007 0,007 0,013 0,014 0,032 0,033
ABD 0,032 0,029 0,058 0,048 0,145 0,137
ACD 0,032 0,029 0,058 0,048 0,145 0,137
BCD 0,032 0,029 0,058 0,048 0,145 0,137
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Como se pode observar na Tabela Xlll, os erros dos coeficientes
encontrados através dos dois procedimentos foram muito proximos, indicando que
as mesmas conclusdes sao obtidas nos dois procedimentos. Em outras palavras,
mesmo que 0s experimentos tenham sido realizados de acordo com uma estrutura
split-plot e os calculos supondo completa aleatorizagdo, as conclusdes sobre a
significaAncia dos coeficientes sdo as mesmas. Este fato pode ser explicado
considerando-se que, enquanto no procedimento de completa aleatorizagdo os

erros dos coeficientes sdo obtidos através da raiz quadrada da diagonal principal

da matriz (X'X)™'s’, no procedimento split-plot, eles sdo estimados através da

raiz quadrada da diagonal principal da matriz (X'V'X)™, sendo a matriz V dada

pela equacao 8. Por causa da natureza discreta da variavel considerada main-plot
(coluna cromatografica) o erro no ajuste de seus niveis é muito pequeno quando
comparado com 0 erro no ajuste das composicées de FM (sub-plots). Como a
variancia das replicatas é pequena também, os termos o°g € o°rz podem ser
desprezados na equacdo 3 e a matriz V ira se reduzir a Ino® fornecendo a mesma
expressao matematica do calculo dos erros no caso de completa aleatorizagéo.
Para a mistura de agrotoxicos também foram construidos modelos para
retencédo de todos os compostos, excetuando-se apenas o imazetapir, o qual ndo
apresentou problemas de separacdo em nenhuma FM estudada. Os modelos
combinados foram obtidos pela multiplicagcdo de um modelo linear para o tipo de
coluna e cubico especial para a composicdo de FM. Dois pontos axiais foram
empregados para verificacdo de falta de ajuste, P8 e P10. O Ponto 9 nao foi
considerado, pois apresentou comportamento anémalo em muitos modelos,
indicando um possivel problema de mistura dos quatro solventes nesta proporgéo,
ou falta de repetibiidade na mistura dos mesmos. A Tabela XIV mostra os
resultados dos testes F para significancia da regresséo e falta de ajuste para todos
os modelos. Considerando que as mesmas conclusdes foram obtidas empregando

o tratamento split-plot e supondo completa aleatorizagdo, todos os resultados
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mostrados serdo provenientes do tratamento estatistico supondo completa
aleatorizacao.

Tabela XIV: Andlise da variancia considerando a significancia estatistica da regresséo e a
falta de ajuste dos modelos combinados construidos empregando-se os fatores de
retencao dos constituintes da mistura de agrotéxicos como resposta.

Composto MQr/MQyes MQta/MQep
Imazaquim 239,64 4,62
Simazina 104,34 2,04
Cianazina 91,73 1,11
Ametrina 40,74 1,73
Tiofanato 41,40 411
Metsulfurom 116,34 2,67
Atrazina 133,71 1,39
Bentazona 16,44 3,53
Carboxim 135,97 1,29
Carbaril 158,98 1,70

Valores de F tabelados Fisz05% = 2,23 F4.1895% = 2,93

Como se pode observar na Tabela XIV, a regressdo é significativa para
todos o0s compostos e alguns modelos apresentaram falta de ajuste
marginalmente significativa (imazaquim, tiofanato, bentazona). Entretanto, os
graficos de diagnésticos ndo indicaram nenhuma anormalidade, ou seja, toda a
informacao experimental foi descrita pelo modelo, ndo existindo variagao
sistematica ndo-modelada nos residuos. Os graficos de valores preditos vs valores
observados para todos os modelos sdo mostrados na Figura 24. Da mesma
maneira que para a mistura de compostos neutros, testes t aplicados aos
coeficientes indicaram que, de uma maneira geral, os coeficientes lineares,
quadraticos e cubicos especiais puros de mistura e lineares de mistura x tipo de
coluna séo significativos, enquanto os coeficientes que representam as interagdes
quadraticas e cubico-especiais de mistura x tipo de coluna tendem a ndo serem

significativos.
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Figura 24: Gréficos de valores preditos vs valores observados para os fatores de
retencao dos compostos de interesse na mistura de agrotéxicos.

Considerando todas as caracteristicas dos modelos ajustados aos fatores
de retencédo, é possivel utiliza-los para predicdo da retengdo dos compostos de
interesse com qualquer combinagao dos solventes e nas duas colunas, o que sem
duvida, facilitaria muito o trabalho no laboratério. Entretanto, para empregar o
procedimento de Derringer e Suich, o alvo deve ser muito bem definido, ou seja, o
pesquisador deve ter em mente, de uma maneira muito clara, se o objetivo é
maximizar, minimizar ou encontrar um determinado valor da resposta. Isto é muito

dificil de ser imposto previamente no caso da retengdo dos compostos além do
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fato de que, normalmente o pesquisador tem interesse em uma determinada
separacdo e assim deseja obter as condigdes de FM e FE que fornegam esta
separacao. Desta maneira, foram construidos novos modelos empregando como
resposta os valores de resolucdo para a mistura de compostos neutros e fatores

de retencdo relativos para a mistura de agrotdxicos.

3.6.2 Resolugdo (Rs)

Antes da construcdo de qualquer modelo, foi verificado o comportamento
das respostas em funcéo das variaveis estudadas, através do gréafico de valores
das proporgoes de cada um dos constituintes da mistura vs resposta. Através da
simples inspec¢ao visual destes graficos € possivel encontrar as variaveis que mais
afetam a resposta de interesse e aquelas cuja variagcdo dos niveis nao traz
incremento na resposta. Por motivos de clareza, apenas alguns exemplos serdo
mostrados. Por exemplo, para a separagdo dos pares a-naftol/benzeno, a
acetonitrila teve o efeito mais pronunciado no aumento da resposta, porém atuou
de forma contréria na resolu¢ao dos pares benzonitrila/B-naftol, ou seja, enquanto
que para o primeiro par o aumento deste solvente causou aumento na resposta
para o segundo par o efeito foi inverso, como se pode observar na Figura 25 A e
B. Por outro lado, para os pares éter B-metil-naftilico/naftaleno e tolueno/éter B-
metil-naftilico o solvente que teve efeito mais pronunciado na resposta foi o THF,
porém também com efeitos contrarios na resolugdo dos dois pares, conforme se
pode observar na Figura 25 C e D.

Além disto, é possivel encontrar correlagbes entre as respostas, plotando-
se uma resposta contra a outra. Verificou-se desta maneira, que as resolugdes
entre os pares benzonitrila/B-naftol e a-naftol/benzeno séo inversamente
correlacionadas, ou seja, se a resolugdo entre os pares de picos benzonitrila/p-
naftol aumenta, a resolugcéao entre os pares a-naftol/benzeno diminui. O mesmo foi
observado para os pares tolueno/éter B-metil naftilico e éter B-metil
naftilico/naftaleno. Considerando todos estes aspectos, € possivel concluir que a

otimizacédo simultdnea da separacao de diversos compostos se torna muito dificil,
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trabalhosa e demorada empregando o método de tentativa e erro, ou seja, sem o

auxilio de uma ferramenta de planejamento experimental.
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Figura 25: Graficos de resolugao vs quantidade de cada solvente na FM para alguns dos
pares de compostos de interesse na mistura teste: A) a-naftol / benzeno vs ACN; B)
benzonitrila / B-naftol vs ACN; C) éter B-metil-naftilico / naftaleno vs THF eD) éter 3-metil-
naftilico / tolueno vs THF. Em preto sdo mostrados resultados obtidos com a colunaC 8 e
em vermelho com a C 18.

Foram construidos entdo modelos combinados através da multiplicacéo de
modelos quadraticos (ou cubico especial, no caso da separacdo do par a-naftol /
benzeno), para a composicdao de FM pelo linear para o tipo de coluna. A Tabela
XV mostra os resultados dos testes F para significancia da regresséao e falta de
ajuste dos modelos. A andlise da variancia correspondente aos valores mostrados
na Tabela XV refere-se aos modelos para os quais foi empregado o procedimento

de seleg¢ado de variaveis através do método de eliminagao backward, com a = 0,05
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e por este motivo o numero de graus de liberdade difere em cada modelo. Com
este procedimento, os graus de liberdade da soma quadratica da regressao
referentes aos coeficientes néo significativos sdo transferidos para a soma
quadratica dos residuos, fornecendo uma estimativa com mais graus de liberdade.
A Tabela XVI mostra os coeficientes significativos, os quais foram utilizados em

cada modelo.

Tabela XV: Resumo da analise da variancia considerando a significancia estatistica da
regressdo e a falta de ajuste dos modelos combinados construidos empregando-se a
resolucao entre os pares de compostos de interesse na mistura teste como resposta.

Par de compostos MQg/MQycs F tabelado MQ1/MQgp F tabelado
benzonitrila / B-naftol 440,76 Vg,19,95%=2,48 1,90 V5,14,95%=2,96
o-naftol / benzeno 944,00 V10.17.95%=2,45 1,47 V3.14.95%=3,34
tolueno / éter B-metil naftilico 417,14 V8.19.95%=2,48 1,86 V5.14.95%=2,96
éter B-metil naftilico /naftaleno 750,51 Vi0.17.95%=2,45 1,88 V3.14.95%=3,34

Tabela XVI: Coeficientes significativos dos modelos combinados construidos
empregando-se como resposta a resolugdo entre os compostos de interesse da mistura
teste.

Coeficiente Benzonitrila / - a-naftol / Tolueno/ Et’elr B - E’tgr B - metil-
naftol benzeno metil- naftilico naftilico/ naftaleno
A (ACN) 0,50 4,96 447 0,77
B (MeOH) 4,66 0,70 6,03 -0,01
C(THF) 412 1,65 0,039 1,61
AB 2,88 -1,64 1,97 -0,82
AC 5,39 -4.10 1,86 1,70
AD 0,53 0,56 0,91 0,34
BC 443 -2,51 1,01 2,22
BD 0,84 0,67 0,83 -0,01
CD 0,17 0,76 - 0,24
ABC - -6,19 - -
ABD - - -1,24 -
ACD - -0,67 - 0,27
BCD - - - 0,92
ABCD - - - -
D = tipo de coluna

Como se pode observar na Tabela XV, todos os modelos apresentaram
regressao altamente significativa, sem falta de ajuste. Os graficos de diagnédstico
dos modelos indicaram que os residuos seguem uma distribuicdo normal, sem

indicios de heteroscedasticidade. Os graficos de valores preditos vs valores
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observados para os pontos do planejamento sdo mostrados na Figura 26 e a

predicdo para os trés pontos axiais nas Tabelas XVII e XVIIl. Os mapas de

contorno para os modelos construidos sdo mostrados na Figura 27 A-G, para as

duas colunas.
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Figura 26: Gréficos de valores preditos vs valores observados para a resolugao dos

compostos de interesse na mistura-teste.
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Tabela XVII: Valores observados experimentalmente e preditos pelos modelos
combinados para a resolugdo dos compostos de interesse da mistura teste nas
composicdes de FM indicadas pelos pontos 8, 9 e 10 (Tabela 1V) na coluna C 8.

P8 P9 P10
Par de Compostos R R R
R predito | observado| R predito | observado | R predito | observado
benzonitrila / -naftol 2,32 2,40 4,16 4,11 4,44 4,24
tolueno/éter B-metil| 5 g4 3,65 459 434 1,89 1,98
naftilico ’ ’ ’ ’ ' ’
éter p-metil naftilico | ¢ g5 0,55 0,39 0,00 1,27 1,34
/naftaleno ’ ’ ’ ' ’ ’

Tabela XVIll: Valores observados experimentalmente e preditos pelos modelos
combinados para a resolugdo dos compostos de interesse da mistura teste nas
composicdes de FM indicadas pelos pontos 8, 9 e 10 (Tabela 1V) na coluna C 18.

P8 P9 P10
Par de Compostos R R R
R predito | observado | R predito | observado | R predito | observado
benzonitrila / B-naftol | 3,36 3,42 5,51 5,80 512 4,90
a-naftol / benzeno 3,48 3,50 1,47 1,35 1,78 1,90
tolueno / éter -metil | 5 55 5,40 5,73 6,36 2,41 2,45
naftilico
/naftaleno

CTHF
840

0.0o

0.50
B: MeOH

R benzonitrila § beta naftol
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C:THF D
8,50

1.00 0.00 0.50
1.00 0.00 0.50
AACN B: MeOH ACACHN B: MeOH

R alfa naftol / benzeno R alfa naftol / benzeno

)

1.00 0.00 0.50 1.00 0.00 n.50

A ACN B: MedH AACH B: MaOH
R tolueno / éter beta-metil naftilico R tolueno £ éter beta-metil naftilico

1.00 0.00 0.50 1.00 0.00 0.50
A AT B: MeOH ALACH B: MeOH

R éter beta-metil naftilico / naftaleno R éter beta-metil nattilico / naftaleno
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Figura 27: Mapas de contorno para a resolugao entre os pares de compostos de
interesse na mistura teste, nas colunas C 8 (graficos A, C, E e G) e C 18 (graficos B, D, F
e H).

Observando-se os mapas de contorno mostrados na Figura 27, é possivel
verificar que o0s maiores valores de resolucdo foram sempre encontrados
empregando-se a coluna C 18 e que cada par de composto apresenta um maximo
de resolugdo com um tipo de solvente, ou com a combinagdo de dois solventes.
Conforme discutido anteriormente, isto torna muito dificil a selegcdo da composi¢ao
da FM que separe simultaneamente todos os compostos sem uma ferramenta de
planejamento experimental.

Considerando que o objetivo foi obter a separagao na linha base de todos
0s compostos em um tempo aceitavel de andlise, a funcéo de desejabilidade foi
postulada da seguinte maneira para todos os modelos:

d=0sed <y" ,d=0sed >y~ ed =1sey” <9 <y™ sendo ym" =
1,5, correspondente a resolugdo na linha base e y™ = 4,5. Esta fungéo foi
mostrada na Figura 12 B. O valor maximo aceitédvel pode ser escolhido de acordo
com o interesse do pesquisador, de forma a limitar mais ou menos o tempo da
corrida. Entretanto, se o limite selecionado for muito estreito, pode ser que a
solugdo para o problema nao exista. Para esta separacao, as resolu¢cées maximas
foram de 6,2; 5,67; 7,07 e 1,99 para os pares de picos benzonitrila/B-naftol, a-
naftol/benzeno, tolueno/éter B-metil naftilico e éter B-metil naftilico/naftaleno,
respectivamente. O valor 4,5 foi selecionado de maneira a ter um intervalo nao
muito pequeno para busca e ao mesmo tempo ndo aumentar muito o tempo de
andlise. Considerado que a busca empregando as fungdes de desejabilidade deve
ser realizada apenas dentro do dominio experimental, para o par éter B-metil
naftilico/naftaleno o limite maximo imposto foi 1,99, pois este € o limite superior da
resposta observada. A desejabilidade global foi obtida pela média geométrica das
desejabilidades individuais. O mapa de contorno para a funcéo de desejabilidade
global na coluna C 18 é mostrado na Figura 28. Na coluna C8 néo foi encontrada
nenhuma regido que satisfizesse as condicbes impostas nas fungdes de

desejabilidade individuais.

81



Capitulo 3 - Resultados e Discussao

C: THF

1.00 [ un} 1.00
Ao ACH B: mMelH

Desejahilidade global

Figura 28: Mapa de contorno para a funcao de desejabilidade global, obtida pela média
geométrica das funcdes de desejabilidade individuais, para a resolugao dos compostos de
interesse na mistura teste na coluna C 18.

Como se pode observar na Figura 28, existe uma regido e ndo apenas um
ponto que satisfaz simultaneamente todas as imposi¢des descritas pelas fungdes
de desejabilidade individuais e isto era de fato esperado, pois as mudangas de
resolucdo com as mudancgas nas composicdes de FM e FE séo graduais, ou seja,
ndao acontecem de forma brusca. Como as fung¢des individuais foram definidas
como uma faixa de valores-alvo foi possivel encontrar a composicao que
fornecesse desejabilidade maxima, igual a 1, isto €& que satisfizesse
completamente as condigcdes impostas pelas funcdes de desejabilidades

individuais. Na realidade, por causa da natureza das fungcbes de desejabilidade

A

individuais impostas neste caso (d = 1 se 1,5 < y <4,5), todos os pontos dentro

da regido destacada na Figura 28 apresentaram desejabilidade maxima, cada qual
com a variacdo dentro das faixas impostas nas fungcbes de desejabilidade
individuais. A Figura 29 mostra uma das solucées (FE = C 18 e FM =

ACN:THF:H20 41:13:46 v/v/v) que satisfaz completamente as condi¢cdes impostas
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pelas fungcbes de desejabilidade individuais, que é o ponto 5 do planejamento na

coluna C 18, cujo cromatograma foi mostrado na Figura 21.

A B C
B ’
ACM =050 MedH=0.00 THF =0.480
D E F
____________ 1.5 4.5 1.5 4.5
_C[B L _l_—._l_lf —l—_._‘—r
C18 u R, henzonitrilas 6.2 0 R, toluenos .07
fnaftal = 4.00 éter naftiico = 347
G H
15 1.89 15 445
| N
0 R, éter naftilicos 0 R, c-raftolf 567
naftalenc = 1.97 henzenao = 2.94

Figura 29 Condigdes experimentais (graficos A-D) que fornecem valores de resolugcao
dentro da faixa estipulada pelas fungdes de desejabilidade individuais (faixa de valores
desejaveis entre 1,5 e 4,5) e graficos das funcdes de desejabilidade individuais com os
valores preditos pelos modelos (graficos E-H). O eixo y de cada grafico representa valores
de desejabilidade individuais de 0 a 1.

Os valores de resolugdo dos pares de interesse mostrados na Figura 29 —
Rs benzonitrila/B-naftol = 4,00; Rs a-naftol/benzeno = 2,94; Rs tolueno/éter-naftilico
= 3,17 e R; éter naftilico/naftaleno = 1,97 - foram preditos pelos modelos. Os
valores observados experimentalmente para a resolugdo destes pares foram:
Rs benzonitrila/B-naftol = 3,98; Rs a-naftol/benzeno = 2,93; Rs tolueno/éter-naftilico
= 2,99 e R éter naftilico/naftaleno = 1,95 mostrando excelente concordancia.

Se forem impostos critérios mais rigidos para os limites inferior e superior
das resolugdes aceitas ou uma maneira mais rigida de se aproximar e afastar do
alvo, o valor maximo de desejabilidade pode ndo ser alcangado e, neste caso,

serdao fornecidas solugbes que se aproximam do objetivo imposto (solugdes

83



Capitulo 3 - Resultados e Discussao

possiveis dentro do dominio experimental), com um valor de desejabilidade
menor. Por exemplo, se o alvo for imposto como sendo a resolugdo na linha base
(1,5), sendo este também o limite inferior, o limite superior igual a 4,5 e uma
funcao unilateral linear unindo o alvo ao limite superior, a desejabilidade global
maxima obtida é de 0,3, pois ndo existe dentro do dominio experimental, nenhuma
combinagdo de FM e FE que satisfaga completamente estas imposi¢cdes, ou seja,
nao é possivel que todos os pares apresentem resolugdo 1,5 simultaneamente.
Esta seria a situacdo ideal que representaria 0 melhor compromisso entre
resolucao e tempo de analise. A Figura 30 ilustra a situagao descrita. Neste caso,
sdo mostradas as composi¢cdes de FM que fornecem as resolugdes indicadas
pelos pontos, as quais representam “o mais proximo possivel’ que se pode chegar

ao alvo imposto.

A B C
T ] J
ACH =0.60 MeCH=0.04 THF = 0.36
D E F
1.5 1.5
( l l\‘iﬁ 45
c g |:|I 4 T T
C18 F, benzaonitrilas 6.2 . R, toluenal éter 7.07
fnaftol = 369 naftilico = 3.95
15 G 15 H
1.99 M
o 1]
R, éter naftilicos R, c-naftol! 5.67
naftalena = 1.77 benzeno= 3.20

Figura 30: Condi¢cOes experimentais (graficos A-D) que fornecem valores de resolugcao
préximos ao alvo imposto nas fungdes de desejabilidade individuais (R=1,5) e gréficos das
fungbes de desejabilidade individuais com os valores preditos pelos modelos (graficos E-
H). O eixo y de cada gréfico representa valores de desejabilidade individuais de 0 a 1.

Um procedimento simples de otimizagdo simultanea de diversas respostas
€ 0 de sobreposicdo de mapas de contorno para as diferentes respostas. Este

procedimento foi descrito para otimizagdo de separacées em Cromatgrafia por

84



Capitulo 3 - Resultados e Discussao

Glajch et al.*® e, apesar de ser um procedimento muitas vezes eficiente na busca
de uma regido com as condi¢des desejadas, o procedimento de Derringer e Suich
apresenta algumas vantagens. No procedimento de sobreposicdo sao definidas
regides de valores aceitaveis para cada resposta e dentro da regido todas as
respostas sao igualmente aceitaveis. Sabe-se, entretanto, que dentro de cada
uma das regidbes existem respostas mais aceitdveis do que outras e o
procedimento de Derringer e Suich permite que o alvo e a maneira de se
aproximar e afastar dele sejam selecionadas da maneira mais adequada as
necessidades do pesquisador através da selecdo dos pesos que sao dados as
diferentes respostas em torno do alvo, de tal maneira que o melhor compromisso
entre as diferentes respostas possa ser obtido. Além disto, trata-se de uma
maneira mais elegante de encontrar as condicbes desejadas, pois a busca é
descrita matematicamente e completamente baseada na predicdo dos modelos
construidos. No caso especifico em que se tem uma faixa de valores igualmente
aceitaveis, os dois procedimentos devem fornecer 0 mesmo resultado, como pode
ser verificado através do mapa de contorno obtido pela sobreposicdo de mapas
individuais, mostrados na Figura 31, o qual se assemelha ao mapa de contorno

para a desejabiliade global, mostrado na Figura 28 para a coluna C 18.

2
{R benzonitrlabeta naftol: 4.5]

R toluenosféter Saffilica: 4.5
[R &ter naftilicodnaftalena: 1.5|’ﬁ3|fEI naftolibenzeno: 1.5

2a

1.00 0.0 1.00
Ao ACN B: melH

Sobreposicdo mapas contorno

Figura 31: Mapa de contorno resultante da sobreposicdo de mapas de contorno
individuais construidos empregando a resolugéo entre os pares de compostos da mistura
teste na coluna C 18 como respostas. O numero 2 indica dois pontos sobrepostos
(replicatas).
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3.6.3 Retencéo relativa (RRg)

Para a mistura de agrotoxicos, considerando que ocorreu alteracdo na
ordem de eluicdo dos compostos, ndo foi possivel empregar a resolugao como
uma medida da separacao e, desta maneira, optou-se por empregar a retengcao
relativa (Rr), definida como a razdo entre o fator de retengcdo do composto mais
retido pelo fator de retencdo do composto menos retido. Foram selecionados os
compostos ametrina, simazina, cianazina e carbaril como compostos de interesse
dentro da mistura de agrotdxicos, pois eles apresentaram problemas de separacao
nos solventes puros comumente empregados. Foram construidos modelos
combinados através da multiplicacdo de modelos quadraticos (ametrina/cianazina;
ametrina/simazina e simazina/carbaril) ou cubico-especiais (simazina/cianazina;
ametrina/carbaril e cianazina/carbaril) para a composicdo de FM pelo modelo
linear para o tipo de coluna. A Tabela XIX mostra os resultados dos testes F de
significancia da regressao e falta de ajuste dos modelos. A andlise da variancia
correspondente aos valores mostrados na Tabela XIX refere-se aos modelos para
os quais foi empregado o procedimento de sele¢cdo de varidveis através do
método de eliminagdo backward, com o = 0,05 e por este motivo o niumero de
graus de liberdade difere em cada modelo. A Tabela XX mostra os coeficientes

significativos, os quais foram utilizados em cada modelo.

Tabela XIX: Resumo da andlise da variancia considerando a significancia da regressao e
a falta de ajuste dos modelos combinados construidos empregando-se como resposta a
retencao relativa dos constituintes da mistura de agrotéxicos

Par de compostos MQg/MQres F tabelado MQye/MQegp F tapelado

ametrina/cianazina 75,45 Vio17.95% = 2,45 1,38 V3.14.95% = 3,34
ametrina/simazina 64,58 V7.20.05% = 2,51 0,30 Ve,14,95% = 2,85
simazina/cianazina 306,36 Vi1 16.05% = 2,49 0,60 Va14.95%= 3,74
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simazina/carbaril 426,00 V7.20.95% = 2,51 3,57 Ve.14.95% = 2,85
ametrina/carbaril 132,14 Vo 159505 = 2,46 1,45 Vi a0z, = 3,11
cianazina/carbaril 223,69 Vio 15,050 = 2,48 0,67 Vi a5 = 4,60

Tabela XX: Coeficientes significativos para os modelos combinados construidos
empregando-se como resposta a retengao relativa dos pares de compostos de interesse
da mistura de agrotoxicos.

Coeficiente ametrir)a/ ametripa/ simaziqa / simazing/ ametring/ cianazing/
cianazina simazina cianazina carbaril carbaril carbaril
A (ACN) 1,08 1,14 1,23 2,21 1,97 1,81
B (MeOH) 2,07 1,65 1,25 1,31 1,26 1,66
C(THF) 1,41 1,68 1,19 1,09 1,54 1,09
AB -0,44 1,36 -0,83 0,07 -1,64 -0,01
AC -0,16 -0,29 -0,31 -0,38 -2,34 -0.3
AD -0,08 0,06 -0,04 0,60 -0,07 0,07
BC -0,87 -0,51 -0,77 -0,06 -1,03 -0,22
BD 0,13 0,06 0,04 0.96 0,08 0,109
CD 0,03 -- -0,01 -- 2.27 0,03
ABC -- -- 0,708 -- -0,34 244
ABD 0,36 -- -0,123 -- -- -0,13
ACD 0,33 -- -0,155 -- -- -0,21
BCD -- -- -- -- -- -0,23
ABCD -- -- -- -- -- --
D = tipo de
coluna

Como se pode observar na Tabela XIX, todos os modelos apresentaram
regressado altamente significativa, sem falta de ajuste, ou com falta de ajuste
marginalmente significativa (Rg simazina/carbaril). Os gréaficos de diagndstico dos
modelos indicaram que os residuos seguem uma distribuicdo normal, sem
indicios de heteroscedasticidade. Os graficos de valores preditos vs valores
observados para os pontos do planejamento sdo mostrados na Figura 32 e a

predicdo para os trés pontos axiais nas Tabelas XXI e XXII.
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Figura 32: Gréaficos de valores preditos vs valores observados para a retengao relativa
dos compostos de interesse na mistura de agrotéxicos.
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Tabela XXI: Valores observados experimentalmente e preditos pelos modelos
combinados para a retencao relativa dos compostos de interesse da mistura de
agrotéxicos nas composicées de FM indicadas correspondentes aos pontos 8, 9 e 10
(Figura 9) na coluna C 8.

Ponto 8 Ponto 9 Ponto 10
Par de compostos Rr Rk Rk
Rr predito | observado | Rg predito | observado | Rg predito | observado

ametrina/cianazina 1,16 1,11 1,52 1,47 1,26 1,32
ametrina/simazina 1,26 1,26 1,49 1,45 1,48 1,50
simazina/cianazina 1,13 1,14 1,08 1,02 1,11 1,12
simazina/carbaril 1,89 1,87 1,51 1,53 1,40 1,39

ametrina/carbaril 1,42 1,48 1,11 1,06 1,18 1,00
cianazina/carbaril 1,64 1,63 1,55 1,55 1,29 1,24

Tabela XXII: Valores observados experimentalmente e preditos pelos modelos
combinados para a retencao relativa dos compostos de interesse da mistura de
agrotoéxicos nas composi¢coes de FM correspondentes aos pontos 8, 9 e 10 (Figura 9) na
coluna C 18.

Ponto 8 Ponto 9 Ponto 10
Par de compostos Rr Rr Rr
Rgpredito | observado| Rgpredito |observado | Ry predito | observado
ametrina/cianazina 1,26 1,29 1,77 1,75 1,41 1,43
ametrina/simazina 1,36 1,38 1,60 1,60 1,53 1,52
simazina/cianazina 1,05 1,06 1,05 1,09 1,05 1,09
simazina/carbaril 1,87 1,81 1,50 1,52 1,32 1,32
ametrina/carbaril 1,28 1,29 1,09 1,03 1,19 1,18
cianazina/carbaril 1,70 1,70 1,64 1,67 1,29 1,22

A funcédo de desejabilidade foi postulada da mesma maneira que para a

mistura de compostos neutros, ou seja, 4 =() se P <y”  d=0sed >y™ €
d =1se y™ <§ < y™ sendo para esta separagao foi selecionado y™=11e

yi"® = 1,7. Considerando que os valores maximos observados para a retengdo
relativa dos pares ametrina/cianazina, ametrina/simazina, simazina/cianazina,
simazina/carbaril, ametrina/carbaril e cianazina/carbaril foram, respectivamente,
2,30; 1,75; 1,30; 2,24; 2,07 e 1,88, o limite superior para a regiao aceitavel foi
selecionado de tal maneira a diminuir o tempo de analise para os compostos que
apresentaram valores elevados de separagdao. Os mapas de contorno para a
funcédo de desejabilidade global nas colunas C 8 e C 18 sdo mostrados na Figura

33 A e B, respectivamente.
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C: THF

C: THF
. B

1.00 0.00 1.00
A ACN B: MECOH

Desejahbilidade global

1.00 0.00 1.00
A ACN B: MECH

Desejahilidade global

Figura 33: Mapas de contorno para a fungédo de desejabilidade global, obtida pela média
geométrica das funcbdes de desejabilidade individuais para a retengao relativa dos
compostos de interesse na mistura de agrotdxicos, na coluna C8 (A) e C18 (B). Os
numeros indicados na Figura serdo explicados no texto.

Através da andlise dos valores de retengdo relativos observados
experimentalmente para os pontos do planejamento (ndo mostrados), verifica-se
perfeita concordancia com as regides selecionadas na fungdo de desejabilidade
global. Por exemplo, para a coluna C 8, a composi¢cédo de FM contendo MeOH:H20
45:55 (v/v) satisfez todos os requisitos impostos nas fungdes de desejabilidade
individuais, com excecao da separagao do par ametrina/cianazina, para o qual a
retencao relativa observada foi maior que o limite superior imposto. Entretanto,
conforme foi diminuida a quantidade de metanol na FM, a retencao relativa deste
par diminuiu, o que justifica a regido 1 na Figura 33. Da mesma maneira, a
composicdo de FM contendo THF:H.0 30:70 (v/v) ndo satisfez apenas a
separagdo minima requerida (1,1) para o par cianazina/carbaril, todos os demais
critérios impostos nas demais fungdes de desejabilidade individuais foram
satisfeitos. Conforme foi diminuida a quantidade de THF na FM, a retencéo
relativa destes pares aumentou, satisfazendo, desta maneira, todos os critérios
impostos nas fungdes de desejabilidade individuais, dando origem a regidao 2 na

Figura 33 A. De fato, o ponto 5 do planejamento que esta englobado nesta regiao,
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apresentou a separagdo desejada para todos os compostos, nesta coluna e é
mostrado na Figura 34. Para a coluna C 18, a regido com maior quantidade de
THF se comporta de maneira similar que a descrita para a coluna C8, sendo
observada apenas uma faixa mais estreita de composicées de FM que satisfez,
simultaneamente, todos os critérios impostos. A regido com maior quantidade de

MeOH, indicada por 1 na Figura 34 A, nao foi encontrada na coluna C 18.

200
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6 9 12 15 18 21 24 27 30

Tempo / min

Figura 34: Cromatograma obtido na separagcdo dos agrotéxicos de interesse A =
simazina, B = ametrina, C = cianazina e D = carbaril empregando coluna C 8, volume de
injegdo 10 pL, FM ACN:THF HxO (pH = 3,0) 15:15:70 (v/v/v), , vazao 1,0 mL/min,
deteccdo 210 nm e temperatura 25 C.
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Muitos trabalhos encontrados na literatura baseados no tridngulo de
seletividade de Snyder®®*# descreveram a utilizacdo de planejamentos de
misturas para otimizacao da seletividade da fase mével, porém, pouco ou nenhum
tratamento estatistico foi dado aos resultados. Neste trabalho, a otimizacdo da
seletividade da fase mdével foi realizada de forma conjunta com a selecédo da fase
estacionaria e guiada por métodos de planejamento e otimizagdo experimental,
permitindo a construgdo de modelos estatisticos que descreveram a influéncia das
variaveis estudadas bem como a interagcdo entre elas, na separacdo dos
compostos de interesse. Estes modelos foram avaliados através da analise da
variancia quanto a significancia da regresséao e falta de ajuste, foram construidos
intervalos de confiangca e a maneira pela qual a variancia experimental se propaga
no célculo dos erros dos coeficientes em um procedimento split-plot e com
completa aleatorizacao foi discutida e comparada. Além disto, para descrever a
qualidade da separacdo, foi utilizada uma funcdo objetiva (somatoério das
resolucdes) e o procedimento de otimizagdo simultdnea de varias respostas,
descrito por Derringer e Suich, empregando critérios elementares como fator de
retencgao, resolugéo e fator de separagdo como respostas.

A utilizacdo do somatério das resolugdes como resposta permitiu julgar de
maneira inequivoca a qualidade da separacdo dos compostos nas diferentes
condi¢cbes cromatograficas e construir um modelo combinado que descreveu, de
maneira satisfatdéria, as observacbes experimentais. No entanto, este
procedimento apresentou algumas desvantagens em relacdo ao procedimento de
Derringer e Suich, sendo a principal a perda de informagdo dos pares de
compostos individuais no cromatograma. Além disto, considerando que grandes
valores de separacdo podem encobrir pequenas separagoes, este procedimento
pode ainda gerar resultados enganosos, devendo ser impostas restricoes, as
quais sao arbitrarias, para evitar que isto aconteca. O procedimento de Derringer
e Suich permitiu a construcdo de modelos tendo como respostas critérios
elementares os quais sao, de fato, fungdes da composi¢do da FM e da FE. Estes
modelos permitram a descricdo do comportamento dos compostos,

individualmente, frente as variagdes de FM e FE e, quando combinados através da
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desejabilidade global, permitiram que as condicdes para a melhor separacao de
todos os compostos fossem alcangadas, sem a perda de informacdes. Todos os
modelos empregando critérios elementares apresentaram capacidade preditiva,
com nenhuma ou pequena falta de ajuste, indicando a viabilidade da construgéo
de modelos combinados empregando as composicdes de FM de forma conjunta
com a composicao da FE.

O procedimento de Derringer e Suich ainda apresentou vantagens em
relacdo ao procedimento de sobreposicdo de mapas de contorno, utilizado em
problemas de otimizagdo simultdnea de varias respostas, pois permitiu definir
valores de respostas mais desejaveis do que outras, dentro de um mesmo
dominio experimental, através da selegdo dos pesos que sdo dados as diferentes
respostas em torno do valor alvo. Além disto, trata-se de uma maneira mais
elegante de encontrar as condicbes desejadas, pois a busca é descrita
matematicamente e baseada, completamente, na predicdo dos modelos
construidos. Em outras palavras, tendo construido e validado os modelos
empregando métodos estabelecidos de planejamento, os quais levam as
estimativas dos coeficientes de forma independente, o procedimento de Derringer
deve fornecer, de forma inequivoca, as condi¢cdes desejadas, impostas nas
funcdes de desejabilidade individuais.

Embora todos os planejamentos tenham sido realizados de acordo com um
procedimento split-plot, ndo foram verificadas diferengas nos valores dos erros dos
coeficientes dos modelos matematicos nos célculos split-plot e supondo completa
aleatorizacao na realizagao dos experimentos. Por causa da natureza discreta da
variavel considerada main-plot (coluna cromatografica) o erro no ajuste de seus
niveis se mostrou muito pequeno quando comparado com o erro no ajuste das
composicées de FM (sub-plots). Como a varidncia das replicatas também foi
pequena, os termos c°r € o°rz puderam ser desprezados, reduzindo a matriz V a
Imo’e fornecendo a mesma expressdo matematica do calculo dos erros no caso de

completa aleatorizacéo.

96



Capitulo 4: Conclusoes

Com base nos resultados mostrados neste trabalho, é possivel estabelecer
um protocolo geral para otimizacédo da seletividade da FM - de forma conjunta ou
ndo com as condicées de processo - em Cromatografia Liquida, ou seja, para
guiar a busca pela separacdo desejada com métodos de planejamento
experimental, o pesquisador pode seguir 0s seguintes passos:

1) Selecionar um modificador organico e determinar a forga cromatografica
adequada, ou seja, as propor¢cdées em volume entre este modificador organico e
agua de modo que os valores dos fatores de retengcédo de todos os compostos se
encontrem na faixa 0,5 <k < 10;

2) Selecionar outros dois (ou mais) solventes organicos de interesse;
calcular a proporgcdo modificador organico:agua para estes solventes, de modo
que a forga cromatografica da FM permaneca constante, empregando a equagao
d1 S1 = ¢2 S2 onde ¢1, ¢ representam as fragbes em volume do solvente 1
(conhecida) e 2 (0 qual se deseja determinar) e S1, S, representam a polaridade
(fator forca-peso em FR, tabelado) dos solventes 1 e 2, respectivamente;

3) Selecionar os pontos do planejamento de mistura e, se presentes, as
condi¢cées de processo (como temperatura e tipo de fase estacionaria) que se
deseja estudar e seus niveis; estabelecer o numero de replicatas a serem
realizadas para estimativa da variancia experimental bem como pontos adicionais
para estimativa de falta de ajuste dos modelos;

4) Realizar os experimentos em ordem aleatéria, incluindo as replicagdes.
No caso da inclusdo da FE como uma variavel de processo a ser estudada, foi
demonstrado neste trabalho que € possivel manté-la fixa, enquanto experimentos
envolvendo as combinagdes de FM sao realizados, sem prejuizo nos resultados;

5) Selecionar a resposta a ser empregada; a qual pode ser uma fungao
objetiva ou critérios elementares; recomenda-se a utilizacdo de critérios
elementares com posterior aplicacdo do procedimento de Derringer e Suich para
otimizacao de diversas respostas;

6) Estimar os coeficientes de modelos potenciais empregando métodos de

regressao multivariada;
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7) Avaliar a significancia da regressdo e falta de ajuste dos modelos
empregando andlise da variancia, de maneira a encontrar 0 modelo mais

adequado para representar os resultados experimentais.
8) Empregar este modelo para encontrar as condigdes desejadas de

separacao entre os compostos de interesse.
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