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Resumo

Muito se fala atualmente a respeito dos efeitos deletérios provocados por interferentes remanescentes da
matriz da amostra em cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas. Todavia, a ocorréncia
de problemas relacionados a efeitos de matriz ndo é exclusiva da técnica acima, atingindo também a
bastante tradicional cromatografia em fase gasosa. Tanto na cromatografia liquida de alta eficiéncia
quanto na gasosa, os problemas tém uma origem comum: a existéncia de interferentes provenientes
da matriz no extrato a ser analisado. Contudo, suas consequéncias sao essencialmente diferentes em
relagdo aos tipos de problemas provocados. Particularmente para a cromatografia gasosa, os problemas
néo predominam no seu acoplamento a espectrometria de massas, podendo ser observados praticamente
com todos os outros detectores, e sendo inerentes ou intrinsecos a técnica cromatografica propriamente
dita. Nesse artigo, sera feita uma discussao sucinta, porém abrangente, acerca dos efeitos que a matriz
exerce sobre a técnica de cromatografia gasosa. Ademais, sera discutido, em particular, o papel que se
tem atribuido aos chamados “protetores de analito”. Estes ultimos sdo usados na tentativa de mitigar
os efeitos negativos que a matriz exerce na aplicagdo dos métodos em situagdes reais; sem, entretanto,
desconsiderar os efeitos favoraveis a técnica, conferidos pelos remanescentes da matriz no extrato final.
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Analyte protectants and matrix effects in G(

Abstract

Special attention has been paid about the deleterious effects caused by interferences from the sample
matrix in liquid chromatography coupled to mass spectrometry. However, the occurrence of problems
related to matrix effects is not exclusive from the above technique, also reaching the very traditional gas
chromatography. In both cases, gas chromatography and high performance liquid chromatography, the
problems have a common origin, the existence of matrix interferences from the extract to be analyzed.
Nevertheless, its consequences are essentially different in the types of problems arising. Particularly
for gas chromatography, problems are not regarded exclusively with its coupling to mass spectrometry,
actually they can be observed with virtually all other detectors and being intrinsic or inherent to the
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chromatographic technique itself. In this article a brief but comprehensive discussion will be conducted

about the effects that the matrix exerts on the gas chromatography. Furthermore, it will be discussed, in

particular, the role that has been allocated for the so-called “analyte protectants” These compounds are

used in an attempt to mitigate the negative effects that the matrix plays in the application of methods

in real situations; without, however, dismiss the favorable effects to the technique, conferred by the

remaining compounds of the matrix in the final extract.
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1 Aspectos gerais do efeito de
matriz

Implicagdes do efeito de matriz sobre a cro-
matografia sio reconhecidas hd muito tempo,
podendo esse efeito ser indesejado ou explorado
positivamente("?. Na atualidade, um dos prin-
cipais focos de atengdo sobre o efeito de matriz
da-se com o acoplamento cromatografia liquida-
-espectrometria de massas (LC-MS)B*

Em LC-MS, geralmente o efeito de matriz
¢ altamente indesejavel sendo combatido prin-
cipalmente por meio de esfor¢os no preparo
da amostra e na separagdo cromatografical*®.
Basicamente, a presenca de interferentes da
matriz, eluindo em tempos de reten¢do préximos
aqueles dos analitos, leva a perturbagdes no pro-
cesso de obtenciao dos respectivos ions a serem
analisados no espectrometro de massas. Podem
ocorrer problemas de supressdo ou aumento da
ionizagdo dos analitos, levando a problemas,
entre outros, na quantificacio desses compos-
tos. A técnica de ionizagdo por electrospray (ESI)
costuma ser a mais afetada pelo efeito de matriz,
mas ha casos em que a ionizagdo quimica a pres-
sao atmosférica (APCI) pode ser, até mesmo,
mais prejudicada do que a ESI™.

Como um fendmeno a ser combatido em
LC-MS, todos os esfor¢os direcionam-se para a

sua completa eliminac¢do, ou, a0 menos, para a

sua reducio a niveis aceitéveis e controlados. Por
outro lado, o efeito de matriz em cromatografia
gasosa (GC) apresenta alguns contrastes em rela-
¢d0 ao que ocorre em cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC).

Esse artigo dedica-se a apresentar as carac-
teristicas do efeito de matriz sobre a cromato-
grafia gasosa. Em particular, serd dada atengdo
ao uso dos compostos denominados como “pro-
tetores de analito”. Esses topicos sdo relevantes
em situacoes de aplicacdo da técnica em analises
envolvendo matrizes complexas, como tem sido
muito comum atualmente no caso da determina-
¢do de praguicidas em alimentos em geral, mas
que podem ser ampliados a farmacos e drogas
em matrizes bioldgicas e a combustiveis, entre

outros.

2 O efeito de matriz em
cromatografia gasosa

Conforme mencionado anteriormente, a
cromatografia gasosa tem comportamento dife-
renciado frente a existéncia do efeito de matriz,
em relagdo a HPLC. Primeiramente, em alguns
casos, esse fenomeno pode ser explorado positi-

vamente, melhorando o desempenho da técnica
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de separagdo (precisdo, exatiddo e detectabili-
dade, entre outros). Adicionalmente, a sua ocor-
réncia ndo se restringe a afetar apenas a detec-
¢d0 baseada em espectrometria de massas (MS),
visto que age, também, intrinsecamente sobre o
processo cromatografico. Apesar de o efeito ser
mais predominante e evidente no acoplamento
GC-MS, outros modos de deteccio podem ser
afetados!® .

Essa tendéncia mais ubiqua do efeito de
matriz em GC deve-se a esses efeitos exercerem
acoes desde o ponto de injegao até o detector do
instrumento. Conforme abordado na revisao de
Pinho e colaboradores!®, detectores mais sen-
siveis tornam esse efeito mais evidente, como
ocorre em uma comparagao entre a detecgdo por
captura de elétrons (ECD) e usando o detector
de nitrogénio-fésforo (NPD), em que o primeiro
¢é mais afetado. As caracteristicas fisicas do detec-
tor também interagem com o efeito de matriz,
implicando em maior ou menor evidéncia aos
problemas. Por exemplo, o espectrometro de
massas, com superficies metélicas expostas aos
analitos e interferentes, sofre mais do que detec-
tores que utilizam combustio imediatamente
apos a coluna, como no caso da detec¢ao foto-

métrica em chama (FPD).

Retomando o assunto de sua origem, a
explicacao mais aceita para o efeito de matriz
em GC foi fornecida por Erney e colaboradores
em 19937+ Acredita-se que o mascaramento dos
sitios ativos ao longo do sistema de GC pelos
constituintes da amostra seja o principal meca-
nismo que leva ao aparecimento do efeito de
matriz. Esse efeito costuma ser observado pelo
aumento na intensidade e melhoria no formato
dos picos dos analitos, quando injetados sob
a presen¢a de matriz. Por outro lado, quando
a matriz estd ausente, picos menos intensos e,
eventualmente, deformados, siao observados

para os analitos susceptiveis. Enfim, a presenga
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da matriz faz com que menor numero de sitios
ativos esteja disponivel para interagir com esses
analitos, resultando em menos perdas e em
melhores formatos para os picos. A Figura 1
ilustra esse processo, exemplificando com o que
se acredita que ocorra no interior do injetor do
cromatdgrafo, no qual os analitos podem encon-
trar sitios ativos no glass insert e em seu recheio
(la de vidro ou outro material de preenchimento

que pode ser usado em seu interior).

Da mesma forma como mostrado para o
injetor, interagdes com sitios ativos também
podem ocorrer ao longo da coluna cromato-
grafica e, em alguns casos, no detector. De fato,
cada ponto de conexdo no caminho dos analitos,
potencialmente, pode exercer tal efeito, con-

forme j4 foi reportado!®.
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Figura 1 Esquema em corte do local de insercdo da

amostra (glass insert) no injetor de um cromatégrafo
a gds. (A) Representac@o da sor¢do indesejada dos
analitos em sitios ativos quando amostra isenta de
componentes da matriz é injetada. (B) Representagéo
de uma maior transferéncia dos analitos, provocada
pela ocupacdo dos sitios ativos por componentes da
matriz, no caso de amostra que os contenha.
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Varios fatores estao envolvidos no efeito
do mascaramento induzidos pela matriz.
Obviamente, o numero e as caracteristicas dos
sitios ativos do sistema de GC sdo imprescindi-
veis a esse efeito. As propriedades dos analitos
também sdo relevantes, de maneira que estrutu-
ras quimicas que favorecam ligagdes de hidroge-
nio, ou mesmo a termolabilidade dos compostos
delineiam os compostos mais afeitos a sofrer
esses efeitos. A propria concentra¢do dos ana-
litos é fator influente, o que, por si, leva a pro-
blemas de quantificacdo. Nesse caso, em geral,
baixas concentragdes dos analitos sofrem mais
com a presen¢a dos sitios ativos. De maneira
analoga, propor¢des pequenas entre os analitos
e os concomitantes da matriz também resul-
tam nos mesmos efeitos. Outro fator que pode
ser citado relaciona-se ao tipo de matriz e a sua
concentragdo. Por fim, as condi¢gdes empregadas
no método de andlise sdo importantes. A tem-
peratura de injegdo exerce uma agdo importante
e direta na transferéncia dos analitos para fora
do injetor. Além dela, outros parametros que
definem o tempo de permanéncia no injetor
sdo a vazdo do gas de arraste, o uso de pulsos
de pressao, o volume de inje¢do, o volume de
expansdo do solvente, o didmetro da coluna e o
tempo de retencao dos analitos. Maiores deta-
lhes sobre as caracteristicas de cada um desses
fatores podem ser consultadas nos trabalhos de
Anastassiades et al.®! e Pinho et al.l®l.

Em suma, o efeito de matriz em GC resulta
em variagoes na intensidade e formato dos picos
cromatograficos dos analitos susceptiveis. Dessa
forma, a sua principal implicagdo é afetar o
aspecto quantitativo das andlises. E sabido que
existem diversas formas de calibragio (padro-
nizagdo externa ou interna, adi¢gdes de padrio,
compatibilizacdo da matriz (matrix-matched)),
e cada qual lida de uma maneira diferente com

a influéncia exercida pela matriz. Além disso, os
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protocolos preconizados e aceitos por diferentes
agéncias e 6rgaos reguladores, de diferentes seto-
res e paises, divergem nos métodos aceitos para
calibracdo, validagao e aplicagdo das metodolo-
gias.

De modo geral, a calibragao mais simples ¢
aquela que utiliza a padronizagdo externa. Porém
¢ uma das que mais sofre com o efeito de matriz.
Enquanto alguns protocolos nao aceitam ou
indicam essa op¢ao, outros a deixam como dnica
opgao viavel.

A padronizagdo interna, particularmente no
caso do uso de padroes isotdpicos em espectro-
metria de massas, tem grande éxito na corregao
do efeito de matriz. Por outro lado, é de aplica-
¢ao limitada, quer seja pela indisponibilidade
ou custo excessivo dos padrdes necessarios. A
padronizagdo interna com compostos analogos,
por usa vez, ja ndo possui as mesmas chances de
sucesso da opgdo com padroes isotdpicos e deve
ser avaliada isoladamente para cada composto de

interesse.

O método das adi¢des de padrio é um dos
mais indicados para corrigir o efeito de matriz,
todavia é moroso por exigir diversas analises
para a mesma amostra. Assim, muitas vezes, a
aplicagdo em situagOes reais, com grande numero
de amostras, é inviabilizada. Ademais, depen-
dendo do tipo do efeito exercido pela matriz,
nao ha compensagdo, sendo dependente, ainda,

de métodos auxiliares®.

Por fim, o método de compatibilizagdo da
matriz (matrix-matched) também ¢é Dbastante
adequado para a compensacao dos efeitos de
matriz. Por sua vez, ele exige que haja exemplares
compativeis de matriz isenta dos analitos (bran-
cos), requisito que nem sempre ¢é preenchido.
Ademais, alguns protocolos nao aceitam sua uti-

lizagao.
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Inter-relacé@o entre diferentes tipos de curvas de calibracéo. (a) Calibracdo com padronizagéo externa

(EC), calibracgo com compatibilizagdo da matriz (matrix-matched) (MC) e calibrag@o por adicées de padréo

(AC). (b) “Calibracgo” com a amostra ou “Calibracdo” de Youden (YC). y

matriz branca; Y, i

sinal real do analito na amostra; x

, sinal da amostra; y , sinal da

amostra matriz

concentracdo real do analito na amostra; x
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incerteza aditiva causada pela matriz. Com permisséo, a partir da referéncia 9.

A revisao de Cuadros-Rodriguez e colabora-
dores” descreve e ilustra com figuras cada uma
das situacoes de calibracdo e pode ser interes-
sante para a revisdo sobre os conceitos de cali-
bragdo descritos acima. A Figura 2, adaptada
dessa referéncia, ilustra as diferencas entre cada

calibragdo em relagdo as contribui¢oes da matriz.

Essa breve descri¢do sobre calibracio é rele-
vante para entender-se que o efeito de matriz
pode atuar de maneira diferente, a depender do
método de calibracio utilizado. Particularmente
no caso da GC, esse efeito em questdo costuma
levar a superestima¢des da concentragdo do ana-
lito, quando o método ¢é calibrado sem sofrer a
mesma influéncia da matriz em relagiao aquela
presente na amostra real.

De qualquer maneira, muitas vezes, bus-
cam-se formas de mitigar esse efeito de matriz,
ou, até mesmo, formas mais adequadas para
lidar-se com ele. Obviamente, as calibragdes por
adi¢des de padrao, o uso de padrdes isotopicos
(surrogates, deuterados ou com carbono-13) e

Scientia Chromatographica 2012; 4(2):139-152

a compatibilizacdo de matriz (matrix-matched)
ja se incluem nesse rol. Adicionalmente, pode-
-se citar o extensivo preparo da amostra, com o
objetivo de uma suficiente limpeza dos interfe-
rentes que provocam o efeito de matriz. Alguns
métodos de injegao em GC também sao explora-
dos para reduzir o efeito da matriz. Por exemplo,
a injecdo em coluna fria (cold on-column injec-
tion) é uma forma descrita na literatura, a qual,
contudo, nem sempre € viavel com o tipo de ins-
trumentagao disponivel no laboratorio. Por sua
vez, alguns sistemas de GC permitem a injecao
associada a um pulso de pressdo, ao qual se atri-
bui uma melhor e mais rapida transferéncia dos
analitos para a coluna cromatogréfica, também
sendo uma op¢ao para tentar-se reduzir o efeito
da matriz. Alguns métodos, adicionalmente,
sugerem um pré-condicionamento do injetor,
com inje¢des prévias de matriz, com o intuito
de saturd-lo"”!. Por fim, existem protocolos que
buscam estabelecer uma fun¢do matematica que

consiste em um fator corretivo para as diferencas
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entre a amostra real e os calibradores. As dife-
rentes formas de se lidar com o efeito de matriz
sao discutidas na revisdo de Pinho et al.’, pre-

viamente apresentada.

Além das possibilidades listadas no para-
grafo anterior, o uso dos “protetores de analito”
tem merecido atencao. O seu uso ¢ interessante,
pois, como mencionado anteriormente, algumas
vezes os efeitos provocados pela matriz em GC
favorecem a analise em geral. Como visto, 0 mas-
caramento dos sitios ativos pela matriz costuma
levar a melhoria no formato e intensidade dos
picos de compostos que sofrem com essas inte-
ragdes indesejadas.

A grande quantidade de constituintes da
matriz, por outro lado, pode levar a problemas
na analise cromatografica, ou, eventualmente,
a uma maior frequéncia nos procedimentos de
manutencio e limpeza do sistema. Dessa forma,
cada vez mais sdo desenvolvidos e usados méto-
dos de preparo de amostras que permitam boa
limpeza da amostra, minimizando a presenca de
seus constituintes no extrato final a ser analisado
no GC.

Enquanto, por um lado, uma boa lim-
peza da matriz ¢ desejada e traz vantagens, por
outro, compostos com potencial para mascarar
os sitios ativos podem também ser removidos
dessa matriz, piorando o perfil cromatografico
final. Dentro desse contexto, a adi¢do delibe-
rada de compostos selecionados, ao extrato a ser
injetado no sistema cromatografico, pode trazer
uma série de vantagens e caracteristicas positi-
vas a analise. Sdo justamente esses compostos
os denominados “protetores de analito”, os quais
agem, de maneira analoga a alguns constituintes
da matriz, mascarando a interagdo indesejada e
descontrolada dos analitos com os sitios ativos

do sistema cromatografico.
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3 Protetores de analitos

A primeira tentativa de uso de substancias
com o intuito de proteger os analitos de uma
perda ou destruigao no sistema cromatografico
é atribuida a Erney e Poole, ainda em 19931
Todavia, somente dez anos depois, em um estudo
mais abrangente, avaliando 93 diferentes com-
postos, Anastassiades e colaboradores!® obtive-
ram sucesso e demonstraram beneficios para o
uso das substancias as quais eles denominaram

“protetores de analito”

O uso desses protetores, de fato, coincide
com a introdugdo da metodologia denominada
de “QuEChERS’, tendo sido reportada no seu
artigo original. Nesse trabalho, observa-se
que o uso do sorvente amina primaria secunda-
ria (primary secondary amine, PSA) é capaz de
remover interferentes polares da matriz, porém,
a0 mesmo tempo, essa remocao leva a piora no
comportamento cromatografico. Diante dessa
situacio, o uso de protetores de analitos é dese-
jado, conforme foi demonstrado e sera mais dis-

cutido a seguir.

Os beneficios dos protetores de analitos,
em relacgdo as alternativas apresentadas na se¢ao
anterior incluem: (a) ser um procedimento sim-
ples; (b) melhorar a integragdo dos picos; (c)
diminuir os limites de deteccio; (d) melhorar a
quantifica¢do; (e) reduzir custos; e (f) reduzir a
manutengao do injetor do GC. Este ultimo bene-
ficio deve ser compreendido, em contrapartida a
opg¢do de injetar-se um extrato de amostra menos
purificado em relagao aos constituintes da matriz
(ou seja, sujeito a um preparo de amostras menos

efetivo na limpeza do extrato).

O procedimento é simples, pois se trata ape-
nas da adi¢do de um pequeno volume de solugao
ao extrato a ser injetado, o qual contém um ou
mais protetores em concentra¢do pré-estabele-

cida. Conforme ¢ ilustrado na Figura 3, o uso de
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Figura 3 Comparacéo dos cromatogramas obtidos
na presenca e auséncia de cafeina (1,0 mg/mL) como
agente protetor de analito. Extrato proveniente da
utilizacdo de metodologia baseada em QUEChERS
para a andlise de praguicidas em café torrado.

um protetor de analito melhorou o perfil croma-
tografico obtido apds o processamento de uma
amostra complexa, usando metodologia baseada
em QuEChERS. Obviamente a melhora na inten-
sidade do sinal e na simetria dos picos implica
nos beneficios b e ¢, listados anteriormente. Os
aspectos quantitativos podem ser atribuidos a
melhorias na precisdo e exatiddo, as quais serdo
ilustradas adiante. Por ser um procedimento sim-
ples, rapido e compativel ao preparo de amostras
por QuUEChERS, tras consigo as vantagens de
custo reduzido. Por fim, a redugdo em custos
também esta relacionada a menor manutengio,
ao se garantir maior tempo de uso do sistema

entre os intervalos para limpeza/manutengéo.

Atribuem-se os ganhos com o uso dos pro-
tetores de analito a quatro fatores: (1) estabi-
lizagdo dos analitos na solu¢do do extrato; (2)
completa transferéncia dos analitos do injetor/
vaporizador para a coluna; (3) minimizagdo da
distorcéo e difusdo do analito em sua focalizac¢do
no inicio da coluna e em sua separagdo ao longo
dela; (4) eliminagdo da assimetria dos picos cau-
sada por interacoes fortes com a fase estaciond-
ria. Observa-se ainda que esses fatores incidem
isoladamente ou cumulativamente sobre os ana-
litos em particular, a depender de suas caracte-

risticas. Na discussdo desses aspectos, o trabalho
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de Anastassiades et al.®! é bastante informativo
e completo, propondo mecanismos para a a¢do

protetora dos compostos avaliados.

A acgdo estabilizante em solugdo pode ser
exemplificada pelo papel de alguns acidos, os
quais previnem a perda de praguicidas sensiveis
a degradagdo em meio alcalino. De fato, para
alguns praguicidas, o uso de acido acético como
aditivo previne uma ampla e rapida degradacédo
no extrato obtido e, até mesmo, durante a etapa
prévia de preparo da amostra. A questio da
melhor transferéncia dos analitos para a coluna ja
foi bem ilustrada na Figura 1, demonstrando-se
que o mascaramento dos sitios ativos do injetor/
vaporizador contribui para reduzir as perdas por
adsorgao irreversivel e até mesmo a degradacdo
dos analitos. O terceiro fator pode ser atribuido
a menor difusdo do analito na fase estacionaria
e no gas de arraste, devido a sua coeluigdo com
0s protetores que se encontram em concentracao
bem mais alta. Por fim, a minimiza¢ao das cau-
das dos picos pode ser relacionada ao mascara-
mento dos sitios ativos ao longo da coluna, por
exemplo, pela coelui¢ao de compostos que blo-

queiem os grupos silanois.

A escolha do melhor agente protetor de ana-
lito depende dos compostos a serem analisados.
Primeiramente, é importante observar a existén-
cia de analitos que tém um bom comportamento
em GC e, independentemente de estarem ou nao
expostos a um efeito de matriz, apresentardo uma
resposta relativamente estavel, dispensando-se o
uso de protetores. Como mencionado, mais de
90 compostos foram avaliados no trabalho pio-
neiro de Anastassiades et al.®!, entre eles, acu-
cares e seus derivados (alcoois, lactonas), didis,
poliéteres, e alguns compostos basicos. Apesar
de atentarem para o risco de uma indesejada
“caramelizagdo” no interior do cromatdgrafo,
foi demonstrado que alguns agucares e deriva-

dos lactonas apresentaram bons resultados para
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varios praguicidas. De acordo com a diversidade
de analitos a serem analisados, a combinacio de
agentes protetores pode ser interessante, con-
forme demonstrado em trabalho posterior do
mesmo grupo, associando-se etilglicerol, gulo-
nolactona e sorbitol"?. De acordo com experién-
cia propria, a associagao entre PEG 300 e cafeina
também mostrou-se atrativa para alguns pragui-
cidas organofosforados!'.

A escolha dos protetores de analito é empi-
rica, de maneira que eles devem ser triados frente
aos analitos de interesse que forem susceptiveis a
efeitos de matriz. A Figura 4 ilustra o efeito de
diferentes protetores sobre o praguicida ometo-
ato, em que se observa um desempenho bastante
diversificado para os protetores avaliados. Além
da escolha dos tipos de protetores adequados
para cada analito e método de analise, a concen-
tracdo ideal deve ser estudada. A Figura 5 ilustra
o efeito da concentragdo de apenas um protetor
sobre apenas um analito. Porém, deve-se ressal-
tar que, nos casos de combinagdes de protetores,

Ometoato (m/z = 156)

3-etoxi-1,2-propanodiol (20 mg/mL)

™~

K 3etoxi-1 ,2-propanodiol (1 mg/mL)
S —— -

‘/ trietanolamina (0,5 mg/mL)
o S

—

A/ sorbitol (0,5 mg/mL)
A

f'\.‘/ extrato por QUEChERS (tomate)
L) ) L) L T
9 10 11

Tempo (min)
Figura 4 Efeito de diferentes protetores de analito
avaliados sobre o formato do pico e intensidade de
resposta de 1 ug/mL de ometoato por GC-MS. Com
permisséo, a partir da referéncia 8.
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a abordagem mais interessante para ajuste das
concentragdes seria uma otimiza¢do multiva-
riada.

Um dos aspectos mais interessantes do uso
dos protetores de analito trata-se da capacidade
desses compostos em tornar mais uniforme a
resposta dos analitos injetados sob diferentes
condi¢oes de matriz. Destaca-se que analitos
diferentes podem sofrer maior ou menor influ-
éncia da matriz, em relacio as suas respostas em
solvente puro (isento do efeito de matriz), toda-
via a escolha do protetor adequado tende a miti-
gar essa diferenga entre matriz e solvente puro e,
até mesmo, entre diferentes matrizes. A Figura 6
apresenta esse efeito para trés analitos. O (a) lin-
dano apresenta menos diferenga na comparagao
a esquerda, por sofrer menor influéncia da dife-
renca entre matriz e solvente puro; ainda assim a
diferenca de apenas 12% na intensidade é redu-
zida com o uso de um protetor (direita). O (b)

Mevinfos (m/z = 127)

Isdbmero

1 20,0 mg/mL

10,0 mg/mL

5,0 mg/mL

2,0 mg/mL

1,0 mg/mL

0,5 mg/mL

T T T I y T T T 1 y T

7,0 7,5

Figura 5 |Influéncia da concentracdo do agente
3-etédxi-1,2-propanodiol sobre o formato do pico e
infensidade de resposta de 0,25 ug/mL de mevinfés

por GC-MS. Com permisséo, a partir da referéncia 8.
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fosalone apresenta grande aumento de resposta
induzida pela matriz (esquerda), sendo a dife-
renga totalmente corrigida pelos protetores utili-
zados (direita). Mais interessante é o caso do (c)
o-fenilfenol, o qual apresenta grande diferenca
entre as respostas na auséncia e presenga de pro-
tetor, mesmo para a andlise feita em matriz. Esse
resultado indica que mesmo as analises realiza-
das fortificando-se a matriz podem ser melhora-
das com os protetores de analitos, inclusive cor-
rigindo-se eventuais diferengas entre as matrizes
de amostras distintas. Ademais, verifica-se que
uma diferenca maior do que dez vezes entre
matriz e solvente foi corrigida com o uso dos
protetores apropriados.

Com relagdo ao aspecto quantitativo, a
melhoria da exatiddo pode ser inferida a partir
da Figura 7. A resposta relativa de diferentes ana-

Soares LCT, Santos-Neto AJ

litos em matriz e em solvente (matriz/solvente)
¢ comparada entre extratos adicionados ou nao
de um protetor de analito. Observa-se que alguns
analitos nao sio muito afetados, enquanto outros
permitem a redugdo de um efeito de matriz “infi-
nito’, até valores aceitaveis.

A melhora quantitativa também se observa
na precisao dos resultados. A Figura 8 permite
a comparag¢do da precisdo, por meio do desvio
padrdo relativo calculado para a darea, altura,
razdo altura/area e tempo de retengdo dos picos
de trés analitos. Observa-se que a medida mais
afetada pela auséncia dos protetores de analito
foi a altura do pico, justamente pela mudanga no
perfil do pico cromatografico provocada pelas
analises subsequentes, em que, gradativamente,
uma maior carga de matriz foi sendo carregada

no cromatografo. Contudo, sob a presenga dos

A - Sem protetores de analito | |B - Cem protetores de analito

[

Lindano

$1,12x

HH
i
it

Cl

cl., _A_.a
a “al

i
it

Injegdo em:
— Matriz
-~ Solvente

H
Pl
P

i

Cl

Fosalone

O-fenilfenol
OH

2,16%

Figura 6 Comparagdo do formato dos picos e intensidades de resposta de 100 ng/mL de lindano (m/z 219),
fosalone (m/z 182) e o-fenilfenol (m/z 170) obtidos por injecdes de solugcdes em matriz (extrato de fruta) e em
solvente (acetonitrila), (A) sem e (B) com a adicdo de protetores de analitos (etilglicerol, gulonolactona e sorbitol;

10, 1 e 1 mg/mL, respectivamente). Os nGmeros indicam o fator de aumento da resposta (altura do pico). Com

permiss@o, a partir da referéncia 12.
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Figura 7 Comparacdo das respostas relativas de praguicidas selecionados a 0,5 ug/mL obtidos (A) sem e (B) com
0,5 mg/mL de gulonolactona adicionada como protetor de analito. As respostas relativas foram determinadas a
partir da relagéo: (A) drea do pico do padréo com compatibilizacdo em matriz péssego/drea do pico do padréo
em solvente X 100% e (B) drea do pico em matriz + protetor de analito/drea do pico em solvente com protetor de
analito X 100%. Um valor de resposta relativa 100% é tido como correto e valores >100% sd@o superestimacdes

devidas & indugéo ao aumento da resposta pelo efeito de matriz. Com permisséo, a partir da referéncia 8.

protetores de analitos, a dispersdo das respostas
em todos os parametros foi trazida para valores

aceitaveis.

Outra forma para se avaliar os resultados é
apresentada na Figura 9. Nesse caso, curvas ana-
liticas podem ser preparadas em solvente e em
matriz, com e sem a adiqéo dos protetores de
analitos. Na Figura 9, admite-se um intervalo
de tolerdncia de 15% para a resposta, ao redor
das curvas obtidas em solvente. Dessa forma,
observa-se por essa simulagdo que, sob a pre-
senca de protetores de analito, a curva em matriz
ndo difere exageradamente daquela em solvente.
Por outro lado, para o caso das curvas na auséncia
de protetores, foi feita simulagdo de tal maneira

que a curva preparada em matriz apresentasse

respostas relativas acima da tolerincia estabele-
cida em 15%. Em casos de analitos susceptiveis
ao efeito de matriz em GC, e escolhendo-se pro-
tetores adequados para esses analitos, situagoes
proximas a ilustrada na Figura 9 devem ocor-
rer. O posicionamento da curva em matriz e na
auséncia dos analitos (cor laranja), obviamente,
vai depender da limpeza dessa matriz promovida
pelo preparo de amostras e das caracteristicas do
analito em questdo, podendo estar mais proxima
das curvas com os protetores (regido acinzen-
tada), quando o efeito de matriz for mais alto,
ou entre as duas curvas preparadas em solvente,
quando o efeito de matriz sozinho nao for com-
paravel ao efeito produzido pelos protetores de

analitos.
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Figura 8 Sobreposicdo dos picos cromatogréficos de lindano (m/z 219), fosalone (m/z 182) e o-fenilfenol (m/z
170) obtidos em andlises de 500 ng/mL dos padrées em acetonitrila (A) sem e (B) com a adi¢éo dos protetores
de analitos (efilglicerol, gulonolactona e sorbitol; 10, 1 e T mg/mL, respectivamente), ao inicio e apds cada
sequéncia de injecdo de amostras (inicio, apds 30, 60, 90, 120 e 150 injecdes). O desvio padréo relativo (RSD)
das dreas, alturas e razdes altura/drea (H/A) dos picos e seus tempos de retengdo (t) sGo relacionados a injegdes
dos padrées em acetonitrila sem e com os protetores de analitos, sequencialmente (n = 11). Com permisséo, a
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Scientia Chromatographica 2012; 4(2):139-152

©)

RSD (n=11)

Area 3%

Altura 4%

H/A 1%

t, 0,07%
10,60 10,80

®

RSD (n=11)
Area 3%
Altura 4%
H/A 3%
t,  0,03%
10,70 10,90
RSD (n=11)
Area 4%
Altura 12%
H/A 9%
t,  0,08%
7,90 8,10
Minutos

149



Soares LCT, Santos-Neto AJ

150

700 4

600 -

500 -

400 -

Resposta

300 -

200

10 20 30 40

Concentragdo

50

Protetores de analitos e efeito de matriz em GC

+ Solvente + protetores

* Matriz + protetores

+ Solvente

* Matriz

—— Linear (solvente + protetores)

== Linear ((solvente + protetores) — 15%)
= ] inear ((solvente + protetores) + 15%)
————— Linear (matriz + protetores)

——— Linear (solvente)

-~~~ Linear (matriz)

) Linear (solvente + 15%)
60

Linear (solvente — 15%)

Figura9 Curvasanaliticas simulando a influéncia do efeito de matriz e dos protetores de analitos na quantificacéo.

As retas ajustadas em verde e preto comparam uma curva obtida em matriz com outra em solvente, ambas sob

efeito dos protetores de analitos. As retas ajustadas em vermelho e laranja séo referentes aos analitos em matriz

e em solvente, respectivamente, e sem a adi¢é@o de protetores de analitos. As linhas grossas tracejadas em preto e

vermelho delimitam uma regido de mais ou menos 15% ao redor das retas ajustadas para os analitos em solvente

(com e sem os protetores, regides cinza e amarela, respectivamente). Observa-se que a reta em verde néo se

diferencia daquela em preto, além dos 15%, enquanto a reta em laranja ultrapassa essa diferenca em relacéo

aquela de cor vermelha.

4 Consideracdes finais

Atualmente estudos de efeito de matriz sdo
preconizados em muitos protocolos. Idealmente,
tais estudos devem ser realizados todas as vezes
que se suspeite que uma matriz complexa possa
exercer tal efeito sobre os analitos em questao.
Particularmente para GC, diversos praguicidas e
também outras classes de compostos sofrem com
o efeito de matriz que induz a maiores respos-
tas, em relacao aos mesmos padrdes em solugdes

preparadas em solvente. Esse caso é muito evi-
denciado em matrizes de alimentos, mas pode

ser extrapolado para outras matrizes complexas.

Independentemente da escolha quanto a
forma de calibracdo, ao preparo das amostras
e as demais alternativas para mitigar o efeito
de matriz, o uso de protetores de analitos vem
ganhando aten¢io e demonstrando, intimeras
vezes, melhores resultados apds a sua aplicacéo.

Em suma, as vantagens do uso desses proteto-
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res sdo: (1) melhoria da intensidade e perfil dos
picos cromatograficos; (2) uma boa limpeza dos
extratos promovida pelo preparo da amostra nao
causa perdas na intensidade dos picos (devido a
remocio do efeito indutor da matriz); (3) a iden-
tificagdo e integragao dos picos tornam-se mais
faceis e exatas; (4) maiores seletividades, meno-
res limites de deteccdo, e maior confianca nos
resultados sdo obtidos; (5) diferentes protocolos
de calibragdo podem ser adotados; (6) a aborda-
gem ¢ facil, rapida e barata; (7) a manutengéo do
sistema para limpezas é reduzida (porque mesmo
um sistema sujo com a matriz pode manter os

resultados estaveis e confidveis).

A melhor situacdo para uma analise seria a
inexisténcia do efeito de matriz e a presenca de
analitos termicamente estaveis, volateis e inertes
com relagdo as interagdes indesejadas no sistema
de GC. Uma situagao dessas dispensaria a consi-
deracdo para o uso de protetores de analitos. Em
uma visdo critica, apesar de necessarios e bené-
ficos, os protetores de analitos sdo deixam de ser
uma carga a mais de compostos a atravessar todo
o sistema cromatografico. Como o uso desses
agentes costuma ser mais explorado quando a
deteccdo é baseada na espectrometria de massas,
um cuidado adicional pode ser recomendado. As
concentragdes relativamente mais altas dos pro-
tetores, fatalmente, chegam até a fonte de ioniza-
¢do do espectrometro, onde o filamento emissor
de elétrons pode sofrer maior desgaste ao tentar
ionizar tudo aquilo que chega até essa regido.
Dessa forma, alguns equipamentos permitem
que esse filamento seja desligado, nos intervalos
do cromatograma em que nenhum composto
de interesse tenha que ser detectado (evitando-
-se a saturacdo da ionizagdo). O uso dessa op¢ao
pode ser uma forma de prolongar a vida util do
filamento, devendo ser considerada e discutida
com os técnicos de manutengdo especializados

no instrumento de que se dispde no laboratério.
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