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Il. Resumo

Neste trabalho, foram desenvolvidos métodos para determinacio de espécies neutras
por eletroforese capilar (CE) com detecgdo condutométrica sem contato (CCD). Estratégias
baseadas em eletroforese capilar em solugdo livie (FSCE) e cromatografia micelar
eletrocinética (MEKC) foram utilizadas em trés casos: misturas de alcoois alifaticos, misturas
de agucares e salbutamol. Estas substincias foram escolhidas por apresentarem ampla
distribuicdo de caracteristicas quimicas. Os n-ilcoois possuem regides polares e apolares
distintas ao longo da cadeia carbbnica, sendo que em solugdo aquosa se apresentam
invariaveimente como espécies neutras. Os agucares, apesar das longas cadeias carbonicas,
possuem grande mimero de hidroxilas uniformemente distribuidas e podem ser ionizados a
valores elevados de pH. J4 o salbutamol, pode ser encontrado como espécie catidnica, neutra
ou anidnica, dependendo do pH do meio. A melhor aproximagio para os alcoois foir MEKC,
que pemutiu a separagdo e deteccdo da ordem de 10* mol L para cinco isdmeros de
pentanol. A utilizagdo de eletrolito de comrida com pH 12,1 permitiu a determinagdo de
frutose, glicose, galactose ¢ sacarose da ordem de 10 mol'L" por FSCE em capilares de
20 um. Salbutamol pode ser detectado como cation e dnion em FSCE em limites de detecgéo
da ordem de dez vezes menores que aquele obtido para a espécie neutra por MEKC. Como o
mecanismo pelo qual ocorre a detecgdo condutométrica em MEKC ndo era ainda bem
conhecido, foram desenvolvidos experimentos que ajudassem a elucida-lo. Medidas de
condutividade, viscosidade e anélise de impedancia de solugdes tampao com dodecilsulfato de
s6dio (SDS) com n-alcoois e experimentos com solugdes similares em MEKC demonstraram
que a resposta observada com CCD ¢é bastante complexa, pols vanos fenémenos contribuem
para o comportamento da condutividade na regido dos analitos. Os principais fendmenos, os
quais ndo estavam sendo devidamente considerados em modelos anteriores, sao a dissociagio
¢ a ionizagdo provocadas pelos analitos sobre as micelas. BEstes fendmenos sernam
particularmente significativos para as mobilidades das espécies envolvidas nas micelas,

provocando a propagagdo de vacincias que seriam entdo detectadas.
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{ll. Abstract

In the present work, analytical methods for determination of neutral species
based on capillary electrophoresis (CE) with contactless conductivity detection (CCD) were
developed. Free solution capillary electrophoresis (FSCE) and micelar electrokinetic
chromatography (MEXC) were applied to three cases: mixtures of aliphatic alcohols,
mixtures of sugars, and salbutamol. These substances were selected due to their
distinctiveness. The alcohols have well-defined polar and apolar regions in their carbonic
chain and are typical non-ionic species in aqueous medium. The sugars have a great
number of hydroxyl groups along the carbonic chain, which give a polar nature and can be
ionized at high pH values. The salbutamol is amphoteric. The best approach for the
alcohols was MEKC that allowed separation of five pentanol isomers with limit of
detection of 10 mol-L". A running electrolyte with pH 12.1 allowed determination of
10° mol-L”! of fructose, glucose, galactose, and sucrose, using FSCE with 20-um inner
diameter capillary. The sensitivity for the cationic and anionic forms of albuterol in FSCE
was about ten times greater than that one achieved by MEKC for the neutral species. Since
the conductivity detection in MEKC was not clearly understood, some experiments were
carried out in order to improve the knowledge about it. Conductivity and viscosity
measurement as well as impedance analysis of buffered sodium dodecy! sulfate solution
with n-alcohols and experiments using simular conditions in MEKC showed that CCD
response 1s complex, because several phenomena contribute to the solution conductivity in
the region of the analytes. The main phenomena, which are not properly considered in the
previous models, are the effects of the analytes on the dissociation and ionization of the
micelles. These phenomena would be responsible for the vacancies detected as negative
peaks, which would be formed by the augment of the mobilities of the species involved in

the micelle formation.
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IV. Glossario

Neste trabalho optamos por abreviagdes originarias do inglés. Ndo queremos com isso
desmerecer nossa lingua mie, e sim tornar mais pratico para o leitor que ja possui prévio
conhecimento do assunio, uma vez que na maior partes das vezes se tratam de siglas €

expressdes consagradas e amplamente difundidas.

CCD Detec¢io condutométrica sem contato
CE Eletroforese capilar

CGE Eletroforese capilar em gel

CIEF Eletroforese capilar de focalizagio isoelétrica
CITP Isotacoforese capilar

CMC Concentra¢io micelar critica

CTAB Brometo de cetiltrimetilamonio

CZE Eletroforese capilar em zona

EOF Fluxo eletroosmotico

FSCE Eletroforese capilar em solugdo livre
HPLC Cromatografia liquida de alta eficiéncia
LOD Limite de detecgdo

MEKC Cromatografia micelar eletrocinética

P1 Ponto isoelétrico

SC Colato de sodio

SDS Dodecilsulfato de sédio

SNR Relagdo sinal ruido

TEA Tetraetilamonio
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1.1 Breve discussao sobre a definicao de espécie nao-idnica

Neste trabalho encontraremos com freqiiéncia o termo “espécies ndo-idnicas”, que
basicamente estara se referindo a 4lcoois alifiticos e mono e dissacarideos.

O que podemos entender como uma espécie ndo-idnica? Aceitamos com facilidade
que as espécies que se encontram lonizadas em condigbes préximas ao encontrado
normalmente no nosso dia-a-dia, em nossos alimentos, em fluidos biolégicos, produtos de
limpeza, etc, sdo espécies 10nicas € as que se encontram neutras sdo nio-16nicas. Porém, sem
essa breve discussdo, seria muito provavel que durante o trabalho a classificagio de
carboidratos separados justamente através da ionizagdo dos mesmos em um pH elevado (em
torno de 12) causasse uma certa divida quanto a classificagdo ou mesmo um certo descrédito
quanto a qualidade do trabalho como um todo.

Nio queremos reinventar os conceitos da quimica, queremos apenas ilustrar como a
classificagio de espécies quanto a uma determinada caracteristica pode ser relativa e
circunstancial. Os 4lcoois alifaticos, presentes no trabalho, sio realmente espécies
nio-idnicas, até ionizarem. De fato, em pHs realmente elevados (em torno de 16), essas
espécies também se ionizam.

Em Eletroforese capilar (CE) muitas vezes usamos estratégias dinamicas para a
separagdo de dois compostos, como o uso de um complexante, por exemplo, presente na
composic¢do do eletrélito de corrida. Por muitas vezes esse complexante € o responsave] pela
“incorporagdo” de uma carga a um composto neutro, quando da complexagdo. O contrario
também pode ocorrer se um complexante de carga oposta ao composto forma um complexo
neutro.

Por que n&o podemos classificar a espécie H', ou mais precisamente a espécie H;0"
como um complexante, que forma complexos de acordo com sua concentragao (pH) e a
constante de estabilidade das espécies (pKa)? Pura questdo conceitual.

A classificagio dos mono e dissacarideos como espécies ndo-idnicas neste trabalho se
deve principalmente ao fato das amostras terem sido sempre diluidas em agua e se tornaram
idnicas apenas dentro do capilar, em equilibrio com o eletrélito de corrida. Portanto, mesmo
essas espécies foram introduzidas como espécies neutras no capilar, dai essa classifica¢do

como espécie ndo 1dnica.



De fato, nio discordamos desses conceitos, apenas estamos aproveitando a

oportunidade para salientar a relatividade dos mesmos e, talvez, promover uma discussao

interessante ¢ sem qualquer pretensdo revoluciondria.

1.2 Breve introdugao a eletroforese capilar

A eletroforese € definida como o movimento diferencial de espécies carregadas sob o
efeito de um campo elétrico e trata-se de um fendmeno conhecido hd muitas décadas. O
responsavel pela introdu¢do dessa técnica para a separagio de espéeies foi Ame Tisehus, em
1937 [1]. Nesse trabalho, misturas de proteinas foram separadas em tubos contendo solugdes
tampio, sob o efeito de um campo elétrico.

Apesar da possibilidade de separar espécies de acordo com os experimentos de
Tiselius, a eficiéncia da separacio em solugdo livre € limitada pelo aquecimento da solugéo,
que acentua de forma comprometedora a difusfo térmica e a difusdo das espécies. Durante
muito tempo, e ainda hoje, a eletroforese ¢ utilizada para separar espécies em meios nao
convectivos, como géis de poliacrilamida e agarose, muito utilizados para separagbes de
macromoléculas como proteinas e acidos nucléicos e ribonucléicos. A separagdo dessas
espécies se da, na maior parte das vezes, em melos denaturantes que fornecem um mesmo
nimero de carga por unidade de peso molecular, permitindo a separag¢do por tamanho.

As separagdes envolvendo essa abordagem, conhecida como slab gels electrophoresis
(eletroforese em placas de gel), apresentam baixa eficiéncia, longos tempos de andlise e
severas limitacdes para a automagio e deteccdo das bandas. Novamente a geragdo de calor
(efeito Joule) é o fator limitante para o aumento de eficiéncia.

Em 1967 Hjertén [2] introduziu uma alternativa para a técnica. Ele desenvolveu um
sistema que permitia girar um tubo em seu eixo longitudinal, de forma a minimizar os efeitos
de conveccdo. Estava entio introduzida a eletroforese em tubos abertos. Nessa época 08 tubos
capilares tinhas seus didmetros internos na ordem de milimetros. Em outro trabalho Hjertén
contribuiu para a adaptagio da eletroforese em gel usando tubos capilares [3].

Apenas proximo aos anos 80 a eletroforese comegaria a desenvolver contornos de uma
técnica de separacio de alta eficiéncia. Nesses anos valiosos estudos foram realizados,
levando ao aprimoramento da instrumenta¢do e ao desenvolvimento da teoria relacionada a
técnica. Os estudos de Mikkers e seu grupo levaram a avangos significativos para a descrig@o

dos fendmenos de eletrodispersdo de bandas [4].



Porém, foram Jorgenson e Lukacs [5,6] que, utilizando pela pnmeira vez capilares de
silica fundida com um didmetro intemo de 75 pm, cruzaram uma espécie de marco que separa
a eletroforese descrita até o momento da CE. Eles s@o considerados os pais da CE ndo so
pelos avangos na instrumentagdo, mas também pela valiosa contribuigdo na teoria de
dispersio de bandas, relacionando os pardmetros instrumentais com os efeitos observados na
separagdo de proteinas € aminoacidos.

A eletroforese capilar pode ser considerada um avango recente entre as técnicas
analiticas que tem despertado o interesse de diversos grupos de pesquisa em todo o mundo,
aumentando de forma vertical sua gama de aplicagdes e utilidade. A CE vem sendo aplicada
na separagio desde fons inorganicos como o cloreto ¢ o sodio até células inteiras,
compreendendo dentro desse intervalo espécies organicas e inorginicas de interesse de
praticamente todas as areas relacionadas as ciéncias naturais.

Uma caracteristica que impulsionou muito as pesquisas envolvendo CE € o fato da
instrumentagio necessaria ser relativamente simples, o que levou a muitos grupos idealizarem
€ construirem seus proprios equipamentos.

Alguns outros pontos atraentes da CE sao:

¢ Baixo custo, n3o s6 pelo equipamento, mas por utilizar baixos volumes de reagentes,
particularmente comparando com a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC);

e Versatilidade, ja4 que um dnico capilar pode ser utilizado para a separagdo de classes
de compostos completamente diferentes, bastando apenas a adequagao do eletrdlito de
corrida para a separagio;

¢ Pequeno volume de amostra exigido;

o Tempos de anélise em geral bem reduzidos.

O principio bésico de separagio na eletroforese em solugdes livres, como a introduzida
por Tiselius, e a eletroforese capilar em solugo livre (FSCE), também conhecida como
eletroforese capilar de zona (CZE) é o mesmo, ou seja, as diferengas nas velocidades
adquiridas por espécies carregadas sob o efeito de um campo eléirico.

O que torna a CE uma técnica de alta eficiéncia é justamente o fato da separagio ser
realizada em tubos capilares de reduzido didmetro, onde temos uma relagio favoravel entre o
volume e a 4rea superficial do capilar. Essa caracteristica favorece a dissipagdo de calor e
permite a aplicagio de campos elétricos de separagdo mais elevados, tornando menos
representativos os efeitos deletérios do aquecimento da solugdo (efeito Joule), o que reduz os

tempos de analise ¢ aumenta a eficiéncia da separagzo.



1.3 Migracéo das espécies em eletroforese capilar

A migragdo das espécies em CE ¢é resultante da mobilidade idnica, ou eletroforética
(u.), diretamente proporcional a carga (g) e inversamente proporcional aos fatores de atraso,
ou atrito, que estdo relacionados ao raio idnico (7) e a viscosidade do meio (%), conforme pode

ser observado através da equagéo 1.1:

=9 Eq. 1.1
6rnr

e

Cabe salientar que o raio a ser considerado € o raio hidratado, ou em termos mais
gerais, o raio solvatado. Dessa forma o equilibrio solvoidnico influencia a mobilidade das
espécies.

Com a aplicag@o de um potencial elétrico as espécies carregadas adquirem velocidades
eletroforéticas (v.), dependentes da magnitude do campo elétrico (E) estabelecido e da u. de

cada espécie, conforme a equagio 1.2:
v, =u,E Eq. 1.2

A v, ¢ a u, podem apresentar variagdes em seus valores para uma mesma espécie
quando promovemos alguma alteragdo no eletrdlito de corrida, ou seja, o meio onde se da a
separacdo. Ndo apenas mudangas de viscosidade ou de composi¢do de solventes sdo
importantes, mas alteragdes de pH ou a adigdo de um complexante ao eletrélito podem
promover mudangas de mobilidade. Avaliamos a mobilidade e a velocidade eletroforética de
forma mais precisa ao considerarmos a fungio de distribuigdo das espécies (a). Trata-se do
conceito de mobilidade e velocidade eletroforéticas efetivas (uer € ves respectivamente),

conforme as equagdes 1.3 e 1.4:

Ly =0, Eq. 1.3

vy =y E Eq. 1.4

Os conceitos de ue € ver sdo de extrema importancia, pois muitas vezes a resolugdo

entre duas espécies com mobilidades muito semelhantes em uma mistura € possivel através da
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escolha adequada do pH ou de um complexante adequado, bastando que, respectivamente, 0s
pKas ou as constantes de estabilidade (K.) sejam diferentes, de forma a obtermos
diferenciagdes de @ que promovam a seletividade na separagdo em questio.

Em CE a migra¢do das espécies depende também de um fendmeno importante,
denominado fluxo eletroosmético (EOF). O EOF é um fendmeno de dupla camada elétrica
[7]. Devido a natureza quimica dos materiais, pode ocorrer a formagio de uma dupla camada
elétrica na superficie desses quando imersos em algumas solugdes sob certas condigdes,
devido a adsorgio de moléculas ou jons carregados, ou pela propna ionizagdo da superficie do
material.

Especificamente para a silica fundida (S10;), material mais utilizado para fabricagio
de capilares utilizados em CE, a dupla camada elétrica ¢ formada pela presenga de um nimero
representativo de grupos silanois (SiOH) residuais. Esses grupos sdo acidos relativamente
fracos e, dependendo do pH, apresentam um determinado grau de ionizagdo. Em pH 4 a silica
comega a apresentar uma porgao significativa de grupos sitandis desprotonados. Em pH 8 a
jonizagdo ja € praticamente completa e acima desse pH ndo ocorre mais um aumento
significativo da carga negativa na parede do capilar.

As espécies catidnicas presentes no eletrolito sdo responsdveis por manter a
eletroneutralidade do sistema proximo a parede do capilar, criando uma camada fortemente
aderida 4 parede do capilar € uma camada difusa, com uma interagio mais fraca. A medida
que caminhamos para o meio do capilar a “camada de cations” val se dissipando, até atingir a
relagio 1:1 com o contra ion do eletrdlito.

Ao se aplicar um potencial elétrico longitudinal nesse sistema comega a OCOITEI a
migracdo dos ions para os pélos de carga oposta. No centro da solugao ocorre normaimente a
migracido dos Znions para o dnodo e dos cations para o cdtodo. Obviamente, apesar de
carregado, o capilar ndo adquire qualquer movimento. As cargas mais préximas ao capilar
também ndo migram, porém a camada difusa é arrastada, o que provoca a migragio de um
numero maior de cations em direcio ao catodo do que de anions em dire¢io ao dnodo.

Devido as intera¢3es solvoidnicas, a movimentagdo da camada difusa promove o
deslocamento de toda a solugdo em diregdo ao catodo. Esse fluxo gerado é o EOF.

O EOF apresenta um perfil planar, diferindo do perfil parabélico observado no fluxo laminar
de fluidos gerado por pressdo, como o fluxo desenvolvido em HPLC (fig l.1). Essa
caracteristica observada em CE possibilita uma menor dispersao de bandas por a¢io do fluxo,

um dos motivos que toma a CE uma técnica de maior eficiéncia que o HPLC.
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Figura 1.1. Perfil de fluxo gerado por pressdo (a), tipico na técnica de HPLC e

fluxo gerado pelo EOF (b), tipico na técnica de CE.

Em condi¢des normais o EOF vai do p6lo positivo para o pdlo negativo, quando se usa
capilares de silica, vidro on PTFE.

A grandeza do EOF, ou seja, sua mobilidade (ugor) € dependente da viscosidade (i),
da permissividade do meio (¢), da permissividade do vacuo (gp) e do potencial zeta ({). Em
termos praticos a mobilidade do EOF ¢ dependente da composigdo do eletrdlito de corrida. A
equagio 1.5 expressa a yeor. De maneira similar aos jons, o EOF adquire uma velocidade de

migragdo vepr quando um campo elétrico € aplicado ao capilar (equacio 1.6).

£€,8
Heor = :

Eq. 1.5

Vior = MeorE Eq. 1.6

Com a existéncia do EOF fica claro que a migragdo das espécies em CE nao depende
apenas das proprias mobitidades, mas também da mobilidade do EOF. Ao analisarmos um
registro de eletroforese capilar, denominado eletroferograma, o tempo que as espécies levam
para percorrer um determinado comprimento de capilar é determinado pela sua velocidade
aparente (vq,), correspondente a soma das suas velocidades efetivas e a velocidade do EOF,
conforme a equagdo 1.7 demonstra. Cabe ressaltar que o sinal da vgor € dependente da diregdo
do mesmo, adquirindo um sinal positivo quando tem a mesma diregdo da v, € negativo

quando apresenta diregdo oposta.

Vo = Vg B Veor Eq. 1.7



Fica evidente a ymportincia do EOF nas separa¢des por CE ¢ € interativa a conclusio

de que o controle do EOF ¢ uma ferramenta basica no desenvolvimento de métodos utilizando

essa técnica. A tabela 1.1 apresenta as vandveis que permitem a modulagio do EOF.

Tabela 1.1. formas de modulagiio do fluxo eletroosmético®

Variavel

Efeito

Campo elétrico (E)

pH do eletrdlito

Forca iénica

Temperatura

Modificadores
orgimicos

Surfactantes

Polimeros neutros
hidrofilicos

Ligacdes covalentes

Promove uma alteragio proporcional na v.. Mailores valores de E
promovem, em geral, aumento da eficiéncia e redugdo do tempo de
analise, porém podem levar ao efeito Joule se a capacidade de
dissipagdo de calor do capilar for ultrapassada.

E sem divida a maneira mais simples de modificar a v, Afua
diretamente na ioniza¢3o da parede do capilar, e por sua vez no .

A exemplo do pH pode alterar o {. Eletrélitos com elevada forga
ibnica promovem a compressio da dupla camada elétrica, reduzindo
0 {ecom isso a v,

A variagio de 1 °C promove uma variagio de 2 a 3 % na 7 da
solugdo, o que afeta a ugoF e, conseqiientemente a v,y

Alteram a viscosidade e o { Normalmente reduzem a Ve, POTEM
podem ter efeitos complexos na separagao.

Adsorvern na superficie do capilar via interagdes ibnicas e/ou
hidrofébicas. Surfactantes anidnicos podem aumentar a veq, enquanto
surfactantes catidnicos podem reduzir a v, ou mesmo reverter o
sentido do EOF.

Diminuem a v, por aumento da m € oclusio da parede do capilar.

Pode-se modificar quimicamente a parede do capilar de diversas
formas, o que leva a modificagdes no EOF, podendo inclusive evitar

O MESMO.

(a) Adaptado da referéncia [8].



Em um eletroferograma é possivel determinar a z.c de uma espécie através do tempo
de migracao (f) observado, ¢ das equagdes 1.7 ¢ 1.8. Para que seja possivel essa determinagao
¢ necessarnio que se tenha conhecimento do comprimento total do capilar (1), do comprimento
efetivo do capilar (/), que cortesponde ao comprimento do capilar do ponto de introdugio da
amostra ao ponto de detecgado e do potencial aplicado (V). Além da espécie da qual queremos
determinar a g, é necessaria a presen¢a de uma espécie neutra que migre apenas conduzida

pelo EOF. Essa espécie servird como marcador de EOF.

iL_1 Eqg. 1.8

Ho = =

1.4 Modalidades de separacoes eletroforéticas

Atualmente existem variantes de CE, que, por apresentarem caracteristicas muito
particulares sdo estudas separadamente ¢ denominadas modos de separagio. Neste trabalho
foram realizados estudos envolvendo dois modos de separagdo, a eletroforese capilar em
solucdo livre (FSCE), também conhecida como eletroforese capilar em zona (CZE) e a
cromatografia eletrocinética micelar (MEKC).

A FSCE ¢, sem duvida alguma, a modalidade mais utilizada. Nessa modalidade a
separag@o se d4, como o proprio nome sugere, em um eletrélito {(normalmente uma solugio
tampao). O termo CZE vem da forma como ocorre a separacdo dos analitos, que devido as
suas diferencas de mobilidade formam zonas distintas ao longo do capilar até atingirem o
detector. A figura 1.2 ilustra esquematicamente uma separagio nessa modalidade.

Uma caracteristica interessante da FSCE € que, em determinadas situagdes, é possivel
a determinacdo de espécies anidnicas e catidnicas em uma mesma corrida. Para que isso
ocorra ¢ necessario que o EOF possua uma mobilidade maior que as espécies que estejam
migrando em sentido oposto. Por exemplo: numa amostra contendo ions e espécies neutras
aplicada no pdlo positivo, o registro obtido teria como ordem de eluigdo primeiro os cations
em ordem decrescente de mobilidade, seguidos pelas espécies neutras, e por fim, os anions,
em ordem crescente de mobilidade (porém menor que a mobilidade do EOF). As espécies
neutras nio sdo separadas nessa modalidade de CE sem o uso de uma estratégia adequada (ver

adiante).
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Figura 1.2. Representagdo esquematica de uma separa¢do por FSCE. Em (a) uma
amostra é introduzida no capilar ¢ em (b) observa-se a separagdo da amostra em zonas
distintas de cada analito que migramw em diregio ao detector sob efeito de um campo

elétrico. O capilar é preenchido com um eletrdlito de corrida (EC).

A resolucio (R) entre dois picos consecutivos (n, n-1) € dada pela equagdo 1.9 e a

eficiéncia pode ser avaliada pelo nimero de pratos (V), obtido através da equagio 1.10.

(L —t(
Rnn—l =2 . — Eq. 1.9
‘ Wn +Wn—1

2

N=554| 2| =16.| L Eq. 1.10
W,y W,
2

onde t,, W, e W,;» sdo o tempo de migragio e as larguras na linha de base e a meia altura do

enésimo pico, respectivamente.

Apesar da simplicidade da FSCE, a separagdo ndo é restrita a espécies que
naturalmente apresentam diferentes mobilidades eletroforéticas decorrente da possibilidade do
uso de aditivos, tais como agentes complexanies, solugdes tampao, seletores quirais,
surfactantes, modificadores orginicos, etc. Derivatizagdes e agentes complexantes sdo
usualmente empregados para conferir carga a espécies neutras, viabilizando a separagao por
FSCE. As reagdes de derivatizagio podem introduzir carga ds espécles neutras € a0 mesmo

tempo aumentar a sensibilidade da detecgdo, com o uso de grupos croméforos de alta

9



absortividade em um dado comprimento de onda (detecgdo UV-visivel) ou com o uso de
grupos fluordforos (deteccdo fluorimétrica).

Surfactantes catidnicos, com destaque ao brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB), sdo
muito utilizados na separa¢do de anions. Os surfactantes catidnicos adsorvem fortemente na
parede do capilar, promovendo uma inversio na carga exposta da dupla camada elétrica,
reveriendo o sentido do EOF. Essa modificagao permite que os dnions migrem no mesmo
sentido do EOF, reduzindo o tempo de analise € aumentando a eficiéncia da separagio.

O modo de separa¢do MEKC, introduzido em 1984 por Terabe [9, 10] é um modo
importante para a separa¢do de espécies neutras. Esse modo de separagio se baseia no uso de
eletr6litos contendo um determinado surfactante (ou uma mistura de surfactantes) em uma
concentragio acima de sua concentragio micelar critica (CMC).

A separagdo ocorre devido 4 interagio dos analitos com as micelas, que apresentam
uma mobilidade (z,.) menor que a mobilidade do EOF, e sdo carregadas pelo EOF, que vai
em sentido ao detector. Uma espécie, cuja interagdo com a micela € forte, migra mais
lentamente que uma espécie mais hidrofilica. O mecanismo é muito semelhante a separagao
em HPLC, com a ressalva que nesse caso nio temos uma fase estacionria, pois as proprias
micelas sao eluidas na extremidade do detector. Também chamamos a fase micelar de fase
pseudo-estaciondria. A implica¢do imediata é que, de forma distinta a0 HPLC, a jancla
temporal, ou intervalo de eluigdo, ¢ finita. O pardmetro que representa a afinidade de uma
dada substincia pela micela é o fator de capacidade (k), obtido através de equagdo 1.11.

Obsetve que o k de uma espécie que néo sofre qualquer interagdo com a micela € zero.

Eq. 1.11

onde tn to € tme S0, respectivamente, os tempos de migragao do analito, do EOF e das

micelas.

E possivel determinar o intervalo de eluigdo em MEKC, bastando efetuar uma corrida
de uma amostra contendo uma espécie que ndo interaja com as micelas (am marcador de to) ¢
ama espécie que ndo interaja com o meio aquoso (um marcador de tmc). A figura 1.3
representa uma separagio por MEKC. A figura 1.4 representa a jancla de eluigdo

caracteristica de MEKC.
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Figura 1.3. Representagdo esquernatica de uma separagdo por MEKC. Em (2) uma
amostra ¢ introduzida no capilar € em (b) observa-se a separagio da amostra de acordo
com a polaridade de cada soluto. O tom dos solutos representa a polaridade, onde tons
mais claros correspondem & maior polaridade (mais hidrofilicos). Os solutos s&o

separados pelas diferengas de polaridade.

7

sinal 4

tmi

I3

N,
»

tempo
Figura 1.4. Representaciio de um eletroferograma em uma separagdo por MEKC. A

janela de eluigio corresponde ao intervalo temporal compreendido entre os tempos de

migra¢io do EOF e das micelas, tg € tme, respectivamente. As espécies ty, tnz € tm3

representam trés solutos separados conforme seu caréter hidrofilico (tn1 > tm2 > tm3)-

11



Além dos modos de separagio FSCE e MEKC, os outros modos de CE mais
importantes sdo a eletroforese capilar em gel (CGE), eletroforese capilar de focalizago
isoelétrica (CIEF) ¢ a isotacoforese capilar (CITP) [11].

A CGE tem maior aplica¢io na separagdo de macromoléculas, principalmente de
interesse bioquimico, como acidos nucléicos e proteinas. Nesse modo as espécies sdo
separadas por tamanho, através de um capilar preenchido com um polimero. As espécies
menores apresentam menor dificuldade para atravessar os polimeros, de forma a serem as
mais velozes nesse sistema e as primeiras a serem eluidas.

A CIEF também tem grande aplicagio na bioquimica. Aplica-se esse modo para a
separagio de substincias anfotéricas, principalmente peptideos e proteinas, de acordo com
seus respectivos pontos isoelétricos (PI), que correspondem a um determinado pH onde a
carga liquida do composto é zero. Para se realizar a separagdo por CIEF € constituido um
gradiente de pH ao longo do capilar através de uma mistura de compostos anfotéricos
(anfélitos).

O capilar ¢ preenchido com a mistura de anfélitos, ji contendo a amostra, enquanto o
reservatério catédico é preenchido com uma solugio de pH superior ao PI do anfélito mais
basico e, de maneira semelhante, o reservatorio anddico & preenchidos com uma solugao de
pH inferior ao PI do anfélito mais dcido. Ao se aplicar o potencial de separagio, os anf6litos
irio migrar ao longo do capilar até atingirem seu PI, onde permanecerao estacionados. O
resultado é a geragio de bandas distintas focalizadas. O gradiente de pH formado depende do
namero de anfolitos e da distribuicio de seus PIs. Uma vez focalizados, os solutos sio eluidos
através de pressdo (mobilizagiio hidrodindmica) ou pela substituigio de um dos reservatorios
por uma solugio salina (mobilizagio eletroforética).

Na CITP, a amostra ¢ inserida entre dois eletrélitos diferentes, denominados
terminador ¢ lider. Esse modo de separagdo permite a separagio de cétions e dnions, porém
em analises distintas. Dessa forma temos a CITP catibnica, onde o cation do eletrdlito lider
deve ter uma mobilidade maior do que qualquer cition da arnostra, enquanto o cation
terminador deve ter mobilidade menor que qualquer c4tion da amostra. O mesmo conceito é
aplicado aos anions, constituindo a CITP anidnica. Espécies que nédo respeitam essa condigdo
nio sio separadas.

Com o estabelecimento de um campo elétrico (E) o processo de separagdo & iniciado.
As espécies formam bandas bem definidas e adjacentes, organizadas por ordem de
robilidade. Os ions lider e terminador sio as espécies encontradas nas extremidades do plug

de amostra. Além do efeito de focalizagio existe um efeito extremamente importante e
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fundamental em CITP: as bandas migram a uma mesma velocidade, denominada velocidade
isotacoforética vi,, 0 que implica no surgimento de campos elétricos diferentes para banda de

cada ion, mantendo a validade da equagdo 1.4, que pode ser reescrita para a CITP como a

equagdo 1.12.
Vip =M E = pg Egy = pg Egy = pig, Eg, = pr £, Eq. 1,12

onde a equagio descreve a viy, dos eletrdlitos lider e terminador e de solutos (indices L, T'e S,

respectivamente).

O registro observado em CITP normalmente difere dos registros observados nas outras
modalidades de eletroforese. Apesar da detec¢do espectrofotométrica ser aplicavel, o modo de
detec¢do mais comum nesse modo de separagdo ¢ o condutométrico, que apresenta degraus
correspondentes a condutividade de cada banda. O degran de maior altura € o correspondente
ao eletrélito terminador. A quantificagdo nao € feita pela drea, nem pela altura, mas sim pela
largura do degrau. A informac#io quantitativa pode ser obtida dessa forma porque, no decorrer
da separacio, surge um estado de equilibrio (quando as bandas estio separadas e migrando
por ordem de mobilidade). Nessa situagao todas as bandas apresentam a mesma concentragdo
do eletrélito lider, o que resulta em bandas comprimidas para os solutos presentes em baixa

concentragio e bandas largas para solutos presentes em elevada concentragio.

1.5 Sistemas de detecc¢ao

Um dos pontos mais importantes para a maior parte das técnicas instrumentais € o
sistema de detec¢io empregado para a determinagdo de uma dada espécie. O sistema de
detecgio determina qual o tipo de espécie podera ser “enxergada” pelo detector € também
qudo sensivel sera a determinagao. Dessa forma, a discussao relativa a detecgdo € norteada
por dois aspectos: seletividade ¢ sensibilidade.

Detectores considerados pouco seletivos baseiam-se em caracterishcas comuns as
espécies que se pretende determinar. S3o detectores interessantes principalmente quando a
separaciio das espécies é completa, permitindo assim a determinagio de todas as espécies.

Os detectores mais seletivos baseiam-se em caracteristicas fisico-quimicas que nao sao

semelhantes em todas as espécies. Um sistema de detecgdo seletivo € particularmente

13



interessante nos casos em que a separacdo lotal das espécies contidas na amostra ¢ muito
dificil de se obter. Nao hé necessidade da separagio enire a espécie de interesse € outras
espécies que nao sdo detectaveis no sistema utilizado. A tabela 1.2 apresenta valores tipicos

de limites de detecgdo (LOD) para alguns dos sistemas de detec¢iio mais utilizados em CE
[12].

Tabela 1.2. Faixa tipica de LOD para sistemas de detec¢fo aplicados em CE.

Modo de detecgdo LOD / mol.L"
Indice de refracio (laser) 10° - 10°
Absorgdo no UV-visivel

direta 10° - 10°

indireta 0% - 10°
Fluorescéncia

direta (Jimpada) 107 - 10®

direta (laser) 10° - 10™

indireta 10° - 107
Amperometria 10®* - 107
Condutividade 10° - 10°
Raman 10° - 107
Radiometria 10° - 10
Espectrometria de massas 10* - 107

Algumas consideragdes podem ser feitas a respeito dos métodos de detecgao listados
na tabela 1.2: os métodos de detecgio baseados em fluorescéncia, apesar de sensiveis,
freqiientemente requerem derivatizagbes, além de representar um detector caro. A
amperometria é um método sensivel e apresenta boa seletividade, porém fica limitada a
elementos eletroativos e requer modificacdes no capilar. Sem duvida, espectrometria de
massas concilia uma boa sensibilidade e traz informagdes estruturais, porém o eletrolito deve
ser ajustado para esse tipo de detecgdo. Os métodos baseados na absorgdo no UV-visivel e
baseados em medidas de condutividade sio os menos seletivos, ¢ podem inclusive ser
considerados universais. A exemplo da detec¢do amperométrica, a detecgdo condutométrica
requer modificagdes no capilar. A detecgdo condutométrica sem contato (CCD) € uma

variante da detec¢io condutométrica convencional, e sera abordada em maiores detalhes.
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1.6 Detecgcao condutométrica sem contato

Conforme ja mencionado, os detectores condutométricos convencionais requerem
modificagdes no capilar para posicionamento dos eletrodos. Estratégias como a perfuragdo do
capilar com um laser de CO; [13] ou o posicionamento de eletrodos na extremidade do capilar
[14, 15] foram utilizadas para efetuar esse tipo de detecgéo, porém nio sdo procedimentos
simples e rapidos. Uma vantagem imediata da CCD ¢ a simplicidade para posicionamento do
capilar no detector, mais simples, inclusive, que para a detecgdo baseada em métodos
espectrofotométricos, onde ha a necessidade de remover uma parte do recobrimento de
poliimida dos capilares de silica fundida para possibilitar a transmissdo de luz. Como os
eletrodos n3o estio imersos na solugio, fendmenos de envenenamento sio evitados, € também
sc evita que os eletrodos sofram uma agio direta do campo eléirico de separa¢do, o que
favorece a relagio sinal/ruido (SNR).

Em CCD o capilar ¢ inserido em dois eletrodos metalicos cilindricos, de 2 mm de
comprimento, espagados por 1 mm, conforme pode ser observado na figura 1.5, onde temos
urna representagio da cela condutométrica (1.5a) e uma representagao simplificada do circuito
elétrico equivalente (1.5b).

A um dos eletrodos ¢ aplicado um sinal senoidal, com uma freqiiéncia da ordem de
centenas de kHz, o que difere bastante das freqiiéncias aplicadas em detectores
condutométricos converncionais, nos quais aplicam-se, tipicamente, algumas unidades de kHz.
Em virtude da fregiiéncia utilizada, uma corrente elétrica proporcional & condutividade da
solucdo ira fluir entre os eletrodos. Essa corrente é convertida em tensdo alternada, com
posteriores etapas de refificagdo e amplificagdo, e através de uma placa conversora
analogico-digital gera um regisito que pode ser interpretado e trabalhado através de

» o T™M
programas de computadores, como por exemplo o Origin ™.
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Figura 1.5. Representagio da cela de CCD, formada por um capilar e
dois eletrodos metdlicos (a) e do seu respectivo circuito equivalente
(b), onde temos representadas as capacitincias da parede do capilar

(Cy) e intereletrodos (Cp), € a resisténcia da solugdo (R;).

O surgimento de uma corrente elétrica mesmo sem contato com a solugio pode ser
entendido através da andlise do circuito elétrico apresentado na figura 1.5b.

O capacitor Cy € correspondente a transmissdo de sinal entre os proprios eletrodos,
enquanto o capacitor Cy pode ser considerado como & associagio em série de dois capacitores
formados pela parede do capilar (dielétrico) e entre os eletrodos e a solug¢do. A resisténcia R
corresponde a resisténcia da solugdo na regido do detector.

Quando freqiiéncias baixas sio aplicadas ao circuito, as reatdncias capacitivas, Xc, €
Xcw, tornam-se elevadas, o que faz com que o circuito se resuma ao circuito RyC, série. Em
circuitos RC em série, se aplicarmos um potencial continuo ou alternado de freqiiéncia baixa
{dependente do valor da capacitdncia do capacitor) ndo ocorre condugdo significativa, € o

valor da resisténcia passa a ser irrelevante.
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Por ourro lado, com o aumento da freqiiéncia aplicada, as reatancias capacitivas
assumem valores cada vez menores, quando o comportamento passa a ser do circuito ReCo
paralelo. Para freqii€éncias muito elevadas, a passagem de corrente pelo elemento capacitivo é
tao favorecida que a resisténcia passa a ser novamente urelevante para a determina¢do da
corrente que percorre o circuito.

Concluso: existe uma freqiiéncia 6tima de trabalho, onde a resisténcia da solugdo é
relevante e pode ser determinada através da corrente que flui entre os eletrodos [16].

O mecanismo da detec¢do de espécies em CCD, operando em FSCE, é baseado na
substituigdo do co-ion presente no eletrdlito pelo analito. Nos casos em que o analito
apresenta maior mobilidade que o co-ion do eletrélito ocorre um aumento da condutividade
nessa regido, o leva ao registro de um pico positivo. Existe também a possibilidade de
detecgdo condutométrica indireta, onde o co-ion apresenta maior mobilidade que o analito,
resultando em picos negativos. Quanto maior a diferenga entre as mobilidades, maior a
sensibilidade obtida.

Portanto, em CCD a escolha do eletrolito é importante nio sé para possibilitar a
separacdo, mas também esta diretamente relacionada com a sensibilidade obtida na

determinacgio de cada analito.

1.7. Objetivos

Os objetivos deste trabaltho foram estudar a separagdo e determinagdo de espécies
ndo-idnicas utilizando CCD, assim como estudar o mecanismo relacionado & detecgdo dessas
espécies quando separadas por MEKC.

Procuramos também ampliar a gama de espécies determinadas por CE com CCD, uma
vez que a major parte dos estudos até a presente data havia sido focada na determinagio de

ions inorginicos (principalmente) e pequenos anions organicos.
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Capitulo 2

Deteccao de alcoois
alifaticos




2.1 Introducao

A escolha da CE para separagao de espécies idnicas € uma escotha natura). Trata-se de
uma técnica criada e desenvolvida baseada na mobilidade i6nica das espécies. No entanto,
outra caracteristica marcante dessa técnica ¢ sua versatilidade. Com o surgimento do modo de
separagio MEKC [9, 10], criou-se uma nova abordagem para a separagio de espécies neutras.

Inimeras determinagdes tém sido realizadas por MEKC, o que confere um grande
destaque para esse modo de separa¢do. Recentemente verificou-se a possibilidade do uso da
CCD em MEKC na separagdo de dlcoois alifiticos [17]. Entretanto, os mecanismos que
permitem a detecglio ndo s3o dbvios, uma vez que o mecanismo relacionado a detecgdo de
ions em FSCE (capitulo 1) nédo pode ser diretamente aplicado a esse modo de separagao.

Apesar da CE ndo ser exatamente a técnica de escolha para a determinagdo de lcoois
alifaticos, é particularmente interessante o uso dessa classe de substancia para a condug@o de
estudos no sentido de elucidar o mecanismo de detecgdo condutométrica de espécies neutras
em MECK. Alcoois alifaticos sio utilizados como co-surfactantes em meios micelares ¢,
portanto, existe uma boa literatura disponivel tratando do comportamento desses em sistemas

micelares.

2.2 Material e métodos

Solucdes e capilares. Todos os reagentes utilizados eram de grau analitico. As
solugdes foram preparadas através da dissolugio direta desses reagentes ou através da diluigao
de solugdes estoque. Em ambos os casos, foi utilizada agua deionizada, com resistividade
elétrica major ou igual a 18 MQ (Nanopure UV, Barnsted).

Os capilares utilizados (J&W Scientifc) eram de silica fundida, com 375 um de d.e,,
50 um de d.i. (exceto quando indicado) e de comprimentos variaveis. O condicionamento foi
realizado através de uma seqiiéncia de lavagens de aproximadamente 15 min para cada fluido:
agua - NaOH 0,5 mol L' - 4gua — eletrdlito. Antes da primeira inje¢do, o potencial de
separagio era aplicado por aproximadamente 20 min ou até a estabilizagdo da linha base.
Entre as corridas, o capilar foi submetido a um flush de cerca de 20 s com o eletrolito de

corrida.
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A mtrodugdo das amostras, diluidas com o eletrélito de corrida, foi sempre realizada

de forma hidrodindmica pela elevagdo do reservatorio do dnodo ou do catodo para MEXC

com surfactantes aniénicos ou catidnicos, respectivamente.

Equipamento de CE. O equipamento de CE utilizado foi construido no préprio

laboratério [ 16, 18, 19]. Este equipamento é composto por:

Um gabinete de acrilico, responsavel pelo isolamento térmico e elétrico do sistema;
Um sistema de termostatizagdo composto por duas ventoinhas uma resisténcia elétrica
¢ um trocador de calor. O controle desse sistema ¢ eletrbnico, permitindo a
manutengdo de uma temperatura constante € superior a temperatura ambiente;

Unma fonte de alta tensfo responsavel pela aplhicagdo do potencial elétrico tanto para as
separagdes como para a injecdo cletrocinética de amostras. Essa fonte permite a
aplicac¢io de ~ 29 kV a + 29 kV;

Um mecanismo elevador, adaptado de uma impressora matricial, responsavel pela
inje¢io hidrodindmica de amostras;

Dois Eletrodos de platina para aplicagido do potencial de separa¢iio e dois suportes
para os reservatodrios (vials de 1,5 mL, do tipo Eppendorf) de eletrélito e amostra;

Um gerador de sinais (FG-2002C, Goldstar), responsével pela aplica¢io do sinal no
detector;

Um Detector condutométrico sem contato (CCD) [18, 19], capaz de operar até cerca
de 1 MHz;

Um computador interfaceado, responsavel pela aquisi¢do dos dados.

Todos os experimentos de CE foram realizados utilizando um sinal 600 kHz e 2,0 Vi,

aplicado ao CCD. A temperatura no interior do gabinete foi mantida em aproximadamente

30 °C.

Os registros eram armazenados como um documento ASCIL. O tratamento dos dados fo1

feito através do programa Origin 5.0 (Microcal).

Medidas de viscosidade. As medidas de viscosidade foram obtidas com o uso de

viscosimetro de Ostwald. Os escoamentos das soluges foram realizados a uma temperatura

de 25 °C, com o auxilio de um banho termostatizado (9105 PolySience). As medidas foram

realizadas em triplicata. Como referéncia, o tempo de escoamento da dgua foi determinado, €

através do respectivo valor tabelado foram obtidos os valores de viscosidade para o eletrdlito

(tampio fosfato de sédio S0 mmol L', pH 7 ¢ SDS 50 mmol L, e para o eletrdlito contendo
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2 uL mL”' de 3-pentanol, 1-pentanol, 2-pentanol, 3-metil-2-butanol e 2-meti-1-butanol, em
um total de 6 solugdes diferentes.

Os valores de densidade necessarios para a determinagéo da viscosidade foram obtidos
através da pesagem em triplicata da massa de um volume de 25 mL. Foram determinadas as
densidades da 4gua, do eletrdlito e do eletrélito contendo 2 pL mL" de 3-pentanol e
2-pentanol. Adotou-se a mesma densidade para todos os sistemas contendo &lcools, uma vez
que o valor encontrado para o 3-pentanol e o 2-pentanol foi 1déntico considerando-se o erro
experimental.

Medidas de condutividade. As medidas de condutividade empregaram um
condutivimetro de fabrica¢do propria [20), operando a 2 kHz. Esse condutivimetro gera um
potencial elétrico proporcional & condutividade da solu¢do, que ¢ medidos com um
multimetro. No experimento em questdo foi utilizado um multimetro com resolugdo de
0,1 mV (HP3478A Hewlett Packard).

As medidas foram realizadas em uma cuba de vidro encamisada, coberta com uma
tampa de isopor a fim de isolar o sistema, possibilitando a termostatiza¢do com a circulagdo
de agua (9105 PolySience). A temperatura foi monitorada por um termémetro digital (LF
Equipamentos e Servigos).

Os experimentos realizados mediram a variagdo de condutividade promovida pela
adigio de dlcoois alifaticos a diferentes solugdes: tampdo fosfato de sédio, pH 6,9,
50 mmol L™; tampao fosfato de sédio, pH 6,9 50 mmol L' diluido em 10% com metanol;
tampao fosfato de sédio, pH 6,9, 50 mmol L' mais SDS 50 mmol L™'; tampio fosfato de
sédio, pH 6,9, 50 mmol L” mais SDS 50 mmol L diluido em 10% com metanol. De cada
solugdo, uma aliquota de 50 mL era passada para a cuba e, apos se atingir o equilibrio térmico
(30 °C ou 25°C), foram feitas as medidas de variagio da condutividade em resposta a
sucessivas adigbes do alcool em teste, num total de dez adigdes de 100 pL. de cada 4lcool em
cada solugio.

A conversio do potencial obtido, em mV, para condutividade, em uS cm'l, fot
realizada através da calibragio do condutivimetro, dada pela leitura de solugdes 0,1 mol L'e
0,01 mol L'de KCl, a 25°C, cujo valor da condutividade dessas solugdes € disponivel em
literatura [21].

Medidas de admitancia. As medidas de admitincia foram realizadas em uma cela
capacitiva encamisada construida em acrilico e ago inox para essa finalidade. O experimento
foi realizado a 30 °C com a circulagio de dgua. O equipamento responsavel pelos espectros de

admitincia foi um analisador de impedancias (HP4194 A, Hewlett Packard).
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Foi verificada a influéncia do eranol e do 3-pentano! na admitdneia da solugio tampao

fosfato de sédio, pH 6,9, 50 mmol 1! mais SDS 50 mmol L™, para um intervalo de 100 Hz a
100 MHz.

2.3 Resultados e discussao

Utilizando a montagem descrita em materiais e métodos, diversas medidas de
condutividade foram efetuadas, procurando extrapolar os resultados observados para
MEKC. As condigdes dos testes de condutividade foram escolhidas para avaliar
justamente os resultados ja obtidos em MEKC com CCD [17].

Observamos que a adigao de alcoois ao tampio fosfato de sédio promove redugio
da condutividade, com uma ligeira tendéncia dos alcoois de maior cadeia organica
provocarem um maior decréscimo. A figura 2.1 mostra o comportamento da
condutividade de solugdes ndo-micelares com a adigio de alcoois.

E particularmente interessante notar (figura 2.1.b) que mesmo uma solugao
contendo 10 % de metanol sofre alieragdo com a adigdo de reduzidas quantidades do
préprio metanol. O aumento da viscosidade do meio, somado a possivels mudangas na
solvatagio das espécies idnicas, pode explicar a redugdo de condutividade observada.

Em meios micelares sdo observadas diferengas significativas da condutividade
conforme o tamanho da cadeia carbdnica e, por consequéncia, de polaridade. A
figura 2.2 mostra essas alteragdes. O fato mais intrigante é que a adigdo de 1-pentanol é
capaz de aumentar a condutividade do meio, o que, de certa forma, é conflitante com os
resultados obtidos em MEKC, onde todos os dlcoois sdo detectados de forma indireta,

ou seja, como picos negativos.
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Figura 2.1. Variagio da condutividade promovida pela a adigdo de alcoois
alifaticos a 50 mL da solugdo tampao fosfato de sédio 50 mmol L™, pH 6,9
(a) e a solugio tampio fosfato de sédio S0 mmol L, pH 6,9, diluida com
10 % de metanol (b). Cada ponto representa a adi¢do de 100 ul de (—=—)
metanol, (—®—) etanol, ( ) 2-propanol, (—v¥—) l-butanol, (—®—)
3-pentanol. Temperatura 30 °C.
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de (—=—) metanol, (—®—) etanol, ( ) 2-propanol, (—v¥—) 1-butanol,

(—®—) 3-pentanol. Temperatura 30 °C.
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As micelas carregam consigo parte dos confraions, pois acima da CMC a
ionizagao é apenas parcial (cerca de 70 %, para SDS em é4gua). Portanto o numero de
agregagio, ou seja, o numero de mondmeros de surfactante em cada micela nio
cormresponde a carga liquida dessa micela [22, 23, 24]. O aumento de condutividade em
solu¢Bes de surfactantes, em concentragdes superiores a CMC, deve-se principalmente
a uma redugio na densidade de carga na superficie da micela, que permite uma melhor
acomodagio dos grupos sulfato, liberando o contra-fon (no caso o sodio) para a
solucio.

Quanto menor a concentragio de surfactante, maior a fragdo de mondmeros livres
no meio aquoso (esses completamente ionizados). Aumentando a concentragdo do
surfactante, e ultrapassada a CMC, comega a ocorrer a diminuigdo da fracdo de
surfactante livre, ¢ a aumentar o nimero de agregagdo das micelas. No entanto, 0s
contra-ions tornam-se apenas parcialmente ionizados.

Quando n-alcoois (com uwma cadeia de quatro ou mais carbonos) sio adicionados
a solugdes de SDS com valores ligeiramente inferiores a CMC, ocorre a micelizagdo, o
que corresponde A propriedade depressora de CMC [22]. Portanto os dlcoois podem
diminuir a condutividade do meio por favorecer a micelizagao, reduzindo assim os
monomeros livres, ou aumentar a condutividade do meio promovendo a liberagio do
contra-ion da superficie da micela. O efeito é dependente da concentragado do alcool, da
concentracio do surfactante € do tamanho da cadeia alifatica do alcool [22, 23].

Em sintese, quando adicionados a solugdes com uma concentragio logo acima da
CMC, os alcoois com cadeia com até quatro carbonos produzem decréscimo da
condutividade. Quando 4lcoois com mais de quatro carbonos sdo adicionados a
solugdes com maior concentragdo de SDS, o efeito é o aumento da condutividade
devido 4 ioniza¢io das micelas. Quanto maior a afinidade do alcool pela micela, maior
o efeito. Como a separagdo em MEKC baseia-se na diferenga de polaridade dos solutos,
existe uma correlacio direta entre a ordem de elui¢io e a variagdo de condutividade que
um 4lcool promove no meio micelar, o que pode ser comprovado através da figura 2.3.

Esse experimento, envolvendo a adi¢o de uma série de pentandis, confirmou a
tendéncia inicialmente observada: quanto menos ramificado (mais apolar) o alcool,
maior o aumento de condutividade. Alcoois com um nimero intermediario de carbonos

atuam como co-surfactantes em sistemas micelares.
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Figura 2.3. (a) Vanagdo da condutividade da solug@o (tampio fosfato de sddio
50 mmol L', pH 6.9 mais SDS 50 mmol L' (diluido com 10% de metanol),
promovida pela a adi¢c3o de alcoois alitaticos. Cada ponto representa a adigio de
100 pL de (—®—) 3-pentanol, (—®—) 3-metil-2-butanol, (—=—) 2-pentanol, (—v—)
2-metil-1-butanol, ( ) 1-pentanol. Temperatura 25 °C. (b) Eletroferograma
obtido com o mesmo eletrélito, capilar de 43 cm (33 cm efetivos), potencial
aplicado 11 kV, inje¢cdo hidrodindmica 10cm, 20s. Picos: 3-pentanol e
3-metil-2-butanol (1 +2), 2-pentanol (3), 2-metil-1-butanol (4), 1-pentanoc!l (5),

todos 1,5 wl mL! (aproximadamente 13,9 mmol L.
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As freqiiéncias de operagio do condutivimetro ¢ do CCD sio 2 kHz e 600 kHz,
respectivamente. Para avaliar a hipdtese da resposta contraria da condutividade na
presenga de alcoois, foram efetuadas medidas de admitincia em um analisador de
impedancias. Esse equipamento permite a medida de admitincia numa faixa abrangente
de freqiiéncias, inclusive as utilizadas para medidas convencionais de condutividade e a
CCD empregada em CE.

A figura 2.4 corresponde aos testes de admitancia, realizados com etanol ¢
3-pentanol. O teste desses dois dlcoois em sistema contendo tampio fosfato de sédio
50 mmol L™, pH 6,9 e SDS 50 mmol L™ foi suficiente para concluir que a presenga de
picos negativos ndo € um artefato de leituras de condutividade a elevadas freqiiéncias.
Como se pode observar, os resultados sio concordantes com os resultados dos
experimentos de condutividade: o etanol leva a uma queda da admitincia, enquanto o
3-pentanol leva ao aumento da admitincia, tanto em 2 kHz como em 600 kHz. O

dngulo de fase observado também demonsirou um comportamento resistivo.
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Como a adigio de alcoois altera a viscosidade das solu¢des micelares, realizamos
medidas de viscosidade envolvendo a série de pentandis separadas por MEKC. Com o
estudo de viscosidade, testamos se as alteragdes de viscosidade provocada pelos
diferentes alcoois (no caso pentandis) poderiam trazer alguma informagio adicional.

Diferentemente do que observamos nos estudos de condutividade, as medidas de
viscosidade ndo demonstraram ter relagio evidente com a ordem de eluigdo de cada
dlcool. Apesar de particionarem com propor¢des diferentes com as micelas, a
viscosidade sofre praticamente a mesma alteragdo com a adi¢do de qualquer um dos
alcoois testados. Assim, a alteragdo de viscosidade demonstrou ndo ser determinante
para a sensibilidade observada anteriormente [17). A tabela 2.1 traz os valores de

viscosidade ¢ os valores de densidade, determinados para o cdlculo da viscosidade.

Tabela 2.1. Comparativo entre as viscosidades de

solucdes micelares contendo alcoois.

Solu¢do Densidade * Viscosidade”
“Agua 0,9944 0,8919
Tampio 1,0025 0,964
1-pentanol® 0,9993 1,043
2-pentanol® 0,9992 1,047
3-pentanol® 0,9993° 1,049
2-metil-1-butanol® 0,9993¢ 1,039
3-metil-2-butanol® 0,9993° 1,045

(a) densidade em g mL™', 6 =0,0013.

(b) viscosidade em kg m'' s, 6= 0,001

(c) valores adotados (valor obtido para o 3-pentanol)

(d) valor tabelado

(e) referente ao eletrélito tampao fosfato de sodio pH 7/ SDS 50 mmol L!
contendo 2 ug mL™" do respectivo 4lcool

A resposta observada em MEKC com CCD demonstra-se complexa, dependente
de diversos fatores. Acreditamos que a resposta seja, em parte, composta por efeitos de
viscosidade e solvata¢io das espécies do tampio, porém, apenas e€ssas variaveis nao
seriam capazes de explicar o porqué encontramos sempre picos negativos, mesmo
quando o 4lcool em questio promove aumento de condutividade das solugdes micelares.
Nossa hipétese é que em condigdes de CE a modulagio do tamanho e, principalmente, a

ionizagdo das micelas provoque sitnagdes de empobrecimento de espécies na solugio
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junto ao plug dos alcoois. Portanto, os picos observados seriam tesultantes de um
espalhamento das espécies das micelas e contra-ions jonizados por agdo dos 4lcoois,
resultando em vacancias detectaveis por CCD.

Apesar de motivadora, a comprovagdo do mecanismo provavelmente tomaria um
tempo incompativel com o prazo disponivel para a conclusio do presente projeto. A
confimag?o da hipétese levantada dependeria um tempo demasiadamente grande, com
a necessidade de uma abordagem experimental totalmente diferente da inicialmente
planejada, inclusive através de simulagdes computacionais.

Diante dessa circunstdncia, optamos por contemplar os demais objetivos do
estudo, ou seja, aplicagdes da CE com CCD para determinag&o de espécies nio idnicas.
Estendemos os estudos da separagdo e detecgdio de alcoois alifaticos, de onde ja
possuiamos um ponto de partida [17], e realizamos o estudo da separagio de polidis
(mais especificamente carboidratos) € de um farmaco (salbutamol), uma substancia que
permitiu a compara¢io da performance da CCD entre os modos de separagio FSCE ¢
MEKC. Apenas os estudos referentes aos alcoois serdo tratados neste capitulo. Os
capitulos 3 e 4 tratam dos estudos com carboidratos € com salbutamol, respectivamente.

Avaliamos o efeito causado pela variagdo da concentracdo de surfactante,
concentragdo do tampéo e uso de modificadores organicos na separagio ¢ detecgdo de
alcoois alifaticos. Testamos também a possibilidade de uso de outros surfactantes além
do SDS.

Uma amostra contendo uma série de 4lcoois (2-propanol, 1-propanol , 2-butanol,
1-butanol, 3-pentanol, 1-pentanol e 1-hexanol) fo) utilizada nos experimentos. A figura
2.5 mostra um conjunto de eletroferogramas relativos ao estudo dos efeitos da
concentracio de surfactante (SDS), enquanto a figura 2.6 mostra um conjunto de
cletroferogramas envolvendo o estudo dos efeitos obtidos com a vanagdo da
concentragio do tampio. A figura 2.7 traz eletroferogramas onde observamos os efeitos
da polaridade de um modificador organico utilizado na separagéo de 4lcoois.

Para avaliar cada condigdo calculamos o SNR, LOD, numero de pratos (N), e
resolugio (R) referentes ao 1-pentanol € o 3-pentanol, ltimos picos, com exceg3o do
1-hexanol, nio detectado em todas as condi¢cdes. A tabela 2.2 traz os dados obtidos

nesses expernmentos.
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Figura 2.5. Eletroferogramas obtidos com capilar de 60,5 cm (52,5 cm
efetivos), potencial aplicado de 15 kV, inje¢do hidrodindmica 30 s, 100 mm.
Eletrélito tampao fosfato de sddio 25 mmol L', pH 6,9, SDS 25 mmol L (a),
50 mmol L™ (b) e 100 mmol L (c). Picos: 2-propanol (1), 1-propano} (2),
2-butanol (3), 1-butanol (4), 3-pentanol (5), 1-pentanol (6), 2 pL mL"! cada.
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Figura 2.6. Eletroferogramas obtidos com capilar de 60,5 cm (52,5 cm
efetivos), potencial aplicado de 15 kV, inje¢do hidrodindmica 30 s, 100 mm.
Eletrslito SDS 25 mmol L™, tampio fosfato de sodio pH 6,9, 12,5 mmol L™
(a), 25 mmol L' (b) e 50 mmol L' (¢). Picos: 2-propano! (1), 1-propano] (2),
2-butanol (3), 1-butanol (4), 3-pentanol (5), I-pentanol (6), 2 uL mL" cada..
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Figura 2.7. Eletroferogramas obtidos com capilar de 60,5 cm (52,5 cm
efetivos), potencial aplicado de 15kV, njecéo hidrodindmica 30 s, 100 mm.
Eletrdlito tampio fosfato de sédio 50 mmol L't, pH 6,9, SDS 50 mmol L",
diluido com 10 % de metanol (a), 10 % de etanol (b) e 10 % de 2-propanol (c).
Picos: 2-propanol (1), 1-propanol (2), 2-butanol (3), 1-butanol {4), 3-pentanol
(5), 1-pentanol (6), 1-hexanol (7), 2 pL mL" cada.



Tabela 2.2. Comparacio entre os resultados obtidos nas separagdes de alcools por

MEKC.
Eletrolito Analito Figora de Mérito

[S]* (T Mod.* N/10° SNR  LOD¢ R

25 25 Nenhum 1-pentanol 102 109 510 4,0
3-pentanol 89 214 260

50 25 Nenhum 1-pentano! 103 120 460 6,2
3-pentanol 80 179 310

100 25 Nenhum 1-pentanol 330 4] 1350 12,4
3-pentanol 85 97 580

50 12,5 Nenhum 1-pentanol 102 113 490 5,5
3-pentanol 95 159 350

50 25 Nenhum 1-pentanol 141 98 570 7,1
3-pentanol 91 129 430

50 50 Nenhum 1-pentanol 109 92 610 7.5
3-pentanol 95 108 520

50 50 Metanol 1-pentanol 156 125 450 7,7
3-pentanol 122 168 330

50 50 Etanol ] -pentanol 173 142 390 9,6
3-pentanol 144 197 230

50 50 2-propanol 1-pentanol 151 170 330 11,4
3-pentano! 154 244 230

a) Concentra¢do de surfactante (SDS).

b) Concentragio de tampao fosfato de sédio pH 6,9.

c) Modificador organico com o qual o eletrélito foi dituido em 10 %

d) Dado em pumol L™, estimado por SNR = 3.
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O aumento de concentragdo do surfactante aumenta a proporgdo de fase micelar.
Com um volume grande fase micelar a solubilizagio nesse meio é favorecida, o que
aumenta o tempo de retengdo e a resolugdo entre os picos. Entretanto, a sensibilidade
cai com o aumento da concentragiio de SDS, o que pode ser explicado por uma redugio
na quantidade de alcool na fase aquosa, além de um aumento na dispersio.

O aumento da concentragido do tampdo causa ligeira queda de sensibilidade e
aumento da resolugdo. A presenga de sais no meio aquoso provoca um deslocamento
dos alcoois para dentro das micelas, conhecido como efeito de salt-in/salt-out [23, 25],
o que justifica o observado.

A presenga do modificador torna o meio muito mais proprio para a solubilizagio
dos alcoois, o que permite a detecgdio de 1-hexanol ¢ aumenta a sensibilidade na
detecgdo de dlcoois por CCD, conforme ja observado anteriormente [17]. Possivelmente
o deslocamento de uma parcela maior de alcool para o meio aquoso seja o determinante
para o aumento de sensibilidade, 0 que demonstra que a resposta nesse tipo de sistema é
complexa e provavelmente envolve a somatéria de diferentes fatores, cada um com uma
contribuigido especifica para cada condigio.

Com a adi¢do do modificador organico ocorre também o aumento do tempo de
analise e da resolugdio entre os picos. Somente a reducdo da velocidade do fluxo
eletroosmotico devido ao aumento de viscosidade ndo justifica a grandeza do aumento
de resolugdo observado. A lonizagdo das micelas pode explicar esse comportamento.
Embora os 4lcoois de cadeia orginica curta estejam predominantemente na fase aquosa,
uma parte estd presente nas micelas, o que aumenta o grau de dissocia¢ido das micelas,
aumentando suas mobilidades, o que leva a uma janela de eluigio maior. Conforme
pode se observar o efeito é mais pronunciado com o uso de dlcoois mais apolares (efeito
2-propanol > etanol > metanol).

Testamos a possibilidade do uso de CTAB ¢ colato de sddio (SC) para a separagdo
de alcoois por MEKC. Ambos os surfactantes diferem significativamente do SDS. O
CTAB ¢ um surfactante catidnico, e embora o SC, a exemplo do SDS, seja um
tensoativo anidnico, suas propriedades sdo muito diferentes. O SC possui um niimero de
agregacio e CMC menores que as relativas ao SDS, o que confere uma estrutura
totalmente diferente as micelas formadas. No entanto, ndo obtivemos uma boa
separagdo com micelas de SC, porém sistemas contendo micelas mistas de SDS e SC
mostraram-se interessantes. A figura 2.8 mostra uma série de eletroferogramas obtidos

nos estudos envolvendo SC.
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Figura 2.8. Eletroferogramas obtidos com: capilar de 65,5 cm de comprimento (66 cm
efetivos), injecdo hidrodindmica, 30s, 100 mm, potencial aplicado de 15kV,
eletrélito, tampdo fosfato de sbédio 50 mmol L' pH 7,0, SDS 50 mmol L™ (a), SDS
40mmol L' ¢ SC 10 mmolL" (b), SDS 25 mmolL" ¢ SC 25 mmol L (¢), SDS
10 mmol L7 & SC 40 mmol L™ (d), SC 50 mmol L! (e). Picos, 1-propanol, 1-butanol,

1-pentanol e 1-hexano], todos 5 ul L™

Conforme se pode observar, os alcoois sdo eluidos mais rapidamente em sistemas
contendo SC em comparagdo a sistemas contendo apenas SDS. Partindo-se de uma
solugdo de 50 mmol L' de SDS para uma solugdo de 50 mmol L' de SC, passando por
sistemas mistos, verificamos que os tempos de retengdo dos dlcoois gradativamente sio

deslocados em diregdo ao EOF, cujo tempo praticamente permanece inalterado. A
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sensibilidade é aumentada com a presenca de SC, conforme pode ser observado na
tabela 2.3, onde valores de SNR determinados para o 1-propano}, 1-butanol € 1-pentanol
servem como comparativo das sensibilidades nesses sistemas. E possivel inclusive a
detecgio de n-hexanol sem a adi¢io de wm modificador orginico.

Embora ocorra aumento de sensibitidade e detecgdo do 1-hexanol, a exemplo do
observado na presen¢a de um modificador orginico, o efeito é aparentemente contrario

quanto 4 mobilidade das micelas, que € reduzida na presen¢a de SC.

Tabela 2.3. Comparac¢io da SNR para sistemas micelares mistos (SDS e SC).

SDS/CS Ruido SNR 1-propanol SNR 1-butanol SNR 1-pentanol
50/0 4,98x10™ 444 331 26
40/10 5,37 x10™ 642 665 331
25/25 5,09 x10™ 777 838 326
10/40 5,56 x10™ 977 1075 451
0/50 5,12 x10™ 1380 1053 252

Testamos a possibilidade de separagio dos alcoois utilizando micelas catidnicas,
formadas por CTAB. Nesse sistema, nio obtivemos uma linha base muito estavel,
porém a separagdo das espécies foi bem satisfatoria. Com esse sistema verificamos a
possibilidade do uso de capilares de didmetros menores, uma vez que normalmente os
eletrolitos empregados em MEKC sio bastante condutivos. Apesar da perda de
sensibilidade, separagdes mais rapidas podem ser realizadas em capilares de 20 pm de
d.1., conforme pode ser observado na figura 2.9.

Com o CTAB como surfactante ¢ possivel a detecgdo de 1-hexanol sem a
presenca de modificador orgénico.

Na figura 2.9.b ndo é observado um fendmeno de overshooting, presente em
todas as outras condigdes. Esse fendmeno, onde as regides imediatamente adjacentes
aos picos apresentam uma resposta contraria de condutividade, ndo € observado apenas
em MEKC e, apesar de ainda ndo bem compreendido, demonstra ser dependente tanto

da constituigdo e concentragio do eletrélito, como da geometria da cela.
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Figura 2.9.. Eletroferogramas obtidos com eletrdlito tampao fosfato de soédio
SOmmol L', pH7, CTAB 50 mmol L', potencial aplicado 15kV, inje¢io
hidrodinadmica 30s, 100 mm. Demais condigdes: (a) capilar de 50 um de d.t.,
comprimento total 65,5 cm (57 cm efetivos), concentragdo dos alcoois, todos
5 ul ml™; (b) capilar de 20 pm de d.i., comprimento total 44 cm (35,5 cm efetivos)

concentragio dos alcoois, todos 10 pl ml”
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Como ¢ comum em técnicas de separagfio. a melhor composigdo do eletrolito €
dependente da constituigdo da amostra, mesmo quando tratamos de analitos
semelhantes, como uma mistura de alcoois ou mesmo uma série de isdbmeros (como a
série de pentandis apresentada), e existe um compromisso entre sensibilidade, resolug@o
e freqiiéncia analitica, que deve ser otimizado para cada caso especifico. Portanto, néo
podemos indicar uma das condigBes testadas como a melhor condi¢@o para separagéo de

alcoois.

2.4. Proposiciao do mecanismo de deteccdo em MEKC

O objetivo desta segio € propor um mecanismo que explique a origem dos picos
negativos observados com detecg¢do por CCD em MEKC. Para melhor compreender o
ponto em questdo, € interessante uma breve explicagio sobre alguns trabalhos
realizados previamente com outros modos de detec¢do e como, a primeira vista, isto se
contrapde ao que foi observado no presente trabalho. Uma vez proposto, nosso objetivo
sera demonstrar a compatibilidade do mecanismo com os resultados prévios obtido por
outros autores.

Diversos trabalhos foram publicados com propostas de detec¢@o indireta por UV
ou fluorescéncia em MEKC, nos quais analitos sem grupos cromoéforos ou fluoréforos
puderam ser detectados. Os primeiros resultados com detecgdo CCD de élcoois
alifiticos em MEKC também apresentaram picos negativos, 0 que, num primeiro
momento, parecia ser razoavel, jA que se acreditava que os dlcoois provocassem uma
redugdo local da condutividade por mudangas na solvatagdo dos diversos ions. No
entanto, os resultados do presente trabalho demonstraram que alguns dlcoois provocam
um aumento da condutividade, o que deveria resultar em picos positivos. Assim, um
mecanismo mais complexo deve ocorrer durante a separagdo por MEKC, e para se
entendé-lo é necessario um conhecimento mais detalhado de alguns fendémenos que
ocorrem quando compostos, como os alcoois, sdo adicionados a sistemas micelares.

Considerando o SDS, abaixo da CMC, os ions DS encontram-se
predominantemente dissociados dos Na®, e nenhum comportamento diferenciado de
outros eletrdlitos merece ser destacado. Ja acima da CMC, ocorre a formagdo das

micelas que sio estruturas maiores €, no caso, com cargas negativas. Obviamente, este
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novo anion deve apresentar mobilidade diferenciada daqueta do monémero DS’ livre.
Além do mais, devido a alta densidade de carga, a total dissociagdo dos cations ndo
ocorre. Estudos tém demonstrado que um grande nimero de ions Na' se agregam a
micela, resultando numa estrutura com carga efetiva bem menor, em médulo, que
aquela correspondente a simples soma das cargas dos mondmeros que a compdem. A
figura 2.10 ilustra a dissociagdo e a ionizagdo das micelas.

A adigio de um composto ndo idnico perturba significativamente a estrutura
micelar, com conseqgiientes alteragdes nas mobilidades e, portanto, condutividade do
meio. Zana [23] reuniu os resultados de diversos trabalhos sobre sistemas
surfactante-alcool, permitindo que algumas propriedades importantes fossem
sumarizadas.

Considerando o equilibrio
nS +mG = M,™ Eq. 2.1

onde S, G" ¢ M,™" sdo o surfactante anidnico, o contra-ion catiénico e a micela com

numero de agregagdo n; a constante de micelizagao ¢ dada por
Ke = [MoJA[S]" [G]™) Eq. 2.2

Esta constante aumenta com a forga i6nica ¢ com o nimero de catbonos da cadeia
do alcool. Por outro lado, diminui com a concentragdo do 4lcool. Desta forma, um
alcool tem a capacidade de disponibilizar uma maior quantidade de espécies
monoméricas.

A CMC diminui com a concentragio de alcoois de cadeia longa, aumenta com a
concentragdo de alcoois de cadeia curta e apresenta comportamento intermediario para
alcoois de cadeia também intermediaria. A alteragdo da CMC pela adigdo de alcooss €,
portanto, umn fator que aumenta a complexidade do sistema, Ja que novas espécies — com
diferentes mobilidades — devem ser formadas.

O grau de dissocia¢io aumenta com a concentragdo de um alcool. Isto se deve
basicamente ao aumento do volume da micela e conseqiiente diminui¢&o da densidade
de carga do anion. Desta forma, um alcool teria a capacidade de aumentar em médulo a

mobilidade efetiva tanto das espécies monoméricas como da micela.
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Figura 2.10. Representa¢fo da dissociagio (liberagdo do contra-on) e ioniza¢io
(equilibrio entre mondmeros e micelas) de um sistema micelar contendo um
surfactante anidnico (como o SDS). A presen¢a de alcoois afeta os dois

equilibrios aqui representados.

Além destes fendmenos, deve-se considerar o efeito do 4lcool como uma espécie
que ajtera a viscosidade do meio aquoso e a camada de solvatagdo dos demais fons
presentes no tamp3o. Embora cada caso deva ser considerado em separado, a tendéncia
geral ¢ a diminui¢do da mobilidade das espécies ibnicas, como observado nos
experimentos realizados, no presente tfrabalho, na auséncia de SDS.

Este complexo conjunto de fenOmenos permite observar que os &lcoois
apresentam influéncias ambiguas sobre a condutividade do eletrélito utilizado em
MEKC. Os resultados globais sobre os eletrdlitos utilizados neste trabalho foram
apresentados, e se observa que, em alguns casos, hd o aumento de condutividade e em
outros, ha uma diminuig¢ao.

Até este ponto, foram considerados os fendmenos que levam ao comportamento
do eletrélito em condigdes ndo eletroforéticas, o que ainda nio permite um direto
entendimento do processo de detecgdo.

O que postulamos para explicar esse processo ¢ a predomindncia de dois dos
fendmenos citados: (1) o efeito sobre a constante de micelizagéo e (ii) o efeito sobre o
grau de dissociag@o. Durante a migragdo da banda contendo um 4lcool, prevaleceriam
os efeitos de dissociagdo das micelas e de ionizagdo das mesmas. Assim, localmente,
seriam geradas espécies de alta mobilidade que se deslocariam com velocidades, em
médulo, maiores. O resultado seria uma diminui¢do local do contetido i6nico devido &
diminuigdo das concentra¢des das espécies envolvidas na formagdo das micelas. A
medida que estas espécies se afastassem da regidio contendo o analito, 0 equilibrio seria
restabelecido, retornando-se a uma condi¢do de uniformidade da composi¢do e,

portanto, da linha base do detector.
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Este processo de propagacio de uma regifio de baixa concentragdo ¢ conhecido
em CE como vacéncia, ¢ o tesultado seria registrado através do detector como um sinal
de condutividade que momentaneamente ¢ diminuida, originando os picos negativos.

O primeiro teste para esta teoria € responder 2 seguinte questio: Se ha uma
deplegdo local de ifons, para onde estes estariam se deslocando? Esta pergunta ¢
pertinente, pois deveria ser possivel observar uma regifio rica em ions € com uma
conseqliente elevagao da condutividade. De fato, a regido correspondente ao plug de
in)e¢do da amostra — comumente conhecida como pico referente ao EOF — possul uma
série de irregularidades, alternando regides de baixa e alta condutividade em relagdo a
linha base. Postulamos que as perturbagdes causadas pelos analitos reflitam-se nesta
regido, ja que a aparente instabilidade — isto ¢, o numero de perturbagdes em relagio a
linha base — ¢ dependente do miimero de alcools presentes na amostra.

Niao fomos capazes de realizar expenmentos que comprovassem definitivamente
esta teoria, mas optamos por reunir alguns trabalhos da literatura cujos resultados
corroborem a proposta.

A detecgdo indireta por fluorescéncia em MEKC foi proposta por Amankwa e
Kuhr [26] e utilizada por diversos outros autores [27, 28, 29]. O mecanismo proposto
para justificar o aparecimento dos picos negativos baseia-se em dois fendmenos: (i) uma
espécie fluorofora deve apresentar maior rendimento quantico de fluorescéncia na fase
micelar e (ii) o analito deve deslocar este fluoréforo da micela. De fato, varios antores
tém observado o aumento do rendimento quintico na fase micelar, o que € atribuido a
protecio do estado excitado do fluoréforo pela micela [28]. J& a competigao pelos sitios
de adsor¢do na micela ou mudanga da constante de particZo do fluoréforo devido a
presenga do analito ndo € wequivocamente demonstrada. Isso se deve em parte pela
total desconsideragdo dos autores quanto aos efeitos dos analitos sobre a dissociagio e
lonizagdo das micelas.

Apesar disso, 0 mecanismo que tem sido proposto ndo €, de toda forma, invalido
ja que h4d uma boa concorddncia com alguns resultados experimentais. No entanto, o
mecanismo que estamos propondo permitiria também explicar os picos negativos com a
detecgdo por fluorescéneia indireta, ja que a vacincia de micelas e fluoréforos na regido
do analito gerariam o mesmo efeito na forma de pico negativo. Além do mais, o
aumento da concentragio de espécies fluordforas pa regido do pico correspondente ao
EOQOF, conforme previsto por nosso modelo, ¢ observavel em alguns dos trabalhos na

forma de picos positivos de fluorescéncia [28].
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Com essas consideragdes, acreditamos ter demonstrado que os resultados por nos
obtidos e por outros autores nao desqualificam o mecanismo proposto, o qual deve
servir para aumentar o entendimento do processo de separagio e detecgio em MEKC.
Obviamente, como demonstrado, o conjunto de fenémenos é bastante complexo e
merecedor de futuros e complementares estudos que fogem ao escopo do presente

trabatho.
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Capitulo 3

Determinacao de
carboidratos




3.1 Introducao

Carboidratos sdo espécies de extrema importancia para a vida e representam, dessa
forma, uma classe de grande interesse para diversas areas de pesquisa, como a bioquimica ¢ a
tecnologia ¢ engenharia de alimentos. Diante desse fato, essa classe de compostos esta
constantemente no foco de técnicas analiticas, dentre as quais a CE, que nos iltimos anos vem
demonstrando-se uma dtima ferramenta para os estudos retacionados a carboidratos.

Devido aos seus prncipios basicos, a eletroforese € uma técnica aplicavel
principalmente para a separa¢do de espécies 10nicas, uma caracteristica que n3o € a nais
marcante para o caso dos carboidratos. Dessa forma, a separagdo dessa classe de substincias é
baseada em modificagdes quimicas, que podem ser permanentes [30 - 34] ou dindmicas [30,
35 - 39], resultando em espécies portadoras de carga.

A complexagdo de carboidratos com borato € com céations de metais sio exemplos de
modifica¢des dindmicas, consideradas por diversos autores como separagdes de carboidratos
ndo-derivatizados, dentro das quais podemos classificar a separagdo de carboidratos em pHs
altos o suficiente para promover a dissociagdo dos mesmos. Apesar de ter sido demonstrado
que a complexa¢io com borato promove um aumento de duas a cinqiienta vezes na
absortividade molar a 195 nm [40] de mono e oligossacarideos, essas estratégias visam
basicamente a promogao de carga aos analitos.

As modificagdes permanentes, ou derivatiza¢des, permitem nio apenas tornar os
carboidratos espécies 16nicas como espécies absortivas ou fluorescentes. Essa abordagem ¢é
particularmente atrativa porque os carboidratos nio possuem boa absortividade ou
fluorescéncia, propriedades nas quais se baseiam os modos mais utilizados de detec¢dio em
CE.

Apesar das estratégias de derivatizagdo estarem bem estabelecidas e proporcionarem
por muitas vezes excelentes resultados com relagdo & sensibilidade, trata-se de um passo
adicional na analise, de forma a abrir espago para a proposi¢ao e desenvolvimento de técnicas
de detecgdo nao dependentes de denivatizagdes para a analise de carboidratos.

Existem diversos métodos no que diz respeito a detec¢do, baseados em espectrometria
de massas, amperometria ¢ indice de refragdo [36, 41, 42]. Outra abordagem comum ¢ 0 uso

detecgdo UV indireta [39, 43, 44].

43



Neste trabalho apresentamos um método para a determina¢io de carboidratos,
especificamente mono e dissacarideos, por CE com CCD. Decorrente da baixa mobilidade
eletroforética dos agucares dissociados, o registro dessas espécies é observado como picos
negativos. Podemos entdo classificar essa abordagem como detecgio condutométrica indireta
de espécies ndo denvatizadas. Para ilustrar as possibilidades do método foram feitas algumas

determinagdes de agicares em algumas amostras de bebidas.

3.2 Material e métodos

Todos os reagentes utilizados eram de grau analitico. As solugdes foram preparadas
através da dissolugio direta desses reagentes ou através da dilui¢do de solugdes estoque. Em
ambos os casos foi utilizada agua deionizada, com resistividade elétrica maior ou igual a
18 MQ (Nanopure UV, Bamsted).

As amostras utilizadas para determinag@o de carboidratos foram obtidas diretamente
em supermercados € a prepara¢io se limitou a degaseficagdo em banho de ultra-som a
temperatura ambiente, para o refrigerante de cola, seguida de dilnigao em dgua deionizada. As
amostras foram filtradas em membrana de porosidade 0,45 pm em PVDF (Millex, Millipore).

Os pHs dos eletrédlitos de corrida ndo foram diretamente medidos devido ao grande
erro relativo a medidas realizadas na faixa de pH utilizada. Para controlar as condigbes
experimentais utilizou-se uma solugdo padronizada (por titulagdo) de NaOH 0,5 mol.L" para
o preparo dos eletrdlitos de corrida.

Os eletroferogramas apresentados neste capitulo foram obtidos através de trés
capilares (J&W Scientific) de silica fundida. Capilar 1: 375 pm de d.e. & 50 pm de d.i., com
68,5 cm de comprimento (60 cm do ponto de injeglo ao detector); capilar 2: 375 um de d.e. e
20 pm de d.i, com 44 cm de comprimento (35,5 ¢cm do ponto de injegdo ao detector); capilar
3: 375 pm de d.e. e 50 um de d.i, com 65 cm de comprimento (56,5 cm do ponto de injegdo ao
detector).

Os potenciais aplicados foram 11 kV (capilar 1), 25 kV (capilar 2) ¢ 15 kV (capilar3).
A introdugdo das amostras foi sempre realizada de forma hidrodindmica pela elevagdo do
reservatorio do catodo.

O condicionamento dos capilares, assim como o equipamento de CE, encontram-se

descritos na se¢Zo de materiais ¢ métodos do capituto 2.



3.3 Resultados e discussao

O eletrélito de corrida pode atuar somente como um meio fisico para uma dada
separagio determinada apenas pelas diferengas de mobilidades entre as espécies em analise.
Porém, na pratica, o eletrdlito € responsavel direto para a obtengdo de seletividade nas
separagdes, do controle do pH através de sistemas tamp3o, e¢ até separagbes quirals
envolvendo aditivos opticamente ativos.

E um fato bem conhecido que a melhor composicio do eletrdlito de corrida depende
ndo s6 da aplicagao (matrix e analitos) assim como do sistema de detec¢io empregado. De
fato, a separagdo de carboidratos por CE j4 vem a muito sendo estudada, ¢ neste trabalho
apresentamos os estudos da deteccdo dessas espécies por CCD.

Em CCD o eletrdlito deve ser escolhido ndo apenas para possibilitar a separagao das
espécies, mas deve conter um co-ion com mobilidade significativamente diferente da
mobilidade dos analitos. Essa diferen¢a € responsével direta pela sensibilidade obtida, pois
modula a amplitude da variagio na condutividade da zona do analito. Por exemplo, se a
amostra contém como analitos cations de baixa mobilidade, € preferido o uso de um eletrélito
contendo cations de alta mobilidade, mesmo com uma contribui¢io negativa, aumentando o
aquecimento do capilar. E necessario alcangar um equilibrio de forma a otimizar a SNR. Uma
discussdo mais aprofundada pode ser encontrada na segio 1.6, que trata justamente da CCD.

Levando em consideragao essas observagdes, a escolha por um eletrélito de alto pH ¢
justificada. Os agucares dissociados representam espécies de baixa mobilidade e o ion
hidroxila (o anion majoritario do eletrélito) € exatamente o Amon de maior mobilidade em
melo aquoso.

E um fato bem conhecido que a concentragio de NaOH afeta o tempo de anélise € a
resolugdo na determinagio de carboidratos [36, 39, 43, 44]. A figura 3.1 ¢ composta por
eletroferogramas obtidos utilizando-se diferentes concentragdes de base. Duas caracteristicas
devem ser notadas: a sensibilidade e um fendmeno de overshooting. Reduzindo-se a
concentra¢do de NaOH a linha base torna-se mais estvel e a intensidade dos picos aumenta
significativamente. A estabiliza¢Zo da linha base esta relacionada a redugio da condutividade

do eletrolito.
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O aumento da intensidade dos picos ndo tem uma explica¢io tio ébvia. Entretanto o
cfeito é pronunciado, inclusive o eletroferograma 3.1c foi obtido injetando-se o dobro do
volume de amostra em relagio aos eletroferogramas 3.1a ¢ 3.1b. A hipétese ¢ a de que,
reduzindo o pH, ocorre a reducio das mobilidades efetivas dos agucares, de forma a aumentar
as diferengas de mobilidade entre os analitos ¢ 0s co-ions do eletrdhito. Qutra vantagem de se
trabalhar em menores concentra¢des ¢ a redugdo do overshooting, tornando os picos melhor
delimitados, o que permite uma maior precisdo na determinagiio das areas dos picos.

O fendmeno de overshooting ainda ndo é bem compreendido, e ocorre dependendo das
condi¢bes experimentais, tais como a geometria da cela e a composigio do eletrdlito. Este
comportamento jd havia sido observado na separa¢do de alcoois alifdticos por MEKC
utilizando a CCD [17], e parece ser caracteristico desse tipo de detec¢io, uma vez que em
condicdes similares, mas empregando-se detecgdo amperométrica ou espectrofotométrica, nao
é observado o fendmeno [36, 39, 43, 44].

O par critico galactose-lactose sofre uma alteragiio na ordem de migragdo quando a
elevagio do pH promove um aumento mais pronunciado na velocidade de migragio da

galactose em relagdo & lactose.
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Figura 3.1. Efeitos da concentragdo de NaOH na separa¢do e resposta do detector. As
figuras (a), (b) e (c) mostram eletroferogramas obtidos com eletrélitos contendo NaOH
50 mmo! L', 25 mmol L e 10 mmol L', respectivamente. Todos os eletrélitos continham
0,2 mmo! L' de CTAB para reverter 0 EOF. A amostra continha 1 mmol L de frutose (1),
glicose (I1), galactose (III), lactose (IV) e sacarose (V). Capilar 1, inje¢do 100 mm por 30 s
(a) € 100 mm por 155 (b) e (c).
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Numa etapa posterior, foram avaliados possiveis aditivos para anmentar a eficiéncia e
sensibilidade da determinagdo. Caminhamos na tentativa de reduzir a condutividade do
eletrdlito de corrida. Para tal, testamos o uso de um modificador orgénico, no caso o metanol,
e 0 uso de um eletrolito tamponado com fosfato de sédio.

A figura 3.2 mostra eletroferogramas de uma mistura de sacarideos separados com o
uso de eletrdlitos contendo 30 mmol L de NaOH, 30 mmol L' de NaOH mais 12 % (v/v) de
metanol ¢ 30 mmol L” de NaOH mais 15 mmol L' de Na;HPO4. Em todos 0§ casos picos
negativos foram obtidos. Alguns pardmetros foram usados para efeito de comparagdo: a
resolugdo do par critico galactose-lactose, o tempo de migragio e a estabilidade da linha base,
incluindo o fenémeno de overshooting.

A adigdo de metanol tinha a pretensio de duminuir a condutividade do eletrdlito,
aumentando dessa forma a SNR. Apesar da redugdo da condutividade, constatada pela
redugio da corrente de 24 LA para 18 pA, ndo houve uma estabiliza¢io significativa da linha
base. Por outro lado, devido a redugdo do EOF, observamos uma melhora na resolugio do par
critico.

A adi¢do de fosfato resultou em uma melhora consideravel na linha base e na
resolugdo. Porém, a sensibilidade foi reduzida € o tempo de analise foi consideravelmente
aumentado. A estabilizaggo da linha base pode ser atribvida ao efeito tampio, que impede
grandes oscilagoes da condutividade do meio, principalmente pelo fato da hidroxila ser o
Anion majoritario no sistema. J4 a redugdo da sensibilidade pode ser compreendida levando
em consideracio que nesse caso o eletréhio possui trés dnions: OH, HPO.*, e PO4”". Os fons
fosfato nfo apresentam a mesma magnitude de mobilidade que a hidroxila, no entanto, para
marnter a neutralidade elétrica da regiio do plug de amostra, duas moléculas de agucar
dissociadas sd0 necessarias para substituir uma HPO42', e trés para substituir uma PO,

Afravés desses estudos observa-se que a resolug@o do par critico galactose-lactose é
obtida através do aumento da concentragio de base, porém causando um prejuizo a
sensibilidade € mesmo & quantificagio, visto que o overshooting é mais pronunciado nessa
sitvago (figura 3.2¢). Dessa forma, para amostras mais simples, trabalhar em concentragdes
menores de NaOH € interessante, pois nessa sitnago temos uma sensibilidade maior. Para
espécies de menor mobilidade, como a sacarose dissociada, a presenga de fosfato &
interessante por aumentar a resolugo entre o pico do analito e a perturbagdo causada pelo

EOF.
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Figura 3.2. Efeitos do metanol e fosfato na separagdo e resposta do detector. As figuras
(a), (b) e (c) mostram eletroferogramas obtidos com eletrélitos contendo 30 mmol.L" de
NaOH, 30 mmol.L"' de NaOH mais 12% de metanol ¢ 30 mmol.L"' de NaOH mais 15
mmol.L”' de Na PO, respectivamente. Todos os eletrdlitos continham 0,2 mmol L' de
CTAB para reverter o EOF. A amostra continha 1 mM de frutose (1), glicose (1I), galactose
(1ID), lactose (IV) e sacarose (V). Capilar 1, injegao 100 mm por 30 s.
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Melhores resultados foram obtidos com o uso de um capilar com didmetro interno de
20 pm de d.i., 0 que permitiu a aplicagdo de um campo elétrico mais elevado, reduzindo
tempo de andlise e aumentando a eficiéncia para os agicares. A figura 3.3 mostra
eletroferogramas de amostras reais usando um capilar de 20 um de didmetro interno. O
eletrolito (NaOH 10 mmol L™, Na,HPO4 4,5 mmol L' ¢ CTAB 0,2 mmol L™) foi otimizado
para dar uma sensibilidade adequada, pequeno tempo de analise e resolugdo suficiente para a
separagdo de agucares em diversos tipos bebidas. Como as bebidas escolhidas ndo
apresentavam galactose em sua composi¢@o, esse agucar foi escolhido como padréo interno
para todos os casos. Nessas condigdes o overshooting praticamente nio € observado.

A seqiiéncia experimental obedece a ordem apresentada na figura, indo de 3.3a a 3.3f.
Depois da amostra d observamos um aumento no tempo de migragdo, provavelmente devido a
reducio do EOF por fendmenos de adsorg&o.

A tabela 3.1 apresenta os parametros da curva analitica preparada com cinco padrdes
de 1 a Smmol L de frutose, glicose e sacarose, todas contendo 3 mmol L' de galactose
como padrio interno. Os resultados demonstram que ndo ha evidéncias de erros sistematicos.
As sensibilidades inferidas através da inclina¢#o néo sio significativamente diferentes para os

mono-sacarideos, enquanto a sensibilidade para a sacarose ¢ maior.

Tabela 3.1. ParAmetros da curva analitica®

Aglicar A B/mM’ R®
Frutose -0.028+0.028  0.3433 £0.0085 0.9975
Glicose  -0.070 £ 0.032 0.3436 £ 0.0096 0.9969
Sacarose 0.004 +0.022 0.3970 £ 0.0065 0.9989

2y = A +B-C, onde Y é a 4rea relativa 4 4rea do padrio interno (galactose 3.0 mmol.L") e C
¢ a concentragdo em mmol L

® Coeficiente de correlagio para 10 dados.
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Figura 3.3. Eletroferogramas de (a) solu¢do padrio de 3 mmol L' de frutose, glicose,

galactose e sacarose; (b) refnigerante a base de cola (diluigdo 2:100); (c) aguardente de cana

de agucar (diluicdo 1:10); (d) suco de laranja in natura (diluigio 3:100); (e) bebida isotdnica

(diluigdo 3:100); (f) suco concentrado de uva (diluigdo 1:100). Eletrolito de corrida NaOH
10 mmol L™, Na,HPO4 4,5 mmol L™ ¢ CTAB 0,2 mmol L. Picos: frutose (I), glicose (IT),

gatactose (I1T) e sacarose (TV). Foi utilizado o capilar 2, com inje¢do hidrodindmica: 100 mmn

por 20 s.
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A tabela 3.2 mosira a concentragfio de agdcares nas diferentes amostras analisadas,
assim como a quantidade total de carboidratos informada pelo fabricante, quando disponivel.

Os resultados obtidos demonstraram-se concordantes.

Tabela 3.2. Resultados da anilise de agiicares em bebidas®

Refrigerante Isotdnico Suco de Laranja Suco de Uva Aguardente

Frutose - 16,3 17,5 20,4 64,9 nd®
Glicose 16,5 21,8 16,8 57,7 nd

Sacarose 73,7 18,2 36,0 nd 17,4
Total 106 57,5 732 123 17,4
Valores de rétulo® 105 60 - 130 -

® Todos os valores em g L'
% nd — nio detectado;

¢ Os valores de rotulo referem-se a quantidade total de carboidratos.

A faixa linear para a frutose foi avaliada utilizando sacarose 3 mmol L' como padrio
interno. Baseado em 20 eletroferogramas de solugdes contendo de 125 umol L' a
64 mmol L ', um coeficiente de correlagio de 0,9995 foi obtido. A solugdo mais concentrada
(64 mmo} L") foi analisada reduzindo o tempo de injegio de 20s para 10s, devido a
saturagio do detector com pico de sacarose nessa condigdo. Uma regressao linear graficada
em escala logaritmica foi aplicada para avaliagdo do hmite de linearidade. Nesse caso a
inclinagio (1,013 +0,014) nio é significativamente diferente de um, o que sugere que o limite
de linearidade ¢ ainda maior que 64 mmol.L”. No entanto para concentragdes acima desse
valor seriam necessarios ndo s6 a redugdo do tempo de injecdo, como o aumento da
concentra¢io do padrio interno.

A tabela 3.3 apresenta o numero de pratos e o limite de detecgio para frutose, ghcose,
galactose ¢ sacarose. Apenas a glicose difere significativamente do grupo. O numero de pratos
é comparéavel com os de outros trabalhos {36, 39]. O limite de detecgdo ¢ comparavel com o

obtido afravés de detecgio indireta por UV [39, 43, 44).
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Tabela 3.3. Namero de pratos® e limite de detecgio®

Frutose Glicose Galactose Sacaose
T\Il.’lmero de pratos 168.200 70.700 130.400 164.900
LOD / pmol.L™ 16 31 18 13

* Estimado por N = 5.54-(tm/w|/2)2, onde ty € 0 tempo de migragdo e wy, € a largura do pico a
meia alfura..

® Estimado por S/N =3.

Foi verificada a possibilidade de separagdo de carboidratos por MEKC, mas, conforme

demonstra a figura 3.4, tanto a resposta como a separa¢do sio deficientes.

RN [ | S

fru/gli/sac

:I}oo(nv EOF fru EOF

T T T u T ] ; . . - r
6 7 [ 5 1 1 12 H H a K 1
tempo / min

tempo / min

Figura 3.4. Eletroferogramas obtidos com: capilar 3, inje¢io hidrodindmica, 30 s,
100 mm. Eletrélito de corrida: tampiao Na,HPO; 50 mmol.L"! pH7,0 ¢ SDS
50 mmol.L"'. Concentragio dos analitos: (a) frutose 100 mmol.L™, (b) frutose, glicose e

sacarose, todos 20 mmol.L”.

Mono e dissacarideos sao espécies extremamente hidrofilicas, o que sugere que a
baixa resolugéo € o pequeno deslocamento em relagdo ac EOF devem-se a pequena interagio
que essas especies tém com as micelas. A pequena resposta também pode ser explicada pela
baixa interagdo dos carboidratos com as micelas e € compativel com a discussdo desenvolvida
no capitulo anterior: a resposta observada deve ocowrer praticamente pelas alteragdes
promovidas no meio aquoso, enquanto alteragSes apenas discretas devem ocorrer com as
micelas, diferindo significativamente em relagio a resposta observada na detecgio de alcoois

alifaticos com CCD.
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Capitulo 4

Determinacao de
salbutamol




4.1 Introducao

Os testes envolvendo a separagio e detec¢do do salbutamol (albuterol) conciliam a
intengdo de expandir a relagdo de espécies determinadas e fazer uma comparagio do
desempenho desse modo de detecgdo em FSCE e MEKC, uma vez que o mesmo pode assumir
carga positiva, negativa ou a forma ziteridnica. Esse farmaco possui dois pKas, 9,3 ¢ 10,3.
Abaixo de pH 9,3 estd predominantemente com carga positiva, enquanto acima de pH 10,3 esta
predominantemente anidnico [45].

O salbutamol ¢ um agonista adrenérgico do grupo das feniletanolaminas [46). Em
doses terapéuticas atua seletivamente nos adrenoreceptores B, da musculatura lisa bronquica
com pouca ag¢do sobre os adrenoreceptores By do misculo cardiaco e adrenoreceptores o. O
efeito € a dilatagdo dos brénquios com pouco efeito de aumento da taxa e forga do musculo
cardiaco. Apesar de mimetizar os efeitos dos adrenoefetores catecolaminicos encontrados no
homem (epinefrina e norepinefrina), ndo apresenta em sua estrutura (figura 4.1) o catecol, o
que permite sua administra¢do oral. Catecolaminas sio prontamente degradadas no trato
gastrointestinal, onde estd presente em grandes quantidades a enzima catecol-O-
metiltransferase (COMT). Essas caracteristicas permitem o uso do salbutamol no tratamento da

asma, principalmente na forma de xaropes.

HOH2C
o
HO CHCH2NHC(CH3s)s

Figura 4.1. Estrutura do salbutamol (albuterol).
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4.2 Material e métodos

Todos os reagentes utilizados eram de grau analitico. As solugdes foram preparadas
através da dissolugdo direta desses reagentes ou através da diluigdo de solugdes estoque. Em
ambos os casos foi utilizada dgua deionizada, com resistividade elétrica major ou igual a
18 MQ (Nanopure UV, Barnsted). Foi utilizado um capilar de silica fundida (marca J&W
Scientific), 375 um de d.e. € 50 um de d.i. com comprimento de 63 ¢cm (54,5 cm da injegio ao
detector).

O condicionamento do capilar, assim como o equipamento de CE, estio descritos no
capitulo 2.

Foram testados os seguintes eletrélitos para a separagdo do salbutamol:

o Tampio acetato de potassio 5 mmol L’ pH 4,9;

e Tampio borato de potassio 5 mmol L' pH 9,0;

 Tampao fosfato de sédio pH 12,1 (Na;HPO4 4,5 mmol L™, NaOH 10 mmol L™,
mais CTAB 0,2 mmol L™

s Tampio borato de sédio 30 mmol L' pH 9,4 mais SDS 50 mmol L.

As solugdes foram preparadas conforme explicado no capitulo 2 e capitulo 3 (tampio
pH 12,1).

Todas as inje¢des foram realizadas de forma hidrodindmica, por elevagdo do
reservatorio da amostra: 25 s, por 100 mm, nos experimentos em FSCE e 30 s por100 mm em
MEKC. A inje¢do da amostra foi realizada no anodo (polaridade positiva), com excegdo da
separagao rtealizada com o eletrélito pH 12,1, onde a amostra foi introduzida no catodo

(polaridade negativa).
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4.3 Resultados e discussiao

Por apresentar hidroxilas complexaveis com borato, esse sistema foi nosso ponto de
partida para os estudos envolvendo a detecgio do salbutamol. Em tamp3o borato pH 9,0
verificamos que a mobilidade aparente da espécie é muito proxima da mobilidade do EOF,
o0 que indica que nessas condigBes a carga liquida da espécie é praticamente nula (estd na
forma ziteribnica, préxima ao ponto isoelétrico). A figura 4.2 mostra um eletroferograma
obtido nessas condigdes € com o uso de tetractilamdnio (TEA) como padrio interno. Como

se observa, ocorre uma coeluigdo com o EOF, o que inviabiliza o uso desse eletrdlito para

determinag@o desse composto.

04
>
£ °" TEA
o
o
1723
e
salbutamol
0,4
EOF
) T [ T ]
2 3 4
tempo / min

Figura 4.2. Eletroferograma obtido com eletrélito tampao borato de potassio
5mmol L', pH 9,0. Concentragio das espécies: 300 pmol L. Potencial
aplicado, 25 kV (i = 2,4 pA).

Por conferir uma condigdo de neutralidade, o tampio borato foi escolhido para
compor o eletrolito para a separagio de salbutamol por MEKC. Como estudos anteriores
envolvendo a detec¢io de Alcoois (capitulo 2) indicam que tampdes mais concentrados
levam a uma SNR maior, o tampio borato foi utilizado em uma concentragcao mais elevada
em relagdo ao experimento realizado em FSCE. A figura 4.3 mostra um registro tipico das

separagdes obtidas por MEKC.
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Figura 4.3. Eletroferograma obtido com eletrélito tampdo borato de so6dio
30 mmol L™ pH 9,4 mais SDS 50 mmol L. A concentrag@o de salbutamol é
300 umol L™, Potencial aplicado, 15 kV (i = 16,3 HA).

Devido a maior condutividade do eletrélito o potencial de separagio teve de ser
significativamente reduzido. Uma conseqiiéncia imediata foi o aumento no tempo de
corrida.

Foram efetuadas separagbes do salbutamol dissociado em tampdo acetato de
potassio pH 4,9, onde o salbutamol apresenta carga positiva. O potassio foi escolhido como
contra-ion do tamp#o acetato por apresentar maior mobilidade em relagdo ao sédio, o que
garante uma maior sensibilidade na detecgdo condutométrica indireta de cations. A figura
4.4 apresenta um eletroferograma obtido com tamp#o acetato e TEA" como padrio interno.

Em tampdo acetato de potassio, o formato dos picos de TEA® e de salbutamol
demonstram que possuem uma mobilidade menor que o co-ion do tamp@o (tailing peaks),
o que ndo prejudica a quantificagio. Verificou-se que no intervalo testado (50 umol L™ a

300 pmol L) a resposta é linear.
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Figura 4.4. Eletroferograma obtido com eletrélito tampéo acetato de
potassio 5 mmo] L' pH4,9. Concentragio das espécies: Salbutamol
300 0 mmol L', TEA" 300 umolL".  Potencial aplicado, 25kV

(i=3 pA). Observa-se um pico (I) ndo identificado.

A detec¢io de salbutamol como cation também foi conseguida. Foi utilizado um
tampio fosfato de sédio pH 12,1, eletrélito escolhido por estar dentro da faixa de pH
desejada € também pelos bons resultados e conhecimento do seu comportamento na
detecgdo condutométrica de agucares (capitulo 3).

O contraion escolhido para a composi¢do do tampao fol o sédio. Nesse caso a
sensibilidade é determinada pelas diferencas de mobilidade entre as espécies anidnicas do
eletrdlito (HPO4™, PO.> e OH) e o analito, conforme discutido no capitulo anterior.

Normalmente o sulfato de salbutamol é a forma utilizada para a fabricagio de
xaropes. Uma caracteristica interessante da determinac¢io de salbutamol como dnion € a
possibilidade de determinag¢o simultinea do sulfato. Além do sulfato de salbutamol seria
possivel a determinagdo dos aglcares no mesmo xarope, bastando apenas a adequagio da

diluigio para a determinagio de cada um dos analitos. A figura 4.5 mostra um
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eletroferograma nessas condigdes, onde se observam os picos cotrespondentes 2o sulfato,
ao salbutamol e a galactose, adicionada como padrdo interno. No mesmo eletroferograma

observamos deteccio direta (sulfato) e indireta (salbutamol e galactose).

]
s80,”
0.2
>
8
(9]
(o]
Q.
7]
2 004
salbutamol
galactose
EOF
T T T ’ T T
4 8 12
tempo / min

Figura 4.5. Eletroferograma obtido com eletrdlito tampio fosfato de sédio
4,5 mmol L' NaOH 10 mmol L, CTAB 0,4 mmol L. Concentragio das espécies:
Salbutamol 250 pmol L', galactose 500 pmol L', sulfato 500 umolL’. A
concentragio do sulfato é resultante do sulfato correspondente ao contraion do

salbutamol e a adi¢do de mais 250 pmol L". Potencial aplicado, 12 kV
(i=133 pA).
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Os melhores resultados na determinagio de salbutamol foram obtidos em FSCE. A
tabela 4.1 demonstra, através do tempo de andlise e sensibilidade, a superioridade desse modo

frente a MEKC para esse analito.

Tabela 4.1. comparacfio entre métodos na detecgfio de salbutamol.

Eletrdlito Modo Tempo de andlise”  Sinal/ruido
Ac/HAc FSCE 2,93 220,5
HPO4 /PO, /CTAB  FSCE 12,30 249,5
H;BOy/B(OH);/SDS ~ MEKC 9,08 34,2

(a) Utilizado o tempo de migragdo do analito ou do padrio interno, o que for maior.

Cada um dos eletrélitos para separagio em FSCE tem suas vantagens. Apesar de
apresentar uma SNR maior, o tempo de anélise em pH elevado requer um tempo maior de
analise, porém em uma mesma injegao pode-se determinar a quantidade de sulfato presente na
amostra. Cabe lembrar que existe ainda a possibilidade de utilizagdo de um capilar de 20 pm,
de maneira similar ao proposta para a determinagdo de carboidratos, o que podena tornar o
tempo de anilise para o tampao fosfato pH 12 semelhante ao tempo obtido com o tampao
acetato, porém uma perda de sensibilidade certamente setia observada com a redugao da cela

condutométrica.
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Capitulo 5

Conclusoes e
perspectivas




5.1 Conclusdes e perspectivas

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram reforgar a aplicabilidade da
eletroforese capilar com detecgdo condutométrica sem contato na analise de compostos
nio-idnicos. Neste caso, estamos considerando um conceito mais amplo e flexivel sobre o gue
podemos entender como compostos nao-iénicos, isto €, substincias que em condigdes prévias
a introdugdo no capilar podem comumente ser encontradas em uma forma neutra. Este
conceito nos parece mais adequado posto que, durante o processo de separa¢io por FSCE e
MEKC, todas as espécies efetivamente separadas estdio envolvidas em estruturas
eletricamente carregadas. Isso inclui gerag¢do de espécies protonadas, desprotonadas,
complexos idnicos ¢, porque ndo, agregadas a micelas idnicas. Por essa optica, FSCE e
MEKC n3o se constituiriam em técnicas significativamente distintas — eletroforese e
cromatografia —, mas difennam apenas na estratégia utilizada para se obter espécies idnicas
com mobilidades diferenciadas.

Os estudos sobre o mecanismo de detec¢io em MEKC demonstraram que sistemas
micelares sdo bastante complexos quando sdo particularmente aplicados & eletroforese.
Classicamente, tem-se postulado que a separagio ocoIta por um processo meramente de
parti¢io — anlogo a cromatografia — e que a detecg@o indireta esteja baseada no deslocamento
de cromoforos ou fluoroforos ou em alteracdes locais de outra propriedade, como a
condutividade da solugio. De fato, tais fendémenos devem ocoirrer, mas tém sido desprezados
os efeitos dos analitos sobre o grau de dissociagdo e ionizagdo das micelas, o que levaria a
alteragdes significativas na mobilidade das micelas e contra-ions. Aparentemente, estas
altera¢des levariam a deslocamentos regionais das espécies envolvidas, gerando vacincias que
seriam, ento, detectadas.

Fol possivel demonstrar que, para as espécies consideradas neste estudo (alcoois
alifaticos, agucares e salbutamol), os métodos desenvolvidos permitem a determinagio
quantitativa das mesmas em amostras de interesse pratico. Para os dlcoois, a estratégia
apropriada seria MEKC. J4 para os agucares e para o salbutamol, FSCE demonstrou ser mais
apropriada tanto em termos de resolugdo, quanto em termos de sensibilidade. No caso do
salbutamol, que pdde ser avaliado como espécie catidnica, neutra e anibnica, esta ltima
parece ser de maior interesse pratico, quando for desejavel a quantificagéo do contra-ion
encontrado na formulacio do farmaco, isto é, o sulfato, ¢ até mesmo a sacarose utilizada

como excipiente, observando-se as dilui¢des necessarias.
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A pouca adequa¢do de MEKC para aglicares ¢ salbutamol pode ser compreendida,
considerando que a estrutura dessas substancias, apesar de apresentarem cadeias carbonicas
de tamanhos significativos, possui grupos funcionais polares ou mesmo 1dnicos ao longo das
mesmas. Desta forma, a interagdo com a fase micelar se d4 em menor extensio que aquela
observada para os alcoois.

Como perspectiva de estudos futuros, consideramos importante a continuidade das
pesquisas sobre o processo de detecgio em MEKC, que na verdade permitiria uma maior
compreensio do processo de separagio em sistemas micelares. Isso levaria a uma otimizagdo
do esforgo empenhado na escolha das condigdes de separagiio ¢ detecgdo durante o

desenvolvimento de novos métodos de analise.
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VI. Apéndice

Estrutura, peso molecular e pKa dos carboidratos utilizados no trabalho.

Sacarose, PM 342,3, pKa 12,51

HOCH,

HO

D-(+)-galactose, PM 180,2, pKa 12,35

OH
CH,OH

HO o

HO OH

D-(-)-frutose, PM 180,2, pKa 12,03

10

Lactose, PM 3423, pKa 11,98

HOCH,

HO i OH

HO ‘OH

D-(+)-glicose, PM 180,2, pKa 12,35
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