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RESUMO

Saito, R.M. Fundamentos, Producdo e Aplicagbes de Marcas Térmicas em
Eletroforese Capilar. 2011.153p. Tese - Programa de Pds-Graduacdo em Quimica.
Instituto de Quimica, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo.

Em eletroforese capilar, a reprodutibilidade depende essencialmente da
manutencdo do sinal e no tempo de migracdo das espécies. A alteracdo do fluxo
eletrosmotico (EOF) entre corridas € um dos principais fatores que afetam esses
parametros. Nesse trabalho, é proposto um sistema de monitoramento do EOF
baseado em marcas térmicas (TMs), que consistem em sinais presentes em um
eletroferograma devido a uma perturbacédo do eletrélito de corrida ocasionada por
um breve aquecimento (da ordem de 100 ms) de uma pequena porcédo do capilar
(aproximadamente 1 mm), sob acdo do campo elétrico. O dispositivo responsavel
pelo aquecimento que se mostrou mais eficiente consistiu em um resistor SMD de
15 Q sobre o qual 5 V eram aplicados para gerar aguecimento.

Estudos sobre a origem das TMs sugerem que o fendmeno esté relacionado
as mudancas do numero de transporte das espécies devido a variacdo de
temperatura. Essas conclusfes foram baseadas na comparacéo do perfil dos sinais
de TM com valores de numero de transporte, além de estudos envolvendo
simulacdo computacional.

Diversas aplicacfes para as marcas térmicas foram propostas: correcao de
variacdo de tempo de migracdo devido a alteracbes do EOF, medida direta do EOF
e para otimizacdo de parametros do detector condutométrico sem contato. As TMs
revelaram-se, entdo, um sistema pratico e de facil implementacéo, que pode ser
utilizado como uma espécie de padrao interno.

Adicionalmente, o emprego das TMs em um novo sistema de injecdo de
amostra, chamado de injecéo térmica, foi também proposto. A vantagem desse tipo
de injecdo consiste na minimizacdo de problemas de continua introducdo de
amostra no canal de separacdo em microchip-CE. Para realizar essa injecao, o
capilar € preenchido com a amostra diluida em um eletrélito de corrida e a injecao
ocorre quando uma TM é gerada. Estudos com solu¢cdes de NaCl apresentaram
faixa de resposta linear entre 10 umol L™ e 1 mmol L™ para sédio. Entretanto,
problemas de interferéncia sobre a sensibilidade e a mobilidade dos analitos foram
obstaculos enfrentados. Também foi alvo de estudo o emprego da injecao térmica
em uma técnica de multiplexacdo para aumento de relagéo sinal/ruido, baseado em
um novo algoritmo. Embora o modelamento matemético tenha sido eficiente para
decodificagdo de sinais, ndo foi possivel obter o aumento na relacdo sinal/ruido
almejado, pois 0 tempo de analise seria excessivamente longo. No entanto, a
utiizacdo da injecdo térmica nesse tipo de estratégia mostrou-se bastante
adequada, pois ela requer que diversas injecdes sejam realizadas sequencialmente
sem a interrupgcdo do potencial de corrida, caracteristica que esse sistema de



injecdo permite. Posteriormente, a implementacao de estratégias que gerassem TMs
em tempos mais curtos poderiam viabilizar a técnica.

Finalmente, a utlizacdo de TMs como ferramenta para obtencdo de
constantes fisico-quimicas, como pK, e mobilidade por exemplo, utlizando a
eletroforese capilar mostra-se como uma grande perspectiva para a técnica.

Palavras-chave: marca térmica, eletroforese capilar, fluxo eletrosmético, injecao,
deteccdo condutométrica sem contato



ABSTRACT

Saito, R.M. Fundamentals, Production, and Applications of Thermal Marks in
Capillary Electrophoresis. 2011. 153p. PhD Thesis - Graduate Program in Chemistry.
Instituto de Quimica, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo.

In capillary electrophoresis, reproducibility depends essentially on the maintenance
of the signal and the migration time when the analysis of the same sample is
repeated. Variations in the electroosmotic flow (EOF) between runs are one of the
major factors affecting these parameters. In this work, a new approach to monitor the
EOF based on thermal marks (TMs) is proposed. TM consists in a signal present in
the electropherogram caused by heating (typically 100 ms) a small portion of the
capillary (approximately 1 mm), while the electric field is applied. The most effective
device to promote the heating was a 15-Q SMD resistor, powered at 5 V.

Studies about the origin of TMs suggest that the phenomenon is related to
variations in the transport number of the species due to alterations in the
temperature. This conclusion was based on comparison between the TM profile and
the transport numbers values, as well as results from computer simulation.

The proposed applications for TM include: correction in variations of migration
times with alterations on EOF, EOF measurement and optimization of the parameters
of contactless conductivity detection. Additionally, a new sample injection procedure,
called thermal injection, was also proposed. The advantage of this injection consists
in minimization of leakage problems related to the continuous introduction of the
sample in the separation channel in microchip-CE. To perform the thermal injection,
the capillary is completely filled with the sample diluted in a BGE and the injection
occurs with the generation of a TM. Studies with NaCl solutions presented extensive
linear response range from 10 pmolL™* to 1 mmolL™®. However, interference
problems on sensibility and analytes mobilities appeared. The use of
low-concentration solutions diminishes these problems. However, the analytical
signal is also diminished, needing a strategy to raise the sensitivity. Thus, a
multiplexing technique based on a new algorithm was also introduced in order to
improve signal-to-noise ratio. Although the efficiency of the mathematic modeling on
the signals decoding, the desired improvement of signal/noise ratio was not obtained,
because the analysis time would be excessively high. However, the employment of
the thermal injection seems to be very suitable for multiplexing, due to the possibility
of performing several sequential injections with no interruption of the electric field.
Afterwards, the implementation of fast velocity devices to generate TMs would
enable the technique.

Finally, the great perspective to applications of TM concerns in the use of TMs
to obtain physical chemical constants, such as pK; and ionic mobilities. The present
work describes values of ionic mobilities calculated to monopropyl carbonate,
monoisopropyl carbonate, and hydronium.



Keywords: thermal mark, capillary electrophoresis, electroosmotic flow, injection,
capacitively coupled contactless conductivity detection
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Capitulo 1: Introdugdo

1. Introducao

1.1. Eletroforese Capilar e Microchip-CE

A eletroforese capilar (CE, Capillary Electrophoresis) é uma técnica de
separacdo em que compostos eletricamente carregados migram diferenciadamente
por acdo de um campo elétrico. Dessa forma, a separacgao ocorre por diferencas nas
propriedades das espécies como carga e massa.

A eletroforese foi introduzida como técnica analitica por Tiselius, em 1930 [1,
2]. Nesse trabalho, foi utilizado o método da fronteira moével para separar algumas
proteinas do soro sanguineo, que Ihe garantiu o Prémio Nobel em 1948.

Em 1967, Hjérten [3] demonstrou a utilizacdo de campos elétricos elevados
(aproximadamente 75V cm™), utilizando tubos capilares de 300 um de diametro
interno. Em 1974, Virtanen [4] reportou as vantagens da reducao do efeito Joule com
a utilizacdo de colunas com diametros menores (50 a 200 um). Mikkers e
colaboradores [5] fizeram a primeira demonstracéo de eletroforese capilar em zona
em tubos de Teflon de 200 um de didmetro interno, mostrando a separagéo de 16
anions em 10 minutos.

Embora o conceito de eletroforese capilar ja tivesse sido introduzido
anteriormente, sua consolidagcdo como técnica analitica instrumental ocorreu a partir
da década de 80 quando Jorgenson e Lukaks demonstraram a alta eficiéncia de
separacéo utilizando campos elétricos elevados com colunas capilares de 75 um de
diametro interno [6].

Também foram relevantes as contribuicbes de Terabe e colaboradores [7],

que introduziram a Cromatografia Eletrocinética Micelar (MEKC, Micelar
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Electrokinetic Chromatography), na qual a adicdo de surfactantes a solucdo forma
um meio micelar capaz de separar moléculas neutras.

Em 1987, Cohen e Karger [8, 9] desenvolveram a eletroforese capilar em gel,
que inseriu um novo parametro no mecanismo de separacgéo: o formato da molécula.
Desenvolvimentos instrumentais permitiram a implementacdo de equipamentos
comerciais para eletroforese capilar em gel com até 96 capilares, um avanco que,
sem duvidas, viabilizou o projeto genoma [10-12].

Dentre as diversas técnicas de eletromigracdo em capilares, a eletroforese
capilar de zona (CZE, Capillary Zone Electrophoresis) é a mais utilizada. Em CZE, o
capilar € preenchido com um eletrélito de corrida, geralmente um tampé&o, no qual a
amostra € inserida como uma banda de pequena espessura. Por acdo do campo
elétrico, criam-se zonas que migram independentemente com velocidade constante,
porém diferenciada, que € caracteristica de sua prépria mobilidade [13,14,15].

A alta eficiéncia de separacdo, aliada a simplicidade de instrumentacéo e,
principalmente, a grande versatilidade da técnica garantiram a popularizacdo da CE
como técnica analitica. Utilizando uma Unica coluna de separacdo € possivel
analisar &cidos organicos, proteinas e aminoacidos, DNA, compostos neutros,
quirais e uma série de outros compostos, apenas alterando o sistema quimico.
Dentre as diversas areas de aplicacdo da CE encontram-se: analises clinicas,
biol6gicas, ambientais, de alimentos, dentre outros [16-22].

Uma tendéncia atual sdo os dispositivos microfluidicos, também chamados de
microchips. S&o relatados na literatura diversos microdispositivos para andlises em
fluxo, eletroforese capilar (microchip-CE ou uCE), cromatografia, entre outras [23].
Além de requererem reduzidos volumes de amostra e de gerarem pequenas

guantidades de residuos, os dispositivos microfluidicos possuem como vantagens a
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portabilidade e o0 menor tempo de andlise. Além disso, esses sistemas possibilitam a
integracdo de diversas etapas analiticas em um Unico dispositivo (clean-up, pré-
concentracéo, separagéo, deteccao, etc), o que diminui a manipulagdo da amostra
entre as etapas e reduz a probabilidade de contaminacdo e tempo de analise [24,

25].

1.2. Sistemas de deteccdo em CE

Os métodos de deteccdo em CE sdo basicamente divididos em duas
categorias: 0s universais e 0s seletivos. Os detectores seletivos medem uma
determinada propriedade do analito. Portanto, a andlise é limitada as espécies que
possuem esta propriedade. O uso desse tipo de deteccdo é vantajoso quando a
matriz da amostra € complexa ou quando se deseja minimizar efeitos de
background. Pertencem a esta classe, 0s detectores amperométricos, radiométricos,
0s espectrémetros de massa e os métodos Opticos baseados em absorcao UV/Vis,
fluorescéncia ou espalhamento Raman, entre outros. Os detectores universais
respondem a diferencas entre uma propriedade do analito e do eletrdlito de corrida e
em geral sdo utilizados quando se tem completa separacao de todas as espécies de
interesse. Como exemplo, podem ser citados os detectores condutométricos, de
indice de refracdo e os detectores empregando métodos indiretos [15].

A deteccdo condutométrica sem contato (C*D, Capacitively Coupled
Contactless Conductivity Detection) foi introduzida pela primeira vez como técnica de
deteccdo em eletroforese capilar por do Lago [26] e Zeeman [27], que
desenvolveram seus trabalhos de forma independente. Desde entdo, ela vem

ganhando destaque no meio cientifico e diversas aplicacbes ja foram propostas
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utilizando esse tipo de deteccédo, que vao desde a andlise de ions em amostras dos
mais variados tipos, alimentares, ambientais, de interesse clinico e biologico,
compostos enantiomeéricos, dentre outros [28, 29]. Além disso, devido a sua
simplicidade e baixo custo, € um detector largamente utilizado em microdispositivos.

Atualmente, existem dois modelos comerciais desse detector [30, 31] e
também um projeto que disponibiliza o esquema eletrénico e o codigo fonte para os
que se interessam em montar seu préprio detector, o OpenC*D [32].

Nesse detector, um sinal alternado de alta frequéncia € aplicado entre dois
eletrodos posicionados externamente ao capilar. Parte desse sinal se propaga
através do capilar e da solucdo, sendo o sinal registrado proporcional a
condutividade do meio. Esse arranjo oferece vantagens frente a detecgéo
condutométrica com contato que é a eliminacdo de problemas de contaminacdo dos
eletrodos, facilidade de posicionamento dos eletrodos em relagdo ao capilar e
eliminacao da interferéncia do potencial de separacao.

Por se tratar de uma técnica de deteccdo universal, ela mede diferencas de
propriedade, que nesse caso especifico, € a condutividade, entre o eletrélito de
corrida e a amostra. Assim, analitos que possuem mobilidade maior que o do co-ion
do eletrdlito de corrida sédo registrados como picos positivos e os de menor
mobilidade, como picos negativos. De forma geral, quanto maior a diferenca entre as
mobilidades do analito e do co-ion do eletrdlito de corrida, maior a sensibilidade [33,
34]. Assim, € uma pratica comum a escolha de eletrolitos com co-ion de baixa
mobilidade para detectar espécies de alta mobilidade e vice e versa. Embora o uso
de eletrolitos com contra-ions de alta mobilidade tenha a tendéncia de aumentar a

sensibilidade, espécies de baixa mobilidade sdo usualmente preferiveis, uma vez
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que a relacdo sinal/ruido € menor com eletrélitos de baixa condutividade devido a

reducao do efeito Joule.
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2. Justificativa e Objetivos

2.1. Justificativa

A eletroforese capilar vem mostrando franco crescimento. O numero de
modos de separacdo e, consequentemente, de analitos é cada vez maior.
Inicialmente, a CE se restringia apenas a ions pequenos. Atualmente, virus e
bactérias, DNA, polimeros, compostos enantioméricos sao alguns exemplos da
possibilidade dessa poderosa técnica de separacdo. Dado o aumento da
complexidade das amostras, os métodos de analise também vém se tornando cada
vez mais "complexos", evidenciando a importancia do continuo desenvolvimento
instrumental para o aprimoramento da técnica.

Em qualquer técnica analitica, a reprodutibilidade € essencial. Em eletroforese
capilar, ela consiste na manutencdo da intensidade do sinal das espécies e dos
tempos de migracdo quando uma mesma analise é repetida. Dentre os varios
fatores que afetam esse parametro, a alteracdo do EOF pode ser citada como
exemplo de fenbmeno que provoca modificacBes na velocidade das espécies e,
consequentemente, de seus tempos de migragao.

Séo diversos os fatores que alteram o EOF, como forga idnica, pH,
viscosidade e temperatura. Um grande problema é a adsor¢cdo de macromoléculas
ou espécies altamente carregadas na parede do capilar, pois amostras contendo
essas espécies sao frequentes. Além disso, 0 surgimento de novos tensoativos e
polimeros para recobrimento de capilares é constante. Assim, dependendo da
estabilidade desses recobrimentos, podem ocorrer problemas de estabilizacdo de
EOF. Finalmente, € importante ressaltar que o EOF exerce importante papel ndo so

na reprodutibilidade, quanto na resolucéo e eficiéncia da separacao [35].
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Inicialmente, a ideia da marcacédo térmica surgiu da necessidade de uma
estratégia rapida e simples de otimizar os parametros do detector condutométrico
sem contato. A intensidade do sinal registrado por esse detector € dependente de
diversos fatores como: eletronica, sinal aplicado entre os eletrodos (amplitude e
frequéncia), diametro do capilar e composicao do eletrolito de corrida. Entéo, para
cada C’D, é necessario otimizar os parametros para capilar e sistema quimico
diferentes. No entanto, essa otimizacdo muitas vezes € um trabalho que demanda
mao de obra e tempo consideraveis, pois € necessario realizar uma série de
injecbes de uma espécie qualquer para registrar seu sinal, variando os parametros
de deteccdo. Assim, a marcacdo térmica seria uma estratégia conveniente para
geracdo de sinais que fossem proporcionais aos parametros do detector para cada
eletrdlito de corrida diferente, tornando esse trabalho menos arduo, ja que nao seria
necessario realizar nenhuma injecao.

Posteriormente, estudos mais apurados mostraram uma correlagdo entre a
mobilidade das marcas térmicas e a do fluxo eletrosmético. Dessa forma, as
aplicacBes relacionadas ao monitoramento do fluxo eletrosmatico utilizando as
marcas térmicas acabaram se revelando, entdo, mais amplas e de maior interesse

aos usuarios da técnica em relacéo a ideia inicialmente proposta.

2.2. Objetivos

2.2.1. Objetivos gerais
Os objetivos desse trabalho consistiram na elaboragdo de estratégias para
producdo de marcas térmicas, na investigacdo dos fendbmenos envolvidos, bem

como na proposicdo de aplicagcbes analiticas para as mesmas, incluindo o
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monitoramento de fluxo eletrosmotico e o desenvolvimento de um novo sistema de

analise em CE, denominado injecao térmica.

2.2.2.

Objetivos especificos

Desenvolvimento de instrumentacdo de diversos modelos de marcadores
térmicos;

Elaboracdo de um modelo que explicasse os fendmenos geradores e 0
comportamento eletroforético das marcas térmicas;

Estudo das potencialidades analiticas da injecao térmica;

Avaliagdo de um novo modelo multiplexado para aumento da relacao
sinal/ruido em eletroforese capilar;

Proposicdo de algumas aplicacdes analiticas das marcas térmicas para

monitoramento de variacdo ou célculo de mobilidade do EOF.
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3. Estratégias para marcacao térmica

3.1. Introducéo

Este capitulo aborda as diferentes estratégias para gerar marcas térmicas
utilizadas durante o projeto. Essa etapa do trabalho contou com a colaboracdo dos
alunos Fernando Silva Lopes e Kelliton José Francisco Mendong¢a. A marca térmica
(TM, Thermal Marker) é um sinal que surge de uma perturbacdo na concentracédo do
eletrdlito de corrida, decorrente da aplicacdo de um breve aquecimento (da ordem
de 100 ms) de uma pequena por¢ao do capilar (aproximadamente 1 mm), sob acdo
do campo elétrico. Neste capitulo, sdo encontradas descricbes sobre a
instrumentacéo utilizada e uma breve discusséo sobre o desempenho de cada um
dos dispositivos desenvolvidos. A origem do fendmeno, bem como suas

caracteristicas e algumas aplicacdes serdao abordados em capitulos posteriores.

3.2. Parte Experimental

3.2.1. O Marcador Térmico
O marcador térmico consistiu em um dispositivo responsavel pelo
aquecimento do capilar, o qual daria origem a marca térmica. Ao longo do trabalho,

foram propostas algumas estratégias de marcacgao térmica.

3.2.1.1. Filamento de Lampada Incandescente
A primeira versdao do marcador térmico foi implementada utilizando-se uma

lampada incandescente de 10 W / 12 V (Figura 1). O bulbo de vidro da lampada foi
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retirado, permitindo o contato direto de uma Unica porcdo do capilar
(aproximadamente 0,5 mm) com o filamento de tungsténio. Apés a retirada do bulbo,
a aplicacdo de 12 V poderia causar combustdo do filamento com o ar, entdo os
experimentos foram efetuados aplicando-se apenas 5 V. O controle de acionamento
das TMs foi realizado por uma placa com interface do tipo ISA (PCL 711-S,
Advantech, Taiwan) e um software desenvolvido em Delphi 5.0 (Borland, Austin, TX,
EUA), que garantiram a reprodutibilidade da largura do pulso de aquecimento

(tempo de aguecimento) e a sincronizacdo com a corrida eletroforética.

A

15 mm

Figura 1. Marcador térmico baseado em filamento de tungsténio de lampada incandescente:
a - b capilar de silica, b — filamento de tungsténio, c — conexdes elétricas.

3.2.1.2. Resistor SMD

A segunda versdo do marcador térmico foi implementada utilizando um
resistor SMD de 15 Q (tipo 0402) soldado sobre uma placa de circuito impresso
(Figura 2). O aguecimento do resistor ocorria quando sobre ele eram aplicados 5 V.
Da mesma forma que o marcador utilizando filamento de tungsténio, o acionamento
desse dispositivo também era controlado pelo software anteriormente descrito.

Devido a maior reprodutibilidade dos sinais, baixo custo e tamanho reduzido dos
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dispositivos, essa foi a versdo utilizada durante praticamente todo o trabalho de

doutorado.

Figura 2. Marcador térmico baseado em resistores SMD: a — capilar de silica, b — resistores
SMD, c — trilha de cobre, d — suportes para fixacdo do capilar.

Em diversas etapas desse trabalho, foi utilizado um marcador térmico duplo
(figura 3), o qual consiste em dois resistores SMD soldados a 5,0 cm entre si sobre
uma mesma placa de circuito impresso, que sdo acionados simultaneamente
durante a aplicacdo da marcacgdo térmica. Esse dispositivo tem a finalidade de
facilitar os célculos quando se deseja obter a mobilidade da TM, uma vez que a

distancia entre os marcadores é bem definida.

Figura 3. Marcador térmico duplo baseado em resistor SMD: a — capilar de silica, b — resistor SMD, ¢
— trilha de cobre, d — conexdes elétricas.
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3.2.1.3. Marcador eletrotérmico

O marcador eletrotérmico foi baseado na mesma célula utilizada no detector
de condutividade sem contato com acoplamento capacitivo, ou seja, dois eletrodos
envolvem o capilar externamente. Entre eles, era aplicado um sinal pulsado da
ordem de 11 kHz, e com potencial pico a pico (Vpp) de até 35 kV. Assim como
ocorre com o detector condutométrico sem contato, parte do sinal € capaz de
propagar-se através da parede do capilar e, consequentemente, da solu¢do. Como,
neste caso, utilizou-se um potencial muito maior que o aplicado em C‘D, a
expectativa era de que a solucdo naquela regido fosse aquecida. Uma foto da cela
com os eletrodos e o capilar, bem como o diagrama de blocos do marcador
eletrotérmico sdo mostrados nas figuras 4 e 5, respectivamente. A cela foi

preenchida com silicone para isolar eletricamente os dois eletrodos.

Figura 4. Foto do marcador eletrotérmico: a - capilar; b - eletrodos; ¢ -conexdes elétricas.
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Gerador de
alta tensdo
| (flyback)

Oscilador

cela

GND
]

Figura 5. Diagrama de blocos do marcador eletrotérmico. Na cela, os dois retangulos
representam os eletrodos por onde passa o capilar (representado pela linha laranja).

Arduino

A aplicacdo da alta tenséo foi realizada por um transformador flyback de

televisdo, modelo 8400D (XT Flyback). O esquema eletronico do sistema gerador de

alta tensdo encontra-se na figura 6. O acionamento da alta tensdo na saida deste

dispositivo foi induzido por um sinal pulsado de alta frequéncia gerado por um

oscilador baseado no circuito integrado LM555. O esquema eletronico do circuito

oscilador estd mostrado na figura 7. O sinal de saida deste oscilador foi ajustado

para um perfil de onda quadrada com frequéncia de oscilacéo de 11 kHz.
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Figura 7. Circuito oscilador do marcador eletrotérmico.
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O acionamento do oscilador, referente as larguras dos pulsos de aquecimento
do marcador térmico e sua temporizacdo, foi controlado com o auxilio de uma
microcontroladora ATmegal68 (Atmel, San Jose, CA, EUA), amplamente difundida
através do projeto Arduino de open hardware e open software [36]. O firmware
responsavel pelo controle e interfaceamento entre o marcador térmico e o
computador foi desenvolvido na plataforma de desenvolvimento disponibilizada pelo

projeto Arduino, que € baseada em linguagem C.

3.2.1.4. Marcador térmico a laser

A utilizacdo de um laser foi proposta como uma alternativa ao resistor para a
geracdo de TMs. A ideia era utilizar um dispositivo no qual ndo houvesse
aguecimento da silica e da poliimida que reveste externamente o capilar de silica
fundida, mas somente da solucdo que preenchesse o mesmo. Dessa forma, o
aguecimento da solugdo e seu posterior resfriamento ocorreriam de forma mais
rapida.

Utilizou-se, assim, um diodo laser com comprimento de onda de 650 nm,
70 mW de poténcia e 5V (DealExtreme, Hong Kong). Um anteparo contendo uma
fenda de 1 mm de espessura era posicionada na saida do laser, a fim de reduzir sua
area de incidéncia sobre o capilar. A distancia de incidéncia do laser sobre o capilar
até o detector era de aproximadamente 5 cm.

A temporizacdo e a largura dos pulsos de aguecimento foram realizadas com

0 auxilio do mesmo circuito microcontrolado descrito na segéao 3.2.1.3.
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3.3. Resultados e Discussao

Para se gerar TMs, o capilar & preenchido com um eletrélito qualquer e,
durante a corrida eletroforética, ou seja, sob acdo do campo elétrico, um breve pulso
de aquecimento (da ordem de 100 ms) é aplicado sobre uma pequena regido do
capilar (aproximadamente 1 mm). A figura 8 apresenta um eletroferograma contendo
um sinal tipico de TM. Discussdo mais detalhada sobre o perfil do sinal, estudos
sobre a natureza do fendmeno e algumas aplicagcbes serdo apresentados em

capitulos posteriores.

0,4 -
0,2

0,01

sinal / U.A.

-0,2-

-0’4_ T T
2,6 2,8 3,0 3,2

tempo / min

Figura 8. Eletroferograma de TM em tampéo fosfato 10 mmol L™ (pH 7,0). Potencial de corrida:
+10 kV. Marcador térmico baseado em filamento de tungsténio (300 ms de pulso de aquecimento).

Marcadores térmicos baseados em filamento de tungsténio e em resistor SMD

Devido a facilidade de implementacdo, o marcador térmico baseado em
filamento de tungsténio foi o primeiro a ser utilizado. A aplicacdo de 5V sobre o
filamento proporcionou aguecimento substancial do mesmo, gerando TMs intensas.
Periodos de aquecimento maiores que 1250 ms causaram alteracdo na superficie do

capilar devido a queima da camada de poliimida, evidenciada pela alteracdo de sua
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coloracdo de amarronzada para preta. No entanto, um problema apresentado por
esse dispositivo foi a falta de reprodutibilidade na intensidade dos sinais devido a
area do filamento em contato com o capilar ser variavel. Assim, foi implementado o
marcador térmico baseado em resistor SMD.

Dois anéis nas extremidades do resistor (figura 2) serviram como guia para o
capilar, proporcionando fixacdo da coluna e melhor reprodutibilidade da area de
contato da superficie do capilar com o resistor, frente ao marcador baseado em
filamento. Utilizando esse dispositivo, 0 aquecimento com tempos mais prolongados
gue 1000 ms provocaram sua gueima, antes mesmo de ser observada alguma
alteracéo na superficie do capilar.

A velocidade das TMs pode ser obtida da mesma forma que qualquer outra

espécie, através da distancia percorrida em determinado periodo:

Equacéo 1

onde d é a distancia do marcador térmico até o ponto de detec¢éo e t € o tempo de
migracdo da TM.

Muitas vezes, estabelecer o ponto exato de deteccdo ndo é uma tarefa trivial.
Assim, foi implementado um marcador térmico duplo (figura 3), que consiste em dois
resistores soldados em paralelo sobre uma mesma placa de circuito impresso a uma
distancia fixa conhecida. A marcacao térmica é realizada, entdo, acionando os dois
resistores simultaneamente. Dessa forma, a velocidade da TM pode ser obtida

através da diferenca do tempo de migracdo entre as duas marcas (At):
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Vi = —— Equacéo 2

onde dry € a distancia entre os dois marcadores térmicos.
Dessa forma, como a distancia entre os dois marcadores é bem conhecida, o
marcador térmico duplo oferece maior exatiddo no calculo da velocidade das marcas

térmicas, em comparag¢do com o marcador simples com um unico resistor.

Marcador eletrotérmico

De forma simplificada, pode-se dizer que a coluna capilar apresenta
caracteristicas de um capacitor, sendo esse 0 motivo pelo qual se aplicou um sinal
alternado no marcador eletrotérmico. Caso o sinal fosse continuo, o capilar atuaria
como um capacitor carregado, blogueando o sinal. Em sua grande maioria, 0S
flybacks possuem um diodo na saida, impedindo a passagem do semi-ciclo negativo
do sinal de alta tenséo e inviabilizando a descarga do capacitor (capilar). Assim, foi
introduzido um resistor de 6 MQ ligado em paralelo ao capilar, o qual possui a
funcdo de promover a descarga do capacitor representado pela coluna de silica.

Testes utilizando esse dispositivo ndo apresentaram resultados satisfatérios,
nao sendo possivel a observacdo de sinais de TMs em nenhum dos sistemas
guimicos estudados. Tal fato se deve, provavelmente, a deficiéncia do resistor de
6 MQ na descarga do sinal. A utilizacdo de um resistor de menor resisténcia
facilitaria a conducao do sinal, entretanto elevaria demais a corrente, inviabilizando a

aplicacéo.
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Marcador térmico a laser

A figura 9 mostra eletroferogramas comparando TMs geradas com um laser
vermelho (A) e com um resistor de 15 Q (B). Utilizou-se como eletrélito de corrida
uma solucéo de azul de metileno 5 mmol L™, que possui maximo de absorcdo em
608 e 663 nm, conforme mostram os espectros da figura 10. Para a geracao das
TMs, utilizou-se um laser vermelho, cujo comprimento de onda est4 na ordem de
650 nm, que esta proximo da regido de absor¢cdo maxima do azul de metileno.

Pode-se notar nessa figura que os perfis das TMs (vale-pico) sdo iguais
empregando ambos os dispositivos, resistor e laser, independente da fonte de
aquecimento, sugerindo que a origem do fendmeno € igual para ambos 0s casos.
Discussao detalhada sobre a natureza do fenbmeno é apresentada no capitulo 4.
Embora as larguras do pulso de aguecimento ndo sejam exatamente as mesmas
utilizando o resistor e o laser, a intensidade das marcas com o resistor mostrou-se
muito mais intensa que as geradas com o laser. Uma limitacdo no marcador a laser
€ que ele restringe a aplicacdo somente as espécies que absorvem no comprimento
de onda do laser. Neste sentido, uma perspectiva interessante seria a utilizacdo de
laser na regido do infravermelho, regido na qual a 4gua absorve. Assim, ndo haveria

a necessidade de ter outra espécie absorvente no meio.
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Figura 9. Eletroferogramas de TMs utilizando (A) laser vermelho e (B) resistor em azul de
metileno 5 mmol L™. Condicdes experimentais: +10kV, largura de pulso de 73 ms e 365 ms
utilizando resistor e laser, respectivamente.
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Figura 10. Espectros de absorgdo de azul de metileno em diferentes concentra¢des. Maximos
de absorcdo em 608 e 663 nm.

3.4. Conclusdes Parciais

Os marcadores térmicos baseados em filamento de tungsténio e em resistor
SMD demonstraram melhor desempenho e espectro mais amplo de aplicagéo frente
aos marcadores eletrotérmico e a laser. Devido a maior reprodutibilidade na area de
contato do capilar com o dispositivo de aquecimento e, consequentemente, na
intensidade dos sinais gerados, o marcador baseado em resistor SMD revelou-se o

melhor dos quatro dispositivos propostos.
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4. Origens da marca térmica

4.1. Introducao

A marca térmica € um sinal presente em um eletroferograma que surge como
produto da aplicacdo de um breve aquecimento de uma pequena por¢cao do capilar
enquanto um campo elétrico é aplicado. Estudos mais detalhados mostraram uma
correlacdo entre a mobilidade do fluxo eletrosmotico e a da TM, originando diversas
aplicacdes envolvendo o monitoramento de variacbes do fluxo eletrosmotico
utilizando esse sistema, as quais sdo mostradas no capitulo 6. Neste capitulo, sdo
discutidos os fendbmenos geradores dessas marcas, bem como algumas de suas
caracteristicas e propriedades.

A introducdo dos conceitos das marcas térmicas em eletroforese capilar foi
tema de um trabalho publicado na literatura pelo nosso grupo de pesquisa [37]. A
partir desse trabalho, outro grupo de pesquisa publicou um artigo sobre a utilizacao
de marcas térmicas para monitoramento de EOF em solucfes de liquidos idnicos em
meio ndo aquoso [38] e outro propondo um algoritmo para identificacdo de picos e
correcdo de linha base do eletroferograma, utilizando as marcas térmicas para

corrigir variagdes do EOF [39].

4.1.1. O Fluxo Eletrosmotico

O fluxo eletrosmético (EOF, Electroosmotic Flow) é um fendmeno ubiquo nas
analises por eletroforese capilar, que consiste no transporte da solucdo como um
todo no interior do capilar por efeito do campo elétrico.

A silica fundida, uma espécie de dioxido de silicio amorfo, € o material mais

amplamente utilizado na confeccdo de capilares para CE. Esse fato se deve a
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algumas de suas propriedades, tais como dimensfes precisas, alta constante
dielétrica, baixa condutividade elétrica, alta condutividade térmica, resisténcia
mecanica, maleabilidade, resisténcia a ataques quimicos, dentre outros[15].

A silica possui diversos tipos de grupos silandis (-Si-OH), os quais possuem
carater acido. Dependendo do pH do eletrdlito de corrida (tipicamente > 2), esses
grupos podem se dissociar, conferindo carga negativa a superficie do capilar. Os
cations do eletrdlito de corrida sdo, entdo, atraidos eletrostaticamente para essa
superficie, gerando uma distribuicdo de cargas ndo homogénea chamada de dupla
camada elétrica. Quando um campo elétrico é aplicado, essas cargas positivas
migram em direcdo ao catodo (polo negativo) e estando essas espécies solvatadas,
elas impulsionam toda a solucao gerando um fluxo chamado de fluxo eletrosmético.

Como todas as espécies que estdo no capilar sofrem com o efeito do EOF, a
mobilidade de qualquer espécie € uma somatoria da mobilidade do EOF e da sua
mobilidade efetiva, essa ultima dependente de propriedades especificas da espécie
como carga e tamanho. O resultado dessa soma é chamado de mobilidade aparente
da espécie. Dessa forma, o controle do EOF possibilita melhorar o desempenho das
separaces através da modificacdo das mobilidades aparentes dos analitos, além de
exercer um importante papel na manutencdo da reprodutibilidade, resolucdo e
eficiéncia da separacgéao [35].

Os métodos de controle mais comumente empregados exploram alteracdes
nas propriedades fisico-quimicas do eletrdlito de corrida, tais como pH, for¢a idnica,
viscosidade ou adicdo de aditivos organicos [14, 40]. Também é possivel alterar a
densidade de carga superficial da coluna através de revestimentos fisicos ou

meétodos de derivatizacdo quimica [41, 42]. Aléem disso, o EOF pode ser controlado
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através da aplicacdo de um campo elétrico externo na direcdo radial ao capilar [43,
44].

Na analise de anions, em geral sdo empregados inversores de EOF, que séo
tensoativos ou polimeros catibnicos que, quando adsorvidos pela parede do capilar,
conferem carga positiva a ele. Logo, a aplicacdo do campo elétrico gera um fluxo
eletrosmoético migrando na direcdo do anodo (polo positivo). Esse sentido é
chamado de sentido inverso do EOF. O EOF migrando no sentido do catodo é
chamado de sentido normal.

O brometo de N-cetil-N,N,N-trimetilamoénio (CTAB) é um dos tensoativos mais
utilizados como inversores de EOF. Tavares e colaboradores estudaram as
caracteristicas do CTAB para andlise de anions, mostrando que a concentracao
mais adequada do tensoativo € acima de 10% da Concentracdo Micelar Critica
(CMC) [45]. O brometo de didodecildimetilamoénio (DDAB) também é comumente
utilizado como inversor de EOF. Lucy e colaboradores realizaram um estudo
comparativo entre o CTAB e o DDAB, mostrando que o DDAB possui melhor
desempenho quanto a repetibilidade [46]. O polybrene € um exemplo de um
polimero catibnico empregado como inversor de EOF [47]. Nesse caso, 0O
recobrimento € realizado utilizando multiplas camadas de um composto iénico com o

polimero, resultando em um recobrimento estavel.

4.1.2. Estratégias para monitoramento do EOF

O monitoramento e o controle do EOF sédo de grande importancia nas
analises por CE. Alteracbes no EOF podem causar modificacbes nos tempos de
migracao das espécies, dificultando a identificagdo dos picos nos eletroferogramas.

Dentre algumas causas de alteracdes no EOF estdo: adsorcéo na parede do capilar
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e alteracbes na composicdo do eletrdlito de corrida, como viscosidade ou pH [14,
40].

Métodos para a determinacéo do EOF, bem como estudos tedricos e praticos
sobre esse assunto, foram temas do trabalho de diversos autores [48-58]. O método
mais amplamente utilizado para a determinacédo do EOF é a injecdo de um marcador
neutro, através do calculo de sua velocidade até o ponto de deteccéo [59, 60].

Outra estratégia envolve a medida de corrente ao se trocar a solucdo que
preenche o capilar por outra de condutividade diferente [61]. Embora a
instrumentacdo seja bastante simples — ndo requer nada além do que um
equipamento de eletroforese capilar convencional ja contenha — esse método nao é
muito preciso, pois entre os varios fatores que alteram a mobilidade do EOF, a forca
ibnica € um deles. Além disso, € um processo relativamente demorado, pois é
necessario esperar que o capilar seja totalmente preenchido com a nova solucéo.

Alguns autores propuseram métodos de monitoramento em sistemas
microfluidicos utilizando sensores. Freitag e Szekely [54] propuseram um sensor
Optico que mede o nivel do reservatério que permite o ajuste automatico do potencial
de corrida aplicado em fungdo do fluxo medido. Da Silva e colaboradores [62]
mostraram um sensor fotométrico baseado em um microscépio trinocular e em um
fotodiodo integrado, utilizando um diodo emissor de luz (LED) como fonte de
radiacao.

Algumas estratégias de monitoramento do EOF s&o baseadas na "marcacao”
de um pequeno volume do eletrolito de corrida em movimento, como, por exemplo,
através de aquecimento. StClaire e Hayes [50] propuseram um método baseado em
aguecimento e subsequente deteccdo por LIB (Laser Induced Interferometric

Backscatter). Nessa montagem, uma pequena regido do capilar € envolta por um fio
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de Ni-Cr e o aquecimento se da pela passagem de corrente elétrica pelo fio. A
variacdo no indice de refracdo da regido de maior temperatura € posteriormente
detectada por LIB. Apesar de possuir potencial para ser utilizada em eletroforese
capilar, essa técnica foi usada somente com fluxo gerado por diferenca de pressao
em capilares de 184 um de diametro interno.

Schrum e colaboradores [49] propuseram um método de monitoramento do
EOF por fotodegradacéo de um fluoréforo neutro incorporado ao eletrélito de corrida,
no qual a regido degradada, movendo-se com o EOF, era detectada na regido do

UV/Vis.

4.1.3. Picos de Sistema

Em eletroforese capilar, o canal de separacdo e 0s reservatérios estao
preenchidos com uma mesma solugcdo com composicdo homogénea. Quando a
amostra € injetada no capilar, ocorre uma perturbacdo nessa composi¢do. Essa
perturbacdo ocasiona uma distribuicdo diferenciada das espécies carregadas do
eletrdlito de corrida e, quando um campo elétrico € aplicado, essas espécies
migram, originando as chamadas zonas de sistema (system zones ou system
eigenzones). Quando esses sinais conseguem ser registrados pelo detector, sao
chamados de picos de sistema (system peaks ou system eigenpeaks) [63-67].

A previsao sobre o surgimento dos picos de sistema ainda é uma tarefa dificil,
assim como a compreensédo sobre a natureza desse fenbmeno. Entretanto, existem
na literatura modelos que permitem prever a mobilidade e o niumero de zonas de
sistema, de acordo com o sistema quimico utilizado [65-67].

Mesmo diante da complexidade do fendbmeno, a observagdo dos picos de

sistema é comum aos usuarios da técnica. Sabe-se que em alguns casos S&o
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registrados, além dos picos relativos aos analitos, picos adicionais que ndo se
referem a nenhuma espécie presente na amostra. Por exemplo, quando se utiliza
um eletrélito de corrida contendo CTAB, frequentemente observa-se um pico de
sistema [68]. O eletroferograma de qualquer tipo de amostra, ou mesmo de agua,
utilizando esse eletrélito de corrida apresenta sempre um pico com mobilidade
aproximada a do brometo, mesmo que a amostra ndo contenha essa espécie ou

qualquer outra que com ela co-migre.

4.2. Parte Experimental

4.2.1. Reagente e solugdes

Dimetil sulféxido (DMSO), dibenzo-18-crown-6 (DB18C6), histidina (His),
sulfato de césio, acido morfolinoetanosulfénico (MES) e hidroxietilcelulose (HEC)
foram obtidos da Sigma (St. Louis, MO, EUA). Cloreto de sédio, cloreto de potassio,
sulfato de sddio, sulfato de potassio, sulfato de litio, acetato de sddio, tetraborato de
sédio e CTAB foram adquiridos da Merck (Rio de Janeiro, Brasil). Dodecilsulfato de
sédio (SDS) foi obtido da Synth (Diadema, Sdo Paulo, Brasil). Todos os reagentes
eram de grau analitco e usados sem tratamento adicional. Agua deionizada

(Barnsted/Thermolyne, Dubuque, 1A, EUA) foi usada para preparar as solugdes.

4.2.2. Materiais e Métodos

4.2.2.1. Eletroforese capilar

Os experimentos foram realizados utilizando-se um equipamento de

eletroforese capilar construido no préprio laboratorio, equipado com detector
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condutométrico sem contato (C*D) [26, 33, 34] operando em 550 kHz e 2 Vpp. Em
muitos experimentos, principalmente aqueles sobre o estudo dos fenbmenos das
TM, foram utilizados eletrélitos de corrida ndo tamponados. Assim, foi utilizado um
equipamento contendo compartimentos adicionais para eletrélise separada [69], que
minimizaram problemas de contaminacdo do eletrélito de corrida decorrente de
eletrdlise, possibilitando a utilizacdo de tais eletrolitos sem capacidade tamponante.
O sistema de eletrélise separada contém quatro reservatérios: em dois deles
encontram-se imersas as extremidades da coluna capilar e nos outros dois estéo os
eletrodos responsaveis pela aplicacédo da alta tenséo, que € onde ocorre a eletrélise.
Os reservatérios contendo o capilar encontram-se ligados, dois a dois, aos
reservatorios da alta tenséo através de pontes salinas preenchidas com o préprio
eletrdlito de corrida. O esquema do sistema de eletrélise separada, bem como outro

do equipamento de CE utilizado encontram-se nas figuras 11 e 12, respectivamente.
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Figura 11. A — Esquema de um corte de secdo transversal do sistema de eletrolise separada.
Frascos de acrilico (a) foram usados como suporte para os microtubos de 1,5 mL contendo eletrélito
de corrida (b). Tubos de polietileno contendo na ponta um pequeno fragmento de capilar de 250 pum
d.i. (g) foram utilizados como ponte salina. Uma peca de acrilico (f) foi utilizada como encaixe para a
tampa que fecha o suporte dos reservatérios (d), a qual foi colada com uma resina epéxi (e) e
vedada com um anel de borracha (c). A pressurizagdo dos reservatérios foi realizada através de
aberturas (h). Septos de silicone (k) foram utilizados para vedar o sistema. Com esse sistema,
capilar (i) e eletrodo de alta tensao (j) séo posicionados em reservatérios diferentes.
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Figura 12. Esquema da parte frontal do equipamento de eletroforese capilar. Entradas de ar (a-d)

foram utilizadas para pressurizar os reserv

atérios. A fonte de alta tenséo foi conectada através dos

cabos (e - f). Dois C*D (g-h) foram posicionados préximos as duas extremidades do capilar, o qual

ficava

encostado em uma grade metélica (i) que também servia para fixar o marcador térmico (j).
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Em todos os experimentos, foi utilizado capilar de silica fundida (Agilent,
Santa Clara, CA, EUA) de 75 um d.i. e 360 um d.e. Antes de cada dia de analise, o
capilar foi lavado e pré-condicionado da seguinte maneira: flush com solucdo de
NaOH 0,1 mmol L™, seguido de agua e eletrélito de corrida, cada etapa durante
15 min, e aplicacéo do potencial de corrida até estabilizacdo da linha base.

Apoés aplicacdo do campo elétrico para inicio da corrida, as TMs eram
geradas através de pulsos de aquecimento com duracdo da ordem de centenas de
milissegundos realizadas a qualguer momento da corrida, conforme a conveniéncia.
A intensidade dos sinais das TMs foi quantificada através do valor de sua amplitude,
ou seja, da diferenca de altura entre o vale e o pico de cada TM. Para isso, foi
utilizado o software Origin 8.0 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, EUA).

As demais condicbes experimentais como comprimento do capilar, campo
elétrico e composicao do eletrdlito de corrida foram variadas para cada experimento

e encontram-se nas legendas da figura a qual se referem.

4.2.2.2. Avaliacdo do modelo

Simulacdo computacional

Nas simulacdes de TM, foi utilizado o software livre Simul 5.0 [70]. Este
permite a escolha do eletrélito de corrida, das espécies a serem injetadas e
parametros eletroforéticos (tamanho do capilar, potencial de corrida, mobilidade do
EOF, etc.). A simulacdo resulta em um grafico com perfis de concentracdo das
espécies em estudo ao longo do capilar em funcéo do tempo. Como condicéo inicial,
adotou-se um capilar de 20 cm preenchido com o eletrdlito de corrida e um plug de

injecdo de 1 mm com formato gaussiano contendo as mesmas espeécies do eletraolito,
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entretanto com mobilidades mais altas, que simularam a regido aquecida pela
marcacao térmica. As mobilidades utilizadas na condi¢do inicial encontram-se na

tabela 1.

Tabela 1. Condi¢des iniciais de simulacéo

. L v Mobilidade Concentracéo
Experimento Espécie Local 5 o1 1 L
(107 cm“V=s™) (mmol L™)
Na* T 51,9 10
Na* A 83,0 10
NaCl
Cr T 79,1 10
Cr A 110,7 10
K" T 76,2 10
K" A 106,7 10
KCI
Cr T 79,1 10
Cr A 126,5 10

¥ Refere-se & localizagc&o da espécie no interior do capilar: A - regido da amostra e T - no tampé&o de
corrida.

O processo de simulacao teve inicio aplicando-se 200 V cm™ e apds 100 ms,
ele foi interrompido. Essa etapa correspondeu ao tempo de aquecimento durante a
formacdo da TM. Em seguida, as mobilidades das espécies contidas na regido da
amostra foram substituidas pelos valores das mobilidades dos ions "frios", ou seja,
as mobilidades passaram a ser 51,9, 79,1 e 76,2 (x 10°cm?v's™?) para sédio,
potassio e cloreto, respectivamente, tanto na regido do eletrélito de corrida quanto
na da amostra. A seguir, deu-se continuidade a simulagdo por mais 1 s aplicando
200 V cm™, tempo necessario para que ndo mais houvesse alteracdo no formato do
pico, apenas seu deslocamento pelo EOF. Essa etapa teve o objetivo de simular o

resfriamento na regido da TM.
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NUmero de transporte

Para calcular o numero de transporte de algumas espécies foi utilizado o
meétodo da fronteira mével. Nesse método um tubo € preenchido com duas solucdes
eletroliticas contendo o mesmo cation (se a espécie de interesse for o anion) ou
mesmo anion (se a espécie de interesse for o cation), formando uma fronteira bem
definida. Aplica-se, entdo, uma diferenca de potencial entre as duas extremidades
do tubo, de tal forma que a fronteira comeca a se mover. O numero de transporte é
obtido medindo-se a quantidade de carga referente a espécie de interesse, que
passa por uma determinada regido do tubo, durante um intervalo de tempo. Dessa
forma, o nimero de transporte da espécie A pode ser obtido através da seguinte

equacao:

t, = TA = Equagao 3

cVF
[idt
onde ta € 0 numero de transporte da espécie A, | e In sdo as correntes total e da
espécie A, respectivamente, V € o volume, F é a constante de Faraday, i é a
corrente do sistema, ¢ é a concentracdo e t é o tempo do experimento.

Os experimentos foram realizados no préprio equipamento de eletroforese
capilar, empregando solucées 10 mmol L™ de KCI e NaCl para a medida do K* e
solugdes 10 mmol L™* de NaCl e LiCl para a medida do Na*. Para cada experimento,
o capilar era primeiramente preenchido com a solugdo contendo o cation de maior
mobilidade. Em seguida, um reservatorio contendo a solugdo com o cation de menor
mobilidade era posicionado em uma das extremidades do capilar (na regido de

maior potencial). Finalmente, o campo elétrico era aplicado e o sinal registrado pelo
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C’D até observar mudanca nos patamares de linha base. As corridas foram
efetuadas em modo de corrente constante (10 pA).

Para eliminar o EOF, foi utilizado HEC 0,1% (m/v), o qual foi adicionado nas
préprias solugdes de KCI, NaCl e LIiCl.

O capilar revestido empregado foi o BioCAP™

com 75 um d.i.,, 375 um d.e. e
60 cm de comprimento (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA), de silica
modificada com poly AAEE (N-acryloylaminoethoxyethanol) [71]. O capilar foi lavado

previamente apenas com agua deionizada e depois com o proprio eletrélito de

corrida.

4.2.2.3. Mobilidade da TM

Para a realizacdo da calibracdo do detector, o capilar foi inteiramente
preenchido primeiramente com solucdo de KCI 10 mmol L™ e o sinal da linha base
foi registrado. Em seguida, a solugdo que preenchia o capilar foi trocada por KCI
10,1 mmol L™ e o sinal da linha base foi novamente registrado. A diferenca de sinal
entre as solucdes de KCl 10,0 e 10,1 mmol L™ equivale & intensidade de sinal de
uma solucéo de KCI 0,1 mmol L™.

O célculo da mobilidade do pico da agua foi realizado da seguinte forma: um
pequeno plug d'agua foi injetado no capilar (injecdo hidrodinamica, 4 s, 3,5 psi)
preenchido com uma solugéo de NaHCO3; 10 mmol L™. Aplicou-se um potencial de
corrida de +30 kV e foi registrado um eletroferograma até que o pico da agua fosse
observado. Sabendo que o comprimento total do capilar era 50,0 cm e que a
distancia entre os dois detectores era de 30,0 cm, foi possivel calcular a mobilidade
do pico da agua através da equacéo 28. Para obter-se a mobilidade da TM, o capilar

foi preenchido com solucdo de NaHCOs; 10 mmol L™, o potencial de corrida de
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+30 kV foi aplicado e duas TMs geradas simultaneamente por resistor SMD (700 ms
de largura de pulso, resistores separados por 5,0 cm). Apos registro das TM nos
eletroferogramas, foi possivel calcular a mobilidade da TM utilizando a equacéo 29.

Os calculos das mobilidades sdo melhor discutidos na secéo 4.3.3.

4.2.2.4. Dependéncia da intensidade da TM com o campo elétrico

Para os experimentos com campo elétrico constante durante a migracao da
TM até o detector, adotou-se 0 seguinte procedimento: nos 15 s iniciais de corrida,
foram aplicados valores de campo elétrico variaveis. Durante esse periodo,
aguardou-se 5 s: tempo necessario para estabilizacdo da coluna capilar. Entdo um
pulso de 100 ms foi aplicado para gerar as TMs e os 10 s finais tiveram a finalidade
de garantir o completo resfriamento da coluna e da solugcdo. Em seguida, foi
aplicado campo elétrico constante de 178 V cm™ para transportar as TMs até o
detector. O campo elétrico constante teve a finalidade de garantir que o efeito da
difuséo fosse o0 mesmo em todas as corridas.

Para o experimento com campo elétrico varidvel durante a migracdo da TM
até o detector, foram aplicados valores de campo elétrico variando de 0 a 514 V cm™
durante os 15 s iniciais. Em seguida, 0 mesmo valor de campo elétrico foi mantido

para que a TM migrasse até o detector.

4.2.2.5. Efeito do diametro do capilar na intensidade das TMs

Nesse experimento, as intensidades das TMs foram avaliadas em capilares
de silica fundida de 20 um, 50 um e 75 um de didmetro interno com 40 cm de
comprimento cada um. Empregou-se marcador térmico duplo baseado em resistor

SMD, aplicando-se 584 ms de pulso de aquecimento. O potencial de corrida utilizado
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foi de +20 kV. Como eletrélito de corrida, foi utilizado o tampdo MES/Na 20 mmol L*
(pH 6,0), que consistiu na mistura 1:1 de acido morfolinoetanosulfénico e
morfolinoetanosulfonato de sédio, que foi preparado adicionando-se solucdo de
NaOH a 20 mmol L™ de &cido morfolinoetanosulfénico até atingir pH 6,0, que foi

medido com auxilio de um pHmetro (Quimis, Q-400M1S, Diadema, SP, Brasil).

4.3. Resultados e Discussao

Diversos eletrélitos de corrida foram estudados ao longo do trabalho. A figura
13 apresenta alguns exemplos de TMs em diferentes eletrdlitos, alguns bastante
utilizados em eletroforese capilar, como é o caso dos tampdes MES/His, borato,
acetato e fosfato. Além disso, também sdo mostrados exemplos de eletrélitos em
meio ndo aquoso (NACE, Non-aqueous Capillary Electrophoresis) e para analise em

meio micelar (MEKC, Micellar Electrokinetic Capillary Electrophoresis).



Capitulo 4: Origem da marca térmica

58

™1 ™1
> 0,05
©
£
]
0,00
15 2,0
tempo / min
™1
2
00 T™M2
>
= 0,004
3]
£
(%]
-0,02
45 50 55 6.0
tempo / min
0,06
SP1 SP1
0,04 ™1 ™1
> 0,024
g
£ 0,00
0,021
0 1 2
tempo / min
0,10
™1 ™1
0,051
™2 M2
= 000
T 005,
1]
0,101
0,15 ‘ ‘ ‘ ‘
45 5,0 5,5 6,0
tempo / min

sinal / V

:

sinal / V

Bt

sinal / V

sinal / V

T

-0,12
0,0

0,20

0,00

-0,20

-0,40

T™M2
™1

25 3.0 35 40

0,20

0,00

-0,40

0,00

-0,03

-0,06

-0,09

tempo / min

™1 ™1

04 06 08 10 12 14
tempo / min

T™M1
T™2

]
3
—h

SP2

0,244

0,16

15 30 45 60 75 90
tempo / min
T™2

™1

15 2,0 25 3.0 35
tempo / min

Figura 13. Exemplos tipicos de TMs em solucdes de : a — tamp&o acetato de sédio 10 mmol L™ (pH
4,7), b — tampé&o fosfato de sédio 10 mmol L™ (pH 7,0), ¢ — tampao MES/His 10 mmol L™ (pH 6,0), d
— tampéo borato de sédio 10 mmol L™ (pH 9,2), e — MES/His 20 mmol L™ (pH 6,0) com CTAB
0,2 mmol L*, f — KCI 10 mmol L™ (pH 4,0), g — tampéo fosfato de sédio 10 mmol L™ (pH 7,0) com
SDS 100 mmol L e h — KCI 10 mmol L™ em DMSO com DB18C6 4,0 mmol L™. Eletroferogramas a,
d e e foram obtidos com um Unico filamento acionados duas vezes. Eletroferograma b foi obtido
utilizando dois filamentos acionados uma Unica vez, simultaneamente. Eletroferogramas ¢, f e h
foram obtidos utilizando 2 resistores SMD, acionados uma vez. Eletroferograma g foi obtido com
filamento duplo acionado duas vezes. TM1 e TM2 referem-se aos marcadores térmicos 1 e 2,
respectivamente e SP1 e SP2 referem-se aos picos de sistemas relacionados aos marcadores

térmicos 1 e 2, respectivamente.
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4.3.1. A naturezada TM

De uma forma geral, as TMs possuem um perfil tipico de vale-pico ou pico-
vale, que depende exclusivamente das espécies presentes na solucdo. Solucdes de
cloreto de sodio (figura 14-A) e cloreto de potassio (figura 14-B) sdo exemplos
tipicos de perfil pico-vale e vale-pico, respectivamente. Observando esse perfil

tipico, foram elaboradas algumas hipoteses acerca dos fendmenos envolvidos na

geracao das TMs.
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Figura 14. Eletroferogramas de TMs em solu¢des 10 mmol L™ de (A) NaCl e (B) KCI. Capilar: 75 um
i.d., 50 cm de comprimento. Potencial de corrida: +10 kV. TM acionados com largura de pulso de
agquecimento de 300ms, com resistor SMD.
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Hipotese 1:

A hipdtese mais imediata sobre a natureza do fenbmeno esta relacionada
com alteracdes fisicas das propriedades do eletrélito quando quente. Assim, variou-
se a distancia entre o detector e a TM para que a amplitude do sinal fosse detectada
em possivelmente diferentes temperaturas. A figura 15 mostra que, de fato, ocorre
um decréscimo na amplitude da TM em funcédo da distancia do marcador em relagéo
ao detector. No entanto, € necessario considerar que o efeito de difusdo pode

também responder por essa reducédo de intensidade.

0,12 }
0,114
0,10 }

0,094

AlV

0,084 ’

5 10 15 20 25
distancia / cm

Figura 15. Amplitude da TM em funcdo da distancia do marcador térmico em relacdo ao ponto de
deteccdo, para KCl 10 mmol L™ como eletrélito de corrida. Marcador térmico: resistor SMD, largura
do pulso: 200 ms. Condigbes — Potencial: +10 kV. Capilar: 75 um d.i., 57,3 cm de comprimento.
Média e desvio padréo de 6 replicatas.

Embora os sinais das TMs ndo possuam exatamente um perfil gaussiano de
distribuicdo de concentracdo, esse € um modelo adequado aos fendmenos de
distribuicdo de espécies que ocorrem no interior do capilar. Se forem considerados
os efeitos difusionais sobre uma banda que se desloca com perfil gaussiano no
interior de uma coluna, a distribuicdo da concentracdo ao longo da banda pode ser

descrita como [72]:
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C=——0¢% Equagéo 4

onde ¢ é a concentragdo, m € o numero de mols por unidade de area transversal da
coluna, t € o tempo, x é a distancia ao longo da coluna a partir do centro da banda e
D é o coeficiente de difuséo.

No ponto de maximo da gaussiana, onde x = 0, a amplitude do sinal pode ser

expressa por:

Equacéo 5

onde A é a amplitude do sinal. A velocidade v da banda que migra no interior do

capilar é:

V=— Equacéo 6

onde d é a distancia percorrida no tempo t. Assim, substituindo a equacdo 6 na

equacdao 5 e redistribuindo tem-se:

AVd = Equacéo 7

Considerando constantes a largura do pulso de aquecimento da TM, o
eletrdlito, o tamanho do capilar e o potencial de corrida, todos os parametros da

porcdo direita da expressdo da equagdo 7 também sdo constantes. Logo, se a
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variacdo na intensidade da TM fosse devida somente ao efeito da difusédo, o termo

AvVd também seria constante.

Utilizando os mesmos dados da figura 15 € possivel tracar um grafico

correlacionando Avd em funcéo da distancia do marcador térmico (figura 16). O
resultado é uma relacdo constante, do qual se conclui que o decréscimo na
amplitude da TM em fungédo da posicdo do marcador em relagédo ao detector pode

ser atribuido somente a difusao.
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Figura 16. Intensidade da TM em funcédo da distancia do marcador térmico em relagdo ao ponto de
deteccdo, para KCl 10 mmol L™ como eletrélito de corrida. Marcador térmico: resistor SMD, largura
do pulso: 200 ms. Condi¢Bes — Potencial: 10 kV. Capilar: 75 um d.i., 57,3 cm de comprimento total.
Média e desvio padréo de 6 replicatas.

Entdo, se a TM ndo decorre de mudancas de propriedades fisicas da solugéo

devido ao aquecimento, qual a sua origem?

Hipotese 2:

A segunda hipétese levantada seria a formagédo de novas espécies provocada

pelo aquecimento, as quais migrariam em direcdo ao detector. De fato, o
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aguecimento da solucdo pode ocasionar reacdes quimicas ou mesmo algum
deslocamento quimico que levariam a formacéo de novas espécies, aumentando ou
diminuindo a concentracdo das espécies presentes no interior do capilar. No
entanto, o surgimento de TMs em eletrdlitos simples como NaCl ou KCI sugerem néo
ser esse o fendbmeno preponderante na geracdo das TMs, uma vez que solucbes
desses sais ndo sofrem transformacdes quimicas em temperaturas abaixo de seu
ponto de ebulicdo. Entretanto, € importante salientar que, em alguns casos, 0
aguecimento pode ocasionar a formacdo de novas espécies que levaria ao

surgimento de um comportamento anémalo ou de picos adicionais, embora néo seja

essa a causa principal da formacéo das TMs.

Hipotese 3:

Uma terceira hipotese considera que o aumento da temperatura ocasionaria
alteracOes na viscosidade da solucéo, que acarretaria em mudanca na mobilidade e,
consequentemente, na velocidade das espécies. As espécies na regido quente
migrariam com uma velocidade diferente do restante da solugdo, criando uma zona
com composicao diferente que atuaria como um plug de amostra. Apds resfriamento
da solucdo, a viscosidade voltaria a ficar homogénea e as espécies retornariam ao
seu comportamento inicial. O resultado seria uma zona com concentragéo diferente
do restante da solucéo e, consequentemente, com condutividade diferente, que seria
arrastada pelo EOF em direcdo ao detector. Essa terceira hipotese € avaliada a

sequir.
O campo elétrico dentro do capilar é dado por E =((jj—v , onde V é o potencial
X

de corrida e x a posicdo ao longo do capilar. Atraves da lei de Ohm e considerando
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gue a corrente se mantém constante ao longo da corrida, o campo elétrico pode ser

expresso comao:

E= d_ - =% Equacéo 8

7

onde | é a corrente, R e x sdo a resisténcia e a condutividade da solucao,
respectivamente, a € a area da secc¢ao transversal do capilar e J, a densidade de
corrente.

A condutividade é a soma da contribuicdo de todas as espécies portadoras de

carga:
k= Z/chj Equacéo 9

onde cj é a concentracdo da espécie j e 4 € a sua condutividade molar, expressa

por:

Ay =z;u;F Equacéo 10

onde F é a constante de Faraday e z; e | correspondem a carga e a mobilidade,
respectivamente, da espécie j.

A mobilidade de uma espécie j esférica de raio r;, maior que as moléculas do
solvente, num solvente de viscosidade 7 pode ser obtida através da relacdo de

Stokes:

e 1 z;
Hy=_—"—"" Equagcéo 11
6z n 1
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onde e é a carga elementar. Através dessa equacdo, € possivel observar que, de
fato, a mobilidade das espécies depende da viscosidade do meio. Entretanto,
substituindo as equacdes 9, 10 e 11 na equacao 8, € possivel reescrever o campo

elétrico da seguinte forma:

z.°C.
E=n bz Z# Equacéo 12

Se levarmos em conta que a velocidade de uma espécie s € o produto de sua
mobilidade (equacado 11) pelo campo elétrico (equacao 12), a espécie ira migrar com

velocidade igual a:

Jz -
v, =—2 z 1 ) Equacéo 13

Dessa equacdo, € possivel perceber que a velocidade da espécie nao
depende da viscosidade da solucdo, uma vez que o aumento da mobilidade e a
reducdo do campo elétrico ocorrem na mesma proporcdo. Entdo, essa equacao
mostra que, embora a dependéncia da viscosidade com a temperatura seja
significativa na mobilidade das espécies na regido aquecida, ela ndo explica o

fendbmeno das TMs.

Hipotese 4:

A partir da equacdo 13, é possivel elaborar uma outra hipétese similar a

anterior, porém considerando o efeito da temperatura sobre o raio das espécies (rs).
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Se o raio hidrodinamico variar com a mudanca de temperatura diferentemente para
cada espécie, entdo suas velocidades na regido aquecida serdo diferentes. Essa
regido iria se comportar, entdo, como um plug com composicéao diferente do restante
da solucdo. Novamente, apds o resfriamento da solucédo, as espécies teriam sua
mobilidade restaurada, mas uma marca permanente (alteracdo na concentracdo do
eletrdlito) seria criada.

A equacdo 13 pode ser reescrita da seguinte forma:

_J i
vV, = EZ— Equacéao 14
Z iCik;
]

Para um eletrdlito composto por um cétion e um anion univalentes, essa

equacao pode ser escrita como:

V,=— =— =—1 Equacéo 15
TR > u FCY A Fe quac

onde ¢ é a concentracdo do eletrdlito e t; 0 nimero de transporte da espécie s.

O numero de transporte pode ser calculado através de valores de condutancia
molar. A figura 17 mostra o nimero de transporte de Na* e K" em solugdes de NacCl
e KCI 10 mmol L™ em funcéo da temperatura. De fato, essas curvas sugerem que a
mobilidade dos ions quentes varia diferentemente com a temperatura. Além disso,
elas sugerem que o sodio quente (aqui denominado como *Na*) se torna
relativamente mais rapido que o cloreto quente (*CI), enquanto que o contrario

ocorre com o potassio quente (*K*). Se essa afirmacao for valida, *Na* migraria mais
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rapido que o *CI" durante o processo de aquecimento. Apods resfriamento, o efeito
global seria a formagdo de uma zona concentrada seguida de outra diluida, que
seriam detectadas como sinais com formato de pico-vale. J& para uma solucdo de
KCI, seria esperado um perfil de vale-pico. Ambas as previsbes sdo suportadas
pelos resultados de eletroferogramas de solucdes de KCI e NaCl mostrados na

figura 14, corroborando esta hipotese.
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Figura 17. Numero de transporte para Na' e K' em solucdes de NaCl e KCI 10 mmol L™
respectivamente, em funcéo da temperatura (calculados com base nos dados da ref. [73])

Erdey-Gruz discute a relacdo do raio i6nico hidratado de ions pequenos com
a mobilidade idnica limite [74]. De fato, a mobilidade ibnica limite de todas as
especies aumenta com o0 aumento da temperatura. Entretanto, a intensidade dessa
variacdo nao € igual para todas as espécies, como mostra a figura 17. Segundo a

Lei de Stokes (equacao 11), a relagao uon € independente da temperatura. Entao:

1°n =cte Equacéo 16
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onde p° é a mobilidade idnica limite. Essa relacdo é chamada de produto de Walden
e tem validade somente para ions grandes, 0s quais ndo tém seus raios de
hidratac&o alterados com a temperatura.

fons migram com suas esferas de hidratacdo. Com o aumento da
temperatura, o raio de hidratacdo tende a diminuir devido a perda das moléculas do
solvente, entdo o produto de Walden deveria aumentar. Entretanto, ndo € isso que
se observa para grande parte dos ions, conforme mostra a figura 18. Na verdade, o
produto de Walden decresce para a maioria das espécies. Esse fato leva a crer que
o fenbmeno é mais complexo e que as variagdes nas mobilidades ibnicas das
espécies ndo estdo relacionadas somente com o tamanho dos raios de hidratacéo
das espécies, mas também envolve modificacdes nas estruturas de agregacao das
moléculas do solvente com o ion e a forma como essa estrutura se comporta sob
acdo do campo elétrico. De qualquer forma, segundo o modelo proposto, as TMs
seriam geradas por alteragcdes no numero de transporte das espécies componentes

do eletrélito de corrida.
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Figura 18. Variacdo do produto de Walden com a temperatura para alguns ions. Reproduzido da
referéncia [74].

4.3.2. Avaliacdo do modelo

Simulacdo computacional

Utilizando o software Simul 5.0, foram realizados alguns experimentos de
simulagéo computacional. Solugdes de KCl e NaCl 10 mmol L™ foram tomadas como
exemplo. Os valores iniciais de mobilidade para K*, Na* e CI" a 25 °C foram retirados
da literatura [75].

Como condicao inicial, foi considerado o capilar preenchido com uma das
solugdes (KCl ou NaCl) e um plug de injecdo simulando a regidao de aquecimento

pela marcacéo térmica contendo as mesmas espécies, porém com mobilidades mais
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altas. Para o KCI, considerou-se um aumento de 40% na mobilidade do potassio e
de 60% para o cloreto. Para o NaCl, considerou-se o oposto: aumento de 60% na
mobilidade do cétion e de 40% na do anion.

A simulacdo se iniciou com a aplicacdo de um campo elétrico de 200 V cm™
durante 100 ms. Apds esse periodo, ela foi interrompida. O cétion e o anion do plug
de injecdo tiveram suas mobilidades restauradas para seu valor a 25 °C, igual ao
restante da solucdo. A simulacdo foi retomada com aplicacdo do mesmo campo
elétrico por mais 1 s. O resultado final € mostrado na figura 19, onde se podem
observar os sinais transientes em formato de pico-vale ou vale-pico nos
eletroferogramas simulados. E importante ressaltar que esses gréaficos tém dominio
no espaco, ou seja, refletem a condutividade em funcdo da posicdo do capilar, e que
0 ponto de deteccdo encontra-se em 20 cm. Assim, como o EOF estd se movendo
na direcdo do detector, o registro do eletroferograma em func¢do do tempo seria o
inverso do observado, ou seja, para o KCl seria observado um perfil de vale-pico e
para o NacCl, pico-vale. De fato, esses sao os formatos de picos esperados quando
comparados com os eletroferogramas obtidos experimentalmente (figura 14). Esses
resultados corroboram, assim, com a hip6tese de que as TMs surgem de uma

mudanca temporaria nas mobilidades relativas de cations e anions.
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Figura 19. Eletroferogramas de TMs em 10 mmol L™ de (A) KCI e (B) NaCl obtidos através de
simulac&o computacional, em fung&o da posi¢éo do capilar.

Numero de transporte

O modelo adotado para a geragao das TMs considera que as TM surgem de
uma alteracdo diferenciada no numero de transporte das espécies causada pela
combinacdo do aquecimento com o efeito do campo elétrico. Assim, confrontar os
valores de variacdo do numero de transporte de algumas espécies com o perfil de
suas respectivas TMs seria de suma importancia para corroborar o modelo.
Entretanto, esses dados sdo escassos na literatura e, portanto, foram efetuados
alguns experimentos com o intuito de sua obtencgao.

Um dos desafios para realizar esse experimento em um equipamento de
eletroforese capilar convencional € a presenca do EOF, que adiciona um
componente a mais na velocidade das espécies. Sendo assim, foram adotadas trés
estratégias para contornar esse problema: (i) eliminacdo do EOF utilizando HEC, (ii)

eliminacdo do EOF utilizando capilar revestido e (ii) medida do EOF utilizando TMs.

Além disso, € necessaria aplicagcdo de um campo elétrico ndo muito elevado, para
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evitar o aumento da temperatura da solucéo por acédo do efeito Joule e também a
mudanca do pH das solugdes pela eletrdlise.

A figura 20 mostra um perfil tipico registrado pelo detector condutométrico
sem contato para o experimento do método da fronteira movel, onde se observa o
primeiro patamar, com linha base mais elevada, relativa a solucdo de maior
condutividade, seguida por uma queda da linha base, levando a um segundo

patamar relativo a solucdo de menor condutividade.
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Figura 20. Eletroferograma da fronteira mével entre solugdes 10 mmol L™" de KCI e NaCl. Corrente:
10 pA.

Inicialmente, foram utilizadas solu¢cées contendo HEC para eliminar o EOF . A
figura 21 mostra dois resultados calculados para o nimero de transporte de K* (KCI)
obtidos em dois dias diferentes para 0 mesmo experimento. E possivel observar
nesses graficos que a tendéncia de variagdo do nimero de transporte para o K™ foi
diferente, embora o experimento tenha sido realizado de forma idéntica nos dois
dias. Embora a utilizacdo da HEC tenha reduzido de forma significativa a mobilidade

do EOF, é possivel que ele ndo tivesse sido completamente eliminado, podendo ter
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influenciado nas medidas. Assim, as provaveis fontes de erro foram atribuidas a: (i)
influéncia do EOF na medida da velocidade da espécie e (ii) ndo homogeneidade da

temperatura ao longo do capilar.
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Figura 21. Nimero de transporte de K* (KCI) 10 mmol L™ calculados em dois dias distintos para
varias temperaturas. Média e desvio padrao de duplicatas.

Os experimentos utilizando capilar revestido apresentaram resultados
semelhantes aos anteriores com HEC, provavelmente devido aos mesmos
problemas do EOF.

Assim, as TMs foram utilizadas na medida do EOF no intuito de considerar a
sua velocidade no célculo do numero de transporte. Utilizando as TMs para
monitorar o EOF, o numero de transporte da espécie de interesse pode ser obtido da

seguinte forma: o volume percorrido pela espécie pode ser escrito como:

V =V, A Equacéo 17

onde va é a velocidade da espécie, t 0 tempo que leva para ela percorrer o volume V

e A é a area da seccdo transversal do capilar.



74

Capitulo 4: Origem da marca térmica

Substituindo-se a equacdo 17 na equacdo 3, que descreve o numero de

transporte no método da fronteira movel, é possivel reescrevé-la da seguinte forma:

v ,tAcF N
t,=— Equacao 18
jldt
A velocidade de uma espécie na presenca do EOF é:
AX x
V= T =V, +Veor Equacéo 19

onde Ax € a distancia percorrida. Substituindo a equacdo 19 na equacdo 18, é

possivel obter o nimero de transporte da espécie A na presenca do EOF:

(AX = Veort)ACF  (AX — pgor Et)ACF

[idt [idt

Equacéo 20

t,=

Utilizando a equac&o 20, foi possivel calcular o nimero de transporte de K* e
Na® em solucbes de KCI e NaCl, respectivamente. Os graficos da figura 22 mostram
os resultados de numero de transporte obtidos para essas espécies em diferentes
temperaturas. Esses resultados ndo mostram a mesma tendéncia encontrada em
dados da literatura (figura 17). As provaveis fontes de erro atribuidas a essa
divergéncia sao: (i) ndo homogeneidade da temperatura ao longo do capilar e (ii)

alargamento da fronteira.
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Figura 22. Ndmero de transporte de K* (KCl 10 mmol L") e Na* (NaCl 10 mmol L") em funcéo da
temperatura, considerando o efeito do EOF.

Assim, a obtencdo de numero de transporte de diversas espécies que
pudessem corroborar com o modelo de geracdo das TMs proposta ndo foi possivel,
provavelmente por uma limitacao instrumental, j& que estratégias para eliminagéo do

EOF nao foram bem sucedidas.

4.3.3. Mobilidade da TM

Conforme explicado anteriormente, adotando o modelo proposto, a TM
decorre da formacdo de fronteiras de concentracdo causadas pela mudanca de
temperatura localizada em um determinado ponto do capilar, sob a acdo de um
campo elétrico. Esse fato sugere que, como ndo ha formacdo de espécies
carregadas adicionais, a fronteira caminhe com a mesma mobilidade do EOF. No
entanto, as perturbacdes na concentracdo do eletrdlito de corrida gerada pelo
marcador térmico, bem como aquelas causadas por qualquer outro tipo ocasionado
por injecdo de uma amostra, leva a formacdo de zonas que se propagam pelo
capilar com mobilidade prépria. Essas zonas, chamadas de picos de sistemas, foram

assunto de um trabalho de revisdo de Kenndler e Gas [76], que mostraram
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experimentalmente que o pico da agua e o sinal de um marcador neutro possuem
mobilidades distintas.

Evidéncias experimentais sugerem que as diferencas de concentracdes
causadas pela TM sao bastante ténues. Uma calibracdo do detector com solucdes
de KCI 10,0 mmol L™ e 10,1 mmol L™}, mostrou que a amplitude da TM pode ser
expressa como da ordem de 0,4 mmol L™, para um marcador baseado em filamento.
Stockmayer propds uma equacao que descreve a velocidade de uma fronteira entre

duas solucdes de diferentes composi¢cdes sob a acdo de um campo elétrico [77]:

v, = J(tl_tz)
F(Cl_cz)

Equacdo 21
onde J é a densidade de corrente, F a constante de Faraday, t o nimero de
transporte, ¢ a concentracdo e os indices 1 e 2 referem-se as duas faces da
fronteira.

Essa equacdo mostra que, durante uma corrida eletroforética, a velocidade da
fronteira serd zero somente se t; e t, forem iguais. No que tange a presente
discusséo, é de interesse 0 caso particular da equacédo 21 para a velocidade limite
da fronteira na presenca de diferencas de concentracdo bastante reduzidas, uma
vez que evidéncias experimentais sugerem gue a variacdo de concentracéo induzida
pelo aquecimento durante a marcacgao térmica é pequena.

O numero de transporte de uma espécie pode ser definido como a fragdo da
condutancia de determinada espécie sobre a soma de condutancia de todas as

espécies portadoras de carga da solucao (equacao 22):
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t, = + Equacéo 22

No caso de ions monovalentes, a condutancia de uma espécie pode ser
expressa em fungdo da sua condutividade molar a diluicdo infinita, acrescido da

contribuicdo do produto da concentracédo por uma constante o (Lei de Kohlrausch):

A= -ac Equacdo 23

onde Ao € a condutancia limite e a« € uma constante que depende da espécie,
temperatura e propriedades do solvente.
Substituindo a equacdo 23 na equacao 22, é possivel escrever a velocidade

limite da fronteira como:

_ Jdt (Ra_-La,)
limVv, =V, = Equacéo 24

Ac—>0 “Fdc 2F (L + 2 —(a, +a)Vc)e

onde os sinais + e - se referem as propriedades do céation e do anion,
respectivamente.
Substituindo J pelo valor do campo elétrico dado pela equacéo 8, € possivel

obter uma forma mais conveniente dessa equagao:

L _E (Pa_ - Xa,)Vc
°2F (P + 2 —(a, +a )Vc)

Equacéo 25

Sabendo que a velocidade de uma espécie é o produto da mobilidade pelo

campo elétrico, a equacao 25 permite entdo definir a mobilidade da fronteira como:
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_ (Ba —Ra)c
2R + 22 —(a, +a )Ve)

Ho Equacéo 26
onde u, é a mobilidade limite, 4 a condutancia molar, « é um coeficiente que
depende da espécie, temperatura e do solvente.

E importante salientar que essa mobilidade é somada vetorialmente a
mobilidade do EOF. Entéo, para que a TM tivesse a mesma mobilidade do EOF, a
mobilidade expressa pela equacdo 26 acima deveria ser nula. Analisando essa
expressao, conclui-se que a mobilidade seria nula se: (i) a concentracdo fosse zero
ou (i) o numerador dessa expressao fosse zero. Em termos praticos, somente a
segunda condicao é possivel.

De acordo com a equacdo de Onsager, 0 coeficiente « pode também ser

expresso em funcdo da conduténcia limite. Entdo, a mobilidade seré zero quando:

A+BL A+BA
QP

+ .

Equacéo 27

onde A e B sdo coeficientes que ndo dependem da espécie, apenas das
propriedades do solvente, e o numerador é diretamente proporcional a a.

Logo, a fronteira terd mobilidade nula se as condutancias molares dos ions
forem iguais. Dessa forma, a TM fornecera um valor de EOF confidvel se as zonas
tiverem concentragcdes semelhantes e se os ions tiverem condutancias molares
proximas.

Foi feita uma calibracdo do detector com solu¢cdes de KCI 10,0 e
10,1 mmol L™, que mostrou que as diferencas de concentracdes geradas pela TM

sdo bastante pequenas. Utilizando o marcador baseado em filamento, a amplitude
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da TM pode ser expressa como da ordem de 0,4 mmol L™. Além disso, a mobilidade
da TM calculada através da equacdo 26 foi de -6,5x 10" cm?V?'s? que
introduziria um erro sistematico menor que -0.7% para um EOF com mobilidade
maior que 10* cm? v's?,

Na pratica, a mobilidade da TM, bem como a de qualquer espécie, pode ser
calculada utilizando parametros experimentais e o tempo de migracao obtido atraves

do eletroferograma, através da seguinte equacao:

L

=— Equacéo 28
A%

Y7,

onde | é a distancia do marcador térmico (ou do ponto de injecédo) até o detector, L é
o comprimento total do capilar, t € o tempo de migracéo da espécie ouda TMe V é o
potencial de corrida.

Muitas vezes, estabelecer o ponto exato de deteccdo é tarefa dificil. Para
isso, implementou-se um marcador térmico duplo, que consiste em posicionar dois
marcadores ao longo do capilar, em distdncias conhecidas, e aciona-los
simultaneamente. Dessa forma, podem ser observadas duas TMs no

eletroferograma e a mobilidade pode ser calculada da seguinte forma:

Equacéo 29

onde d € a distancia entre os dois marcadores e try € a variacdo de tempo entre as
duas TMs, tomando-se os mesmos pontos (vale e vale, por exemplo).
Em alguns sistemas quimicos podem surgir picos adicionais que n&o

possuem mobilidade proxima a do EOF. Isso pode acontecer quando se trabalha
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com eletrolitos com composicdo complexa. Um exemplo é o tampédo MES/His com
CTAB (figura 13-e), onde se pode observar um pico mais rapido que o EOF,
referente a presenca de um segundo anion em menor concentracdo: no caso, 0
brometo. Mesmo em eletrolitos com composicdo simples € observado este
fendbmeno. Por exemplo, TMs em solucédo de KCI (pH 4,0) apresentam um pico de
alta mobilidade, relacionado ao H3O" (figura 13-f). Como se pode ver na figura 14-b,
0 mesmo nao pode ser observado em pH 7,0. Esses picos estdo diretamente
relacionados com os chamados picos de sistema [65, 66].

A mobilidade do pico da agua e da TM foram comparadas em eletrélito de
corrida NaHCO3 10 mmol L. As mobilidades calculadas dos picos obtidos atraves
da injecdo de um plug d'dgua e utilizando as TMs sdo mostradas na tabela 2, onde

se observa uma diferenca menor que 0,1% entre os dois valores.

Tabela 2. Mobilidades estimadas para o EOF em solugdo de NaHCO; 10 mmol L™ calculadas
utilizando diferentes estratégias, a 25 °C.

Estratégia u¥ (10° cm?Vvis™)
™ 67,5 (0,2)
Injecdo de plug d'agua 67,4 (0,3)

¥média e desvio padrdo de quadruplicatas

4.3.4. Dependéncia da intensidade da TM com o campo elétrico

O modelo proposto para a geracdo das TMs sugere uma dependéncia da
amplitude da TM com a corrente e, consequentemente, com o campo elétrico
aplicado durante a sua formacao (equacédo 15). Essa dependéncia surge do fato de
que quanto maior a diferenca nas velocidades do Na* e "Na*, maior a acumulacéo de
espécies na regido frontal. Assim, em condi¢cdes extremas, na qual o campo elétrico

€ nulo, nenhuma TM seria gerada.
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Dessa forma, foi executada uma série de corridas eletroforéticas obtidas apos
a geracdo da TM sob diferentes valores de campo elétrico, mantendo o campo
elétrico para migracdo das marcas até o detector constante. Os resultados desse
experimento encontram-se na figura 23 e mostram que, de fato, a amplitude da TM
depende do campo elétrico aplicado durante o aquecimento. Além disso, a curva
mostra duas regides distintas: uma para campo elétrico baixo, que mostra o
aumento do sinal em funcdo do aumento do campo elétrico, que é coerente com o
modelo proposto, e outra para campo elétrico mais elevado, que sugere saturacao.
Uma hipotese que justificaria essa regido saturada seria a difusdo longitudinal
agindo contra a tendéncia de formacdo de uma regido em que as diferencas de

concentracdo seriam cada vez mais acentuadas.

0.5-
i LIy
0.4 EH .

0.3 1

amplitude / V
o
e

0 100 200 300 400 500
campo elétrico / V cm

Figura 23. Variacdo da amplitude da TM com o campo elétrico aplicado durante o aquecimento. Apés
geracao das TMs, o campo elétrico foi mantido constante em 178 V s™,

A variacdo da amplitude da TM também foi avaliada mudando-se também o
campo elétrico durante o processo de migracdo da mesma até o detector. Esse

resultado € mostrado na figura 24, que mostra a mesma tendéncia para a
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dependéncia da intensidade do sinal com o campo elétrico. Nesse experimento, para
cada corrida, manteve-se o mesmo valor de campo elétrico para a geracdo das TMs

e para a migracdo das mesmas até o detector.

amplitude / V

0 100 200 300 400 500 600
campo elétrico / V cm”

Figura 24. Variagdo da amplitude da TM com o campo elétrico aplicado durante o aquecimento. O
campo elétrico aplicado durante a geracdo das TMs e para a migracdo dos picos até o detector
foram iguais, variando de 0 a 514 V cm™.

4.3.5. Efeito do diametro do capilar na intensidade das TMs

Nessa etapa do trabalho estudou-se o efeito do diametro do capilar no perfil e
na intensidade das TMs (figura 25). Nao houve alteracdo no perfil (vale-pico ou pico-
vale) das TMs, uma vez que sua natureza independe do volume de solucédo. Além
disso, observou-se um aumento na intensidade do sinal das marcas em funcéo do
aumento do didmetro do capilar devido ao aumento no volume de solugéo na regiao

do detector em diametros maiores, ocasionando aumento na sensibilidade.
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Figura 25. Eletroferogramas (A) e amplitude (B) da TM em capilares de 20 um, 50 um e 75 pm i.d.
com 40cm de comprimento. Condicdes experimentais: tampdo MES/Na 20 mmol L™ (pH 6,0),
+20 kV, TM duplo baseado em resistor acionados com pulsos de 584 ms.

4.4. Conclusdes Parciais

Devido a sua instrumentacédo simples, as TMs se mostraram como uma boa
opcado quando se deseja utilizar uma referéncia de tempo de migracdo nos
eletroferogramas, podendo ser empregadas como uma espécie de padrdo interno
sem a necessidade de adicdo de um reagente. Assim como qualquer outra técnica
que provoque uma perturbacdo que se propaga até o detector, as TM ndo possuem
exatamente a mesma mobilidade do EOF, embora possam fornecer uma boa
estimativa de seu valor. Entretanto, elas se revelaram bastante adequadas ao
monitoramento do EOF, principalmente quando se deseja obter informacdes sobre o
condicionamento do capilar. A boa correlagéo entre as mobilidades da TM e do EOF
nao pode ser generalizada. No entanto, nos casos em que as duas mobilidades
sejam muito diferentes, ainda pode-se usa-la como padréo interno na correcao de
mobilidades aparentes de analitos.

Baseado nos perfis dos sinais e nos valores de numero de transporte de
algumas espeécies, adotou-se como modelo que explicasse a causa do surgimento

das TM aquele que considera que as marcas sdo decorrentes de uma alteracéao

80
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diferenciada nos numeros de transporte de cation e anion presente na solucéo,
decorrente do aquecimento aplicado sob a acdo do campo elétrico.

Foi demonstrada que a perturbacdo na concentracdo da solucdo causada
pelas marcacdes térmicas pode ser faciimente registrada pelo C*D. Entretanto,
outros meétodos de deteccdo que consigam registrar esse tipo de fendmeno
possuem potencial de utilizacdo, como, por exemplo, deteccdo indireta UV-Vis.
Modos de deteccdo especificos diretos, como absor¢cdo na regido UV-Vis ou
fluorescéncia ndo poderiam ser empregados, pois, neste caso, o eletrdlito de corrida
nao fornece sinal, logo, ndo seria possivel observar as diferencas de concentracdes

produzidas pelas TMs.
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5. Injecao Térmica

5.1. Introducéo

Neste capitulo € apresentada uma nova estratégia para realizacdo de
experimentos de eletroforese baseada em marcas térmicas, que foi denominada
injecdo térmica. Nela, o capilar € totalmente preenchido com a amostra, diluida no
eletrdlito de corrida, e a injecdo ocorre através da geracdo de uma marca térmica.
Além disso, também é mostrada uma estratégia de multiplexacdo baseada em um
novo algoritmo. As técnicas multiplexadas empregam modelamentos matematicos
para decodificar sinais lidos simultaneamente, com o0 objetivo de se aumentar a
relacdo sinal/ruido. Ou seja, em CE, uma série de picos referentes a injecéo
sequencial de uma mesma amostra é registrada de forma sobreposta e, através da
aplicacdo de um algoritmo matematico, as informacg6es séo decodificadas, dando
origem a um eletroferograma de uma Unica injecdo com a relacdo sinal/ruido

aumentada.

5.1.1. Sistemas de injecdo em CE e uCE

A injecdo da amostra € uma etapa critica nas analises por CE. A
reprodutibilidade na area (ou altura) do pico reflete a precisdo na técnica de injecéo
utilizada. As formas mais utilizadas de introducdo de amostra sdo as injecdes
eletrocinética e hidrodindmica. Na injecao eletrocinética, € aplicado um gradiente de
potencial ao longo do capilar, por um determinado tempo. Na injecdo hidrodinamica,

aplica-se um gradiente de pressdo, que pode ser efetuado por pressurizacdo ou

vacuo de um dos reservatorios de solucdo ou por gravidade, no qual as duas
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extremidades do capilar sédo colocadas em desnivel e a amostra € introduzida por
sifonamento [15].

Na injecdo hidrodindmica, um determinado volume com composicao
representativa da amostra € introduzido no capilar. O volume injetado é dependente
da geometria do capilar, da viscosidade da amostra, do tempo de injecdo e da
presséao aplicada.

Na injecdo eletrocinética, as espécies introduzidas sdo resultado da soma das
mobilidades efetiva e eletrosmdética, portanto, é dependente da composicao da
solucéo, como forca ibnica e viscosidade. Dessa forma, nesse tipo de injecdo, ocorre
uma discriminacdo das espécies injetadas, pois as espécies mais rapidas sao
introduzidas em maior quantidade que as mais lentas. Assim, a injecao eletrocinética
€ geralmente utilizada quando ha impossibilidade de se realizar a injecéao
hidrodindmica, como, por exemplo, em eletroforese em gel [15]. Existem ainda
relatadas na literatura algumas outras estratégias mais especificas de injecdo. Na
injecdo opticamente ativada (Optically Gated Injection), o capilar é totalmente
preenchido com uma amostra fluorescente, que é continuamente fotodegradada por
um laser. No momento da injecdo, cessa-se a incidéncia do laser por um curto
periodo de tempo, criando uma regido com composicao diferente do restante da
solucdo em que a amostra esta presente [78, 79]. Outra modalidade de injecao,
chamada de Optically Gated Vacancy (injecdo por vacancias opticamente ativada), €
baseada na anteriormente descrita, porém somente na regido de injecdo a amostra
€ degradada. Isso gera uma vacancia que migra em direcdo ao detector, originando
picos referentes aos componentes da amostra [80].

Quando se trabalha com UCE, a estratégia mais utilizada para introducao de

amostra é a injecao eletrocinética. Embora sejam possiveis diversas configuracdes
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de canais nesses tipos de dispositivos, costuma-se confecciona-los em forma de
cruz, um dos layouts mais simples, que € mostrado na figura 26, onde se podem
observar dois canais, 0 de amostragem e o de separacdo. Para realizar a injecao,
primeiramente a amostra é adicionada a um dos reservatorios e aplica-se uma
diferenca de potencial para que a amostra migre e preencha o canal de amostragem
(canal 1 na figura 26). No momento que se deseja realizar a injecdo propriamente
dita, o campo elétrico na direcdo do canal de amostragem € cessado e aplica-se,
agora, uma diferenca de potencial na direcdo do canal de separacédo (canal 2 na
figura 26). Entretanto, a continua introducdo de amostra para o canal de separacéo
durante a analise devido a difusdo (leakage), pode levar a problemas de

instabilidade da linha base e reducéo da eficiéncia de separacéo [81] (figura 27).

Figura 26. Layout em forma de cruz de um pPCE: 1 e 2 sdo os canais de injecdo e separacao,
respectivamente; a e b sdo os reservatorios contendo eletrolito de corrida e amostra,
respectivamente e Det simboliza o detector.
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Figura 27. Difuséo da amostra para o canal de separacdo em UCE. Reproduzido da referéncia [81].

leakage

5.1.2. Multiplexacéo e Transformada de Hadamard

A eletroforese capilar possui diversas vantagens como alto poder de
resolucao e versatilidade, por exemplo. Entretanto, devido aos pequenos volumes de
amostras injetados, muitas vezes ela ainda padece de baixos limites de deteccéo
guando comparados as técnicas cromatograficas. Uma das formas de se aumentar a
sensibilidade € empregando técnicas multiplexadas, que codificam sinais analiticos,
em que diversos deles podem ser lidos simultaneamente. Empregando um
modelamento matematico, os sinais sdo decodificados, obtendo-se aumento na
relacdo sinal/ruido [82-92]. A Transformada de Fourier pode ser citada como um
exemplo de multiplexacdo. Esse tipo de estratégia € comumente empregado em
métodos espectroscopicos na analise de amostras muito diluidas. Nas técnicas de
separacao, as técnicas multiplexadas ndo costumam ser utilizadas com frequéncia,
podendo ser citadas como exemplo a correlacdo cruzada [93-95], Transformada de
Shah [84, 90-92] e Transformada de Hadamard [83, 85-89].

A Transformada de Hadamard € uma técnica baseada na Transformada de
Fourier, que foi desenvolvida inicialmente para ser aplicada as técnicas
espectroscopicas, mas cuja adaptacdo permitiu sua utilizacdo nas técnicas de

separacdo. Enquanto a Transformada de Fourier € baseada em diversas funcgfes
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seno e cosseno, a Transformada de Hadamard emprega apenas funcdes de adicao
e multiplicacao, tornando os calculos matematicos mais simples.

De forma simplificada, a Transformada de Hadamard aplicada a eletroforese
capilar € composta pelas seguintes etapas: (i) € efetuada uma série de injecbes
seguidas da mesma amostra, gerando um eletroferograma uUnico contendo os
diversos picos sobrepostos correspondentes aos sinais analiticos codificados; (ii) é
aplicado um modelamento matematico capaz de decodificar essas informaces em
um eletroferograma de uma Unica injecdo. Como as injecbes devem ser realizadas
sequencialmente, é necessario o emprego de uma técnica de injecao especifica, que
permita que as diversas injecées sejam realizadas continuamente sem que a corrida
seja interrompida. Assim, a maior parte dos trabalhos relatados na literatura
emprega a injecao opticamente ativada, que é melhor explicada na secdo 5.1.1.

Na Transformada de Hadamard, um dos elementos principais € o vetor de
injecdo, que € composto somente pelos elementos 0 e 1, e que indica uma
sequéncia pseudo-aleatéria de injecdo. Na préatica, o vetor de inje¢do funciona da
seguinte forma: supondo um intervalo entre injecdes de z segundos, a cada z
segundos é lido um elemento desse vetor de injecao, sendo que se o elemento da
matriz de injecéo for 1, a amostra € injetada no capilar e se ele for 0, a amostra ndo
€ injetada. A partir do vetor de injecao, é obtida uma matriz de decodificacdo [S], que
€ uma matriz ciclica, onde sua primeira coluna € o vetor de injecdo, a segunda
coluna € o mesmo vetor deslocado de uma linha e cujo ultimo elemento é inserido
na primeira linha da matriz e assim sucessivamente, até que se obtenha uma matriz
quadrada.

A figura 28 mostra um esquema de como funciona a Transformada de

Hadamard. Nela, [y] representa o conjunto de dados do eletroferograma
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experimental, com os varios picos sobrepostos resultantes das mdltiplas injecoes, [S]
€ a matriz de injecdes e [x] € o conjunto de dados do eletroferograma decodificado
correspondente a uma Unica injecdo, ou seja, 0 objetivo final do modelamento.
Nesse esquema, o retangulo em vermelho indica que somente a parte central do

eletroferograma experimental € modelada.

Capilar ] sinal
0] NVAAVAWARVAN
1]
1 O |
i Tempo de migragdo
-{15- Eletroferograma codificado [Y]
0]
1]
0 .
1]
1
Ponto de injecdo > 1] [S]
Ponto de deteccdo—— sinal '

ood o

Tempo de migracdo
Eletroferograma [X]

Figura 28. Esquema do modelamento matematico da Transformada de Hadamard. (Adaptado da
referéncia [82])

O seguinte modelamento matematico é entédo aplicado:

[y] = [S] [X] Equacso 30

Multiplicando ambos os lados da equacao pela matriz inversa de [S], a matriz
gue exprime o conjunto de dados do eletroferograma modelado pode ser expressa

como:
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[X] = [S ]71 : [y] Equacéo 31

O aumento da relacao sinal/ruido (S/R) pode ser expresso, entdo, em funcéo
do numero de injecdes n, sendo que quanto maior o nimero de inje¢cdes, maior o

aumento na relagao [82]:

[EEN

n+1
+

2 ~
= Equacdo 32

S
R 5 n+lj
2

Assim, como vantagens das estratégias de multiplexacdo, ha a possibilidade
de analises de espécies em baixas concentracdes, além da diminuicdo de
problemas de linha base ruidosa, ambas decorrentes do aumento da relagéo
sinal/ruido que essas estratégias proporcionam. Entretanto, como desvantagem,
pode-se citar a maior complexidade no processo e no tempo de analise, além de

requerer um método de injecao especifico.

5.1.3. Injecdo térmica e injecao térmica multiplexada

No capitulo 4 foi demonstrado que, em amostras com composi¢cdo complexa,
pode surgir mais de um sinal oriundo de apenas uma marcagao térmica. Por
exemplo, utilizando como eletrolito de corrida solugcdo de KCI em pH 4, observa-se o
surgimento de dois sinais, um com mobilidade proxima a do EOF e outro com
mobilidade proxima a do H* (figura 13-f). Assim, de uma forma genérica, pode-se
dizer que, na analise de cations, por exemplo, se o eletrolito de corrida contém n

espécies catidnicas (n > 1), a cada marcacdo térmica serdo gerados n-1 sinais
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transientes com mobilidade proxima a dos cations minoritarios e um anico sinal com
mobilidade aproximadamente igual a do EOF [96].

A figura 29 exemplifica essa regra, onde se observam quatro TMs em tampé&o
MES/His 10 mmol L™ (pH 6,0) contendo NaCl, KCI e LiCl 333 pmol L™ cada. Nesse
exemplo, os sinais referentes ao K*, Na* e Li* podem ser identificados, além do sinal
com mobilidade do EOF. Como a histidina é o céation majoritario, ndo se observa

sinal referente a essa espécie.

30 mV
I 1]

v

f T T T T T T T T T T T T T T T 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

tempo / min

Figura 29. Eletroferograma de TMs em tamp&o MES/His 10 mmol L™ (pH 6,0) contendo NaCl, KCl e
LiCl 333 umol L™ cada. Marcador térmico: filamento de tungsténio; 500 ms de largura de pulso apés
5 s do inicio da corrida. Potencial de corrida: +10 kV. Capilar: silica fundida, 75 pm d.i., 59,3 cm de
comprimento. Distancia do marcador térmico até o detector: 10,5 cm. TMs: (1) K*, (Il) Na®, (lll) Li" e
(IV) EOF.

Tomando essa propriedade como base, surgiu a ideia de utilizar as
marcacdes térmicas como forma de gerar sinais das espécies presentes em uma
solucdo, ou seja, de efetuar uma forma de injecdo. Esse novo sistema foi
denominado injec&o térmica. Nele, a rigor, ndo existe a injecdo da amostra. O capilar

€ preenchido com a prépria amostra diluida no eletrolito de corrida e, durante a
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aplicacdo do potencial de separacdo, geram-se pequenos pulsos de aquecimento.
Esse aumento da temperatura localizado ocasiona perturbacdes na concentracédo da
solucdo que preenche o capilar, gerando vacancias referentes a cada um dos
analitos, que migram em direcao ao detector.

Mikkers [97] estudou separacdes eletroforéticas por vacancias. Nessa
modalidade, o capilar € preenchido com a amostra e uma vacancia é gerada atraves
da injecao de um pequeno plug do eletrdlito de corrida, que ndo contém nenhum dos
analitos. Os eletroferogramas resultantes contém picos negativos, que sdo 0s picos
das vacancias, que migram com a mesma mobilidade das espécies que compdem a
amostra.

Gilman e colaboradores [80] propuseram um sistema de separacao
eletroforética por vacancias com injecdo opticamente ativada para dispositivos
microfluidicos. Nesse caso, o canal de separacdo € preenchido com a solucédo de
amostra contendo um fluoréforo. O acionamento de um feixe de laser durante um
curto periodo de tempo degrada uma pequena porcdo do fluoréforo, formando
vacancias. Essas vacéancias, entdo, migram com mobilidade igual a das espécies
gue compdem a amostra e sdo detectadas por LIF (Laser-Induced Fluorescence).

A injecdo térmica apresenta-se particularmente interessante nas analises por
UCE. Sistemas miniaturizados vém ganhando cada vez mais destaque nas analises
de compostos quimicos e biolégicos devido aos reduzidos volumes de residuos
gerados e, principalmente, a grande eficiéncia e rapidez das analises. No entanto, a
injecdo da amostra no canal de separacao constitui um dos principais desafios das
analises em YCE. Dentre os varios tipos de injecdo de amostra existentes, a
eletrocinética é a mais empregada, devido a sua simplicidade instrumental e

facilidade de adaptacdo aos microssistemas. Entretanto, nesse tipo de injecao
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ocorre uma continua introducdo da amostra no canal de separacao durante a corrida
devido a difusdo, que acarreta em alteracfes na linha base e reducéo da eficiéncia
da separacdo [81]. Sendo assim, a injecao térmica se mostra, entdo, como uma
possivel alternativa para contornar este problema.

Finalmente, a possibilidade de se efetuar "injecbes” sem necessidade de
interrupcdo da corrida chamou a atencéao, entdo, para a utilizacdo da injecao térmica
para a realizacdo de técnicas multiplexadas em CE. Conforme mencionado
anteriormente, para se executar a multiplexacdo € necessario um sistema de
introducdo de amostra que permita a injecdo sequencial de uma mesma amostra,

caracteristica presente na injecao térmica.

5.2. Parte experimental

5.2.1. Reagentes e solucdes

Histidina e MES foram obtidos da Sigma. Cloreto de sédio, cloreto de potassio
e hidréxido de sddio foram adquiridos da Merck. Todos os reagentes eram de grau
analitico e foram usados sem tratamento adicional. Agua deionizada foi usada para
preparar as solucoes.

Tampdo MES/Na 20 mmol L™ (pH 6,0) foi preparada conforme descrito na
secdo 4.2.2.5, adicionando-se solugdo de NaOH a 20 mmolL™" de A&cido

morfolinoetanosulfonico até atingir pH 6,0.
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5.2.2. Materiais e Métodos

5.2.2.1. Marcador térmico para injecdo multiplexada

Na figura 30 é apresentado o circuito para geracdo da TM utilizado na injecéo
térmica multiplexada. O marcador térmico utilizado foi o mesmo descrito
anteriormente, no qual um resistor SMD de 15 Q foi utilizado para o aquecimento. A
passagem de corrente por este resistor foi controlada por meio de um transistor NPN
do tipo TIP122, que recebeu em sua base um resistor de 4,7 kQ para que o
transistor funcionasse como uma chave. A temporizacdo e a largura dos pulsos
elétricos aplicados ao transistor para geracdo do aquecimento (acionamento da
“chave") foram realizados com um auxilio de uma microcontroladora (Arduino), de
forma semelhante ao utilizado no marcador eletrotérmico. Descricdes mais

detalhadas podem ser encontradas na sec¢éo 3.1.3.3.

—

GND
1 J

Figura 30. Esquema do circuito para geracdo das TMs utilizado na injecdo térmica multiplexada.

GND
GND

5.2.2.2. Eletroforese capilar
O equipamento de CE com deteccédo condutométrica sem contato utilizado foi

0 mesmo descrito no capitulo 3.
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Utilizou-se capilar de silica fundida de 75 um d.i, 360 um d.e., tipicamente
com 50cm de comprimento. Previamente ao dia de analise, o capilar era
condicionado com NaOH 0,1 mol L™, 4gua e tamp&o de corrida (flush de 10 min
entre etapas) e posteriormente era aplicado o potencial de corrida até estabilizacéo

da linha base (aproximadamente 10 min).

5.2.2.3. Injecédo térmica

Para a realizacdo das injecdes térmicas, o capilar era preenchido com a
prépria amostra diluida no eletrdlito de corrida. No momento em que se desejasse
realizar a "injecdo”, era aplicada uma marcacdo térmica, que geraria 0s sinais
referentes aos analitos, os quais eram registrados pelo C*D.

As mobilidades das espécies foram calculadas a partir dos valores de
comprimento do capilar, potencial de corrida e tempo de migracdo das espécies,
utilizando a equagédo 28. A intensidade dos sinais foi baseada na sua amplitude
(diferenca de altura entre o vale e o pico), que foi calculada utilizando o software
Origin 8.0.

O modelamento mateméatico para multiplexacao foi realizado com o auxilio do

software Mathcad 2001 Professional (MathSoft, Cambridge, MA, EUA).

5.3. Resultados e Discussao

5.3.1. Potencialidade analitica da técnica de injecao térmica
Com o objetivo de avaliar a potencialidade de uma aplicacdo analitica para a
injecdo térmica, primeiramente foi estudado um sistema quimico relativamente

simples, composto por NaCl em tampdo MES/His. A figura 31 mostra o
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eletroferograma de duas marcacdes térmicas executadas simultaneamente por dois

resistores distanciados 5,0 cm entre si.

sinal
.ll>
o
(e}

-600

-800

0O 10 20 30 40 50 60 70
tempo /s

Figura 31. Eletroferograma de TMs em solugdo de MES/His 20 mmol L™ e NaCl 100 pmol L™.
Potencial de corrida: +28 kV. Indices 1 e 2 referem-se aos sinais gerados pelos marcadores térmicos
1 e 2, respectivamente.

Assim, foi avaliado o comportamento do sinal das TMs em funcdo da
concentracdo dos analitos. Dessa forma, foram efetuadas marcagdes em solucbes
de MES/His contendo NaCl em concentracbes varidveis (de 10 pmolL™ a
1 mmol L™Y). Os eletroferogramas de algumas dessas amostras sdo mostradas na
figura 32. A curva analitica correlacionando a area do sinal referente ao sédio com a
sua concentracdo pode ser observada na figura 33, cujo grafico apresentou faixa de

resposta linear na regiao estudada (R = 0,9975; N = 11).
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Figura 32. Eletroferogramas provenientes de inje¢fes térmicas de amostras de NaCl em diferentes
concentracdes (de 10 pmol L™ a 1 mmol L™) em tampao MES/His 20 mmol L. Os indices (1) e (2)
referem-se a cada um dos resistores do marcador térmico duplo, os quais foram acionados
simultaneamente por 312 ms de largura de pulso de aquecimento. Potencial de corrida: +28 kV.
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Figura 33. Intensidade da TM referente ao Na* em func&o de sua concentrac&o. Eletrdlito de corrida:
MES/His 20 mmol L™ (pH 6,0) e NaCl 100 pmol L™. Potencial de corrida: +28 kV.
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Outro parametro estudado foi a correlacdo da mobilidade do pico do analito
com sua concentracgio. A figura 34 mostra o grafico da mobilidade do Na* em funcéo
da sua concentracdo na amostra. Para baixas concentracdes, até 200 pumol L™ de
NaCl, a mobilidade da zona referente ao Na* se mantém praticamente constante. No
entanto, acima desse valor, a zona comeca a se deslocar mais lentamente na
medida em que a concentracdo de NaCl aumenta. De fato, a interface de duas
solugcbes com concentracdes diferentes do mesmo sal forma uma fronteira que
possui mobilidade dependente do numero de transporte das espécies naguela
concentracdo. Segundo Stockmayer [77], 0 movimento estacionario de uma fronteira
entre duas solucdes de diferentes concentracdes submetidas a acdo de um campo
elétrico esta relacionado com a diferenca entre os nimeros de transporte dessas
espécies nessas determinadas concentracfes (equacdo 21). Essa mudanca de
mobilidade em funcdo da concentracdo do analito é prejudicial & analise, uma vez

que dificultaria a identificacdo dos picos nos eletroferogramas.

53,5
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Figura 34. Mobilidade do Na* em funcéo de sua concentracéo. Eletrélito de corrida: MES/His
20 mmol L™ (pH 6,0) e NaCl 100 pmol L™. Potencial de corrida: +28 kV.
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A separacao de espécies utilizando a injecao térmica para geracao dos sinais
dos analitos foi estudada, tomando como exemplo solucdo de MES/His contendo
NaCl e KCI. A figura 35 mostra o eletroferograma da separacdo de Na' e K.
Novamente, existem dois sinais referentes ao Na* e dois ao K* pois foi utilizado um

marcador térmico duplo.
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Figura 35. Eletroferograma de TMs de Na* e K*. Eletrélito de corrida: tamp&o MES/His 20 mmol L™t
(pH 6,0) contendo 0,2 mmol L™ de KCI e NaCl cada. Potencial de corrida: +28 kV. indices 1) e (2
referem-se aos sinais gerados pelos marcadores térmicos 1 e 2, respectivamente.

Foram estudadas concentracées de NaCl e KCl variando de 0 a 800 pmol L™.
A figura 36 mostra as curvas analiticas para o K' na presenca de diferentes
concentracdes de NaCl (figura 36-A) e para o Na' na presenca de diferentes
concentracbes de KCI (figura 36-B). A resposta de cada curva para uma
concentracio fixa da outra espécie (por exemplo, concentragdes variadas de K* na
presenca de uma quantidade fixa de Na®) apresentou comportamento linear.

Entretanto, quanto maior a concentracdo de NacCl, menor foi a sensibilidade do K,
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enquanto que, na andlise do Na*, quanto maior a concentra¢éo de KCl, maior foi a

sensibilidade do Na*. Ou seja, o Na* se revelou um interferente na analise do K* e

vice e versa.
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Figura 36. Sinal analitico de (A) K" em presenca de Na* e (B) Na" em presenca de K'. Eletrdlito de
corrida: tampdo MES/His 20 mmol L™ (pH 6,0) contendo KCI e NaCl em diferentes concentragdes.
Potencial de corrida: +28 kV.

Além disso, a presenca de concomitantes também causou interferéncia na
mobilidade da espécie de interesse. Como se pode observar no gréafico da figura 37,
0 aumento na concentracdo de NaCl causou um aumento na mobilidade do K7,
enquanto, quanto maior o incremento na concentracdo de KCI, menor foi a
mobilidade do Na' (figura 38). Novamente, esse fato esta relacionado com o
movimento estacionario da fronteira de concentracdo, cuja velocidade pode ser

expressa pela equagao 21.
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Figura 37. Mobilidade de K" em presenca de NaCl. Eletrdlito de corrida: tampdo MES/His
20 mmol L™ (pH 6,0) contendo KCl e NaCl em diferentes concentragdes. Potencial de corrida:
+28 kV.
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Figura 38. Mobilidade de Na“ em presenca de KCI. Eletrélito de corrida: tampdo MES/His
20 mmol L™ (pH 6,0) contendo KCI e NaCl em diferentes concentracdes. Potencial de corrida:
+28 kV.

As curvas analiticas e de mobilidade mostraram, entdo, um sério problema de
interferéncia na técnica de injecdo térmica. Uma vez que os problemas de alteragéo

da mobilidade e de sensibilidade em funcdo da concentracdo decorrem
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principalmente de fenémenos relacionados as fronteiras de concentracéo e diante do
fato de que resultados experimentais mostraram que para baixas diferencas de
concentracdo esses problemas sédo atenuados (figura 34), entdo uma solucéo para
esses problemas seria a geracao de TMs mais sutis, ou seja, em que as diferencas
de concentracdes fossem menores. No entanto, outro problema decorreria: a
reducdo da sensibilidade. Entdo, como gerar TMs mais sutis sem perda de

sensibilidade?

5.3.2. Injecéo térmica multiplexada

A multiplexacdo consiste em uma técnica que codifica uma série de sinais
analiticos e através de um modelamento matematico, essas informacfes sao
decodificadas, obtendo-se um aumento na relagcéo sinal/ruido.

Nesse trabalho, a estratégia de injecdo térmica consistiu em gerar uma série
de marcagfes térmicas idénticas de uma mesma amostra, em tempos pré-definidos.
Quando esses varios eletroferogramas sdo somados, o ruido é reduzido, pois 0s
diversos picos positivos e negativos aleatérios que originam o ruido da linha base
sdo anulados durante o processo de soma. O resultado €, entdo, o aumento da
relacao sinal/ruido.

A utilizacdo de TMs para a realizacdo da multiplexacdo € muito conveniente,
pois é preciso efetuar diversas injecfes rapidas e seguidas, sem interrupcdo da
corrida, caracteristica que as marcacdes térmicas proporcionam. Em um trabalho
anterior relatado na literatura que utiliza a Transformada de Haddamard, os autores
utilizam a injecéo opticamente ativada [78, 79]. De modo semelhante ao que ocorre
na injecdo térmica, o capilar € preenchido com a propria amostra, porém é

necessaria a presenca de um fluoréforo no eletrdlito de corrida. A injecao
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propriamente dita ocorre quando um laser é direcionado em uma pequena regido do
capilar, degradando o fluoréforo e criando uma vacancia que migra em direcdo ao
detector, de forma semelhante ao que ocorre com as TMs.

A estratégia de multiplexacdo utilizada nesse trabalho foi baseada em um
novo modelamento matematico, um caso mais genérico da Transformada de
Hadamard. O modelamento leva em conta dois pressupostos: (i) os fendmenos
geradores devem ser reprodutiveis, ou seja, para que uma nova injecdo ocorra €
necessario que todos os fenémenos envolvidos na inje¢cdo anterior tenham ocorrido
completamente e que elas sejam sempre iguais, e (ii) todo o eletroferograma
experimental € modelado, diferentemente do que ocorre na Transformada de
Hadamard, onde somente a parte central do eletroferograma é modelada.

O modelamento possui trés elementos principais: o0 eletroferograma
experimental (resultado de varias injecbes sequenciais que geram varios picos
sobrepostos), a matriz de decodificacéo e o eletroferograma resultante de uma Unica
injecao (eletroferograma de interesse).

A matriz de decodificacdo [A] € gerada a partir de um vetor de injecéo J, que é
composto somente pelos elementos 0 e 1. Na pratica, o vetor de injecao funciona da
seguinte forma: supondo um intervalo entre injecbes de x segundos, entdo a cada X
segundos € lido um elemento desse vetor de injecao, sendo que se o elemento de J
for 1, a injecédo propriamente dita ocorre e se ele for 0, ocorre uma pseudo-injecao,
ou seja, a injecao nao ocorre. A partir desse vetor J, obtém-se a matriz [A].

Obtidos esses elementos, utiliza-se 0 seguinte modelamento matematico:

[X] = ([A]T [A])_l[A]T [y] Equacéo 33

onde [A] € a matriz de codificacdo, [y] representa o vetor com o conjunto de dados

do eletroferograma experimental e [x] € o vetor que representa o conjunto de dados
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do eletroferograma de uma injecdo, que € obtido pela técnica de minimos
quadrados.

Esse modelamento foi implementado em software de manipulacéo
matematica, o Mathcad 2001 Professional, cuja interface com o usuario é bastante
simples, sendo que € necessario somente entrar com os dados do eletroferograma
experimental, do vetor de injecdo e o intervalo entre inje¢cdes. O tratamento
matematico leva apenas alguns segundos.

Para que o modelamento funcione, é necessario que todas as injecdes sejam
exatamente iguais e reprodutiveis. Na primeira versdo, o controle de acionamento
das TMs era realizado por uma placa com interface do tipo ISA (PCL 711). Limitados
por este tipo de interface, ja ndo disponiveis em computadores atuais, utilizou-se um
computador com capacidade de processamento reduzida, onde o gerenciamento era
feito por um programa desenvolvido em Delphi 5.0. Além da capacidade reduzida de
processamento, 0 Unico processador disponivel nesta maquina se ocupava também
das tarefas béasicas de funcionamento do PC (controle de periféricos e softwares
adicionais), ou seja, ao ser requisitado o acionamento de um dispositivo qualquer
este PC poderia estar ocupado com outras atividades, tornando a temporizagao do
processo de acionamento da TM pouco reprodutivel. Assim, optou-se por adotar
uma microcontroladora. Estes tipos de dispositivos sdo vantajosos quanto a
compatibilidade com qualquer sistema operacional, possuirem baixo custo de
aquisicao, facilidade de operacéao e dimensdes reduzidas. Além destas vantagens o
consumo em massa destes dispositivos 0s torna acessiveis a ponto de permitir o
uso de um processador dedicado a cada tarefa necessaria, que implica em maior
precisdo no processo de temporizacdo. A descricdo do circuito microcontrolado

utilizado nesse trabalho encontra-se detalhada na se¢éo 4.1.2.1.
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Na figura 39, podem ser encontrados alguns resultados tipicos obtidos
utilizando a técnica de multiplexacdo anteriormente descrita. A figura 39-A mostra
um eletroferograma experimental proveniente de uma unica injecdo térmica de uma
amostra contendo 100 pmol L™ de NaCl e KCl em tampdo MES/Na 20 mmol L™ (pH
6,0). A figura 39-B mostra o eletroferograma experimental com multiplas injecées
térmicas da mesma amostra. Nesse caso, foi empregado um marcador térmico com
resisténcia de 15 Q, que fornecia pulsos de aquecimento de 292 ms a cada 730 ms,
segundo o vetor de inje¢do J = (10110100101001), ou seja, foram feitas 7 injecbes
efetivamente (representadas pelo nimero 1 no vetor J) e 7 pseudo-injecdes

(representadas pelo numero 0 no vetor J).
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Figura 39. (A) Eletroferograma experimental de uma injecdo de NaCl e KCI 100 umol L. (B)
Eletroferograma experimental com mdltiplas injecdes térmicas de NaCl e KCl 100 umol L em
tamp&ao MES/Na 20 mmmol L™ (pH 6). (C) Eletroferograma decodificado.
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A figura 39-C mostra o eletroferograma obtido do modelamento matematico.
Como se pode observar, 0 modelamento matematico foi capaz de decodificar as
informacdes de multiplas injecdes sobrepostas, entretanto, ndo foi possivel observar
um aumento apreciavel na relacao sinal/ruido. Na verdade, o0 aumento dessa relacéo
varia com o numero de inje¢cdes, conforme mostra a equagdo 32, ou seja, quanto
maior o numero de inje¢cdes, maior a relacdo sinal/ruido. Entretanto, para se obter
um aumento de 10 vezes na relacdo sinal/ruido, seria necessario realizar 800
pseudo-injecdes, que no caso desse experimento, levaria aproximadamente 20 min,
tornando o tempo de analise muito longo.

A TM é um fendmeno relativamente demorado, uma vez que elas ocorrem em
trés etapas: (i) aquecimento do capilar, (i) aquecimento da solucdo e (iii)
resfriamento do sistema. Assim, uma forma de contornar o problema seria a
elaboracdo de um sistema de marcacdo térmica de alta velocidade. A ideia seria
eliminar a etapa de aquecimento do capilar, para que fossem geradas TMs bem
mais estreitas e assim, poder realizar um maior numero de inje¢cbes em um intervalo
de tempo relativamente curto e, logo, conseguir um aumento consideravel na
relacdo sinal/ruido. O marcador a laser e o eletrotérmico tiveram essa finalidade, no
entanto, nenhum deles apresentou resultados satisfatorios. Dessa forma, existe uma

demanda por novas estratégias de marcacao térmica.

5.4. Conclusdes Parciais

A injecao térmica demonstrou potencial como uma nova estratégia para
analise por eletroforese capilar. A técnica apresentou extensa faixa de resposta

linear (entre 10 umolL? e 1 mmolL™? para sédio). Entretanto, problemas de
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interferéncia sobre a sensibilidade e a mobilidade dos analitos foram obstaculos
enfrentados.

Embora néo tenha sido possivel alcancar o resultado almejado no aumento
da relacao sinal/ruido utilizando essa nova técnica de multiplexacdo, o0 modelamento
matematico revelou-se capaz de decodificar as informacfes contidas nos varios
eletroferogramas sobrepostos obtidos com as multiplas injecdes. Para contornar o
problema, seria necessario realizar uma quantidade muito maior de injecdes
sucessivas, que tornaria o tempo de cada corrida extremamente longo. Logo, seria

indispensavel implementar um novo sistema mais rapido de marcacéao térmica.
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6. Aplicacoes

6.1. Introducéo

Diversas aplicacbes para o uso das TMs em eletroforese capilar com
deteccdo condutométrica sem contato foram propostas ao longo do trabalho. Neste
capitulo, sdo apresentadas seis aplicacdes diferentes, todas elas utilizando as TMs
para a determinacdo do EOF, seja para a medida direta de sua mobilidade, ou para
a correcéo de suas variagdes nos tempos de migracédo dos analitos.

Para uma melhor compreenséo do leitor, € necessario ressaltar que cada uma
das aplicacbes apresentadas neste capitulo pode ser considerada como um
experimento distinto, com uma sec¢édo de materiais e métodos e outra de resultados e

discussao proprias.

6.2. Parte experimental

6.2.1. Reagentes e solucdes

Histidina, MES, DDAB e sulfato de césio foram obtidos da Sigma. Cloreto de
sédio, cloreto de potassio, cloreto de litio, hidroxido de sdodio, hidroxido de litio,
hidréxido de potassio, bicarbonato de sodio, acido cloridrico 37%, o-fenantrolina,
CTAB, etanol, metanol, 1-propanol e isopropanol foram adquiridos da Merck. Oxido
de deutério 99,9 % D teve procedéncia Aldrich (Milwaukee, WI, EUA). Todos os
reagentes eram de grau analitico e foram usados sem tratamento adicional. Agua

deionizada foi usada para preparar as solucdes.
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6.2.2. Materiais e Métodos

Foi utilizado um equipamento de eletroforese capilar construido no proprio
laboratorio com deteccdo condutomeétrica sem contato operando em 550 kHz e
2 Vpp. O equipamento contém um sistema de eletrdlise separada, que permite a
utilizacdo de eletrdlitos de corrida ndo tamponados sem que 0S mesmos sofram
alteracdo do pH em funcdo da eletrdlise. A menos que especificado, o capilar foi
previamente condicionado com solucédo de NaOH 0,1 mmol L™, agua e eletrdlito de
corrida, cada etapa durando cerca de 10 min, seguida de aplicacdo do potencial de

corrida até estabilizacdo da linha base.

6.2.2.1. Medida da mobilidade do EOF em capilar de silica

Foi empregado marcador térmico duplo baseado em resistores SMD,
posicionados a 5,6 e 10,6 cm do ponto de deteccdo, os quais foram acionados
simultaneamente com largura de pulso de aquecimento de 250 ms.

Utilizou-se capilar de silica fundida de 75 pym d.i.,, 360 um d.e. e 59,5 cm de
comprimento. A mobilidade das TMs e, consequentemente, estimativa da mobilidade
do EOF, foi calculada utilizando-se a equacdo 29. O potencial de corrida foi de
+10 kV.

Os eletrélitos de corrida foram preparados a partir da mistura de solucdes
10 mmol L™* de KOH, HCl e KClem quantidades suficientes para atingir o pH
desejado ( pH variando entre 3 a 10) e forca i6nica de 10 mmol L™ . A mudanca do
pH do eletrélito de corrida durante as corridas eletroforéticas devido a eletrolise foi

evitada através da utilizacdo do sistema de eletrolise separada [69].



113
Capitulo 6: Aplicagoes

6.2.2.2. Utilizacdo da TM como padrao de correcdo de variacdes no EOF entre
corridas

No experimento envolvendo a agua de coco, a amostra foi diluida na
proporcao 1:100 (v/v) antes de ser injetada. Empregou-se capilar de silica fundida de
75 um d.i, 360 um d.e., 60,3 cm de comprimento total (48,7 cm efetivo). O potencial
de corrida utilizado foi +15 kV. A injecao foi realizada hidrodinamicamente por 10 s e
10 cm H,0. O eletrélito de corrida foi MES/His 30 mmol L™ (pH 6,0). Utilizou-se
marcador térmico baseado em filamento de tungsténio, com 250 ms de largura de
pulso acionados apds 75, 115 e 160 s apds o inicio da corrida.

No experimento envolvendo a amostra de clara de ovo, o capilar utilizado foi
de 55,3 cm de comprimento total (46,2 cm efetivos). Utilizou-se como eletrélito de
corrida solucdo de MES/His 20 mmol L™ (pH 6,0). Empregou-se marcador térmico
duplo baseado em resistores SMD posicionados a 4,2 e 7,2cm do ponto de
deteccdo e acionados simultaneamente com largura de pulso de aquecimento de
600 ms. A amostra de clara de ovo foi diluida 30 vezes e LiINO3 333 umol L™ foi
utilizado como padréo interno. A injecao foi feita hidrodinamicamente por 3s e
10 cm H,O. O potencial de corrida foi de +25 kV. Apés cada corrida, o capilar era
lavado com solucéo de NaOH 1 mol L™.

A correcdo da mobilidade dos analitos foi feita partindo-se do valor da
mobilidade aparente de cada espécie (Uap) € subtraindo-se a mobilidade da TM

(Urwm), calculadas a partir da equacéo 28:

My = Hap — Py = — Equagcdo 34
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onde s é a mobilidade corrigida da espécie s, ts e try S80 0s tempos de migracao da
espécie s e da TM, respectivamente, | é a distancia do ponto de injecdo até o de
deteccao, d € a distancia entre os marcadores, L € o comprimento total do capilar e

V é o potencial de corrida.

6.2.2.3. Avaliacéo da resposta de um C*D

Utilizou-se como eletrdlito de corrida tamp&o MES/His 20 mmol L™ (pH 6,0).
Foi empregado capilar de silica fundida de 75 pm i.d, 360 um d.e. e aplicou-se um
potencial de corrida de +10 kV. Um gerador de fun¢des FG 2002C (Goldstar, Seul,
Coréia) foi utilizado para aplicacado do sinal do detector. A cada corrida, foi gerada
uma TM gerado por um marcador a base de filamento de tungsténio (250 ms de
largura de pulso de aquecimento). Os sinais das TMs foram quantificados nos
eletroferogramas através da medida da amplitude dos sinais (diferenca de altura
entre pico e vale), utilizando o software Origin 8.0. Foi tracado um grafico de altura
pico a pico das TMs em funcdo do sinal de deteccdo aplicado utilizando o mesmo

software mencionado.

6.2.2.4. Estudo da estabilidade de revestimentos de CTAB e DDAB sobre a
superficie de capilares de silica utilizando TMs

Utilizou-se capilar de silica fundida de 75 pm d.i., 360 um d.e. e 50 cm de
comprimento total e marcador térmico duplo com resistores SMD distanciados por
5,0 cm entre si, aos quais aplicou-se pulsos de aquecimento de 600 ms. O potencial
de corrida aplicado foi de -20 kV. A mobilidade do EOF foi calculada utilizando a

equacao 29.
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Nessa etapa do trabalho, foram empregados trés eletrélitos de corrida
diferentes: (i) tamp&o MES/Na 20 mmol L™ (pH 6,0), (ii) tampdo MES/Na 20 mmol L™
(pH 6,0) contendo CTAB 0,2 mmol L* e (iii) tampdo MES/Na 20 mmol L™ (pH 6,0)

contendo DDAB 0,2 mmol L.

Apos limpeza do capilar, para cada um dos tensoativos, adotou-se 0 seguinte

procedimento:

| - o capilar foi preenchido com o tampao MES/Na (i);

Il - aplicou-se um potencial de corrida de -20 kV e foram geradas TMs a cada 3 min
até que fosse observada estabilizacdo do EOF.

[l - o capilar foi preenchido com os eletrélitos contendo CTAB (ii) ou DDAB (iii);

IV - repetiu-se a etapa Il. Essa etapa foi chamada de ADSORCAO do tensoativo;

V - as etapas | e Il foram repetidas. Essa etapa foi chamada de DESSORCAO do

tensoativo;

Tampao MES/Na foi preparado conforme descrito na sec¢do 4.2.2.5.

6.2.2.5. Medida da mobilidade do EOF para determinacdo de constantes fisico-
quimicas de monoalquilcarbonatos

Em ambos os experimentos, um marcador térmico duplo baseado em resistor
SMD (resistores distanciados de 5,0 cm, largura de pulso de aquecimento de
700 ms) foi utilizado para calcular o EOF. A correcdo da mobilidade dos analitos foi
feita partindo-se do valor da mobilidade aparente de cada espécie subtraindo-se a

mobilidade da TM (equacao 34).
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Acidez dos MACs

Utilizou-se eletrdlito de corrida preparado a partir de mistura de solucdes
aguosas de LiOH, HCI e LiCl em quantidades suficientes para obter forca ionica
igual a 10 mM e pH entre 3 e 9. Foi utilizado capilar de silica fundida de 50 um d.i. e
360 um d.e. com comprimento total de 40 cm (11 cm e 29 cm de distancia até o
primeiro e segundo detector, respectivamente). O potencial de corrida aplicado foi
-10 kV. O capilar foi pré-condicionado antes de cada dia de experimento através de
flush com: (i) NaOH 0,1 mol L™, (i) 4gua, (i) DDAB 20 mM, que foi utilizado como
inversor de EOF, (iv) eletrolito de corrida. Os experimentos foram realizados a 20 °C.
As amostras injetadas consistiram de solucéo 1:1 (v/v) de agua e alcool em tampéao

5 mM HCO3/CO5?, sendo que os alcoois utilizados foram o etanol e o 1-propanol.

Mobilidade ibnica, coeficiente de difusao e raio hidrodindmico

Utilizou-se como eletrélito de corrida solugcdo de bicarbonato de sédio
10 mmol L™ (pH 8,3) e capilar de silica fundida de 50 pm d.i., 360 um d.e. com
50 cm de comprimento (10 cm e 40 cm de comprimento efetivo até o primeiro e
segundo detectores, respectivamente). As corridas foram efetuadas a +30 kV e
25 °C, com os analitos migrando no contra-fluxo. As amostras foram injetadas
hidrodinamicamente por 4 s a 3,5 psi.

As amostras foram preparados através da mistura de 5% (v/v) de propanol ou
isopropanol em solucdo de NaHCO; 2,5 mmol L™, deixadas em repouso por 24 h
antes das anélises. Utilizou-se como padrdo interno MES 100 pmol L™, propionato

de sédio 100 pmol L™ e acetato de sédio 150 pmol L™,
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6.2.2.6. Utilizacdo das TMs no estudo da mobilidade ibnica de ions hidrénio

No experimento sobre bases fracas, utilizou-se como eletrdlito de corrida
solucdo de o-fenantrolina contendo mistura de LiOH, HCI e LiCl em quantidade
suficiente para obter forca iénica igual a 10 mmol L™ e pH 5. O capilar utilizado foi de
silica fundida de 75 pum d.i., 360 um d.e., 57,3 cm de comprimento, 11,3 e 45,9 cm
de distancia entre 0 1° e 0 2° detectores, respectivamente. Empregou-se marcador
térmico duplo, com resistores posicionados a 35,4 e 40,4 cm a partir do ponto de
injecdo. As marcacdes térmicas foram aplicadas a partir de aguecimentos com
largura de pulso de 300 ms. O equipamento de CE foi termostatizado a 26 °C. A
amostra foi uma mistura de HCI 500 pmol L* e LiCl 10 umol L™, injetada
hidrodinamicamente por 30 s e 10 cmH,0.

No experimento envolvendo o cloroacetato, foram utilizadas as seguintes
condicBes experimentais: o eletrélito de corrida foi uma mistura de acido cloroacético
e mistura de LIOH, HCI e LiCl em quantidades suficientes para obter forca idnica
igual a 10 mmol L™ e pH 5. O potencial de corrida aplicado foi de +26 kV. O capilar
foi o de silica fundida de 75 um d.i., 360 um d.e., 67,4 cm de comprimento, 11,7 e
55,6 cm de distancia entre 0 1° e 0 2° detectores, respectivamente. Empregou-se
marcador térmico duplo, com resistores posicionados a 35,4 e 40,4 cm a partir do
ponto de injecdo. As marcacdes térmicas foram aplicadas a partir de aquecimentos
com largura de pulso de 300 ms. O equipamento de CE foi termostatizado a 26 °C. A
amostra foi uma mistura de HCl 500 umolL? e LiCl 10 pmolL?, injetada
hidrodinamicamente por 20 s e 10 cmH,0.

No experimento com agua deuterada, a amostra foi uma mistura de Cs,SO,
25 pmol L™ e HCI 90 pmol L™, utilizando solugéio de LiCl 10 mmol L™* como eletrdlito

de corrida (pH 4,95) em mistura de H,O/D,0 9:1 (v/v) como solvente. O potencial de
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corrida aplicado foi de +15 kV. Utilizou-se capilar de silica fundida de 75 um d.i.,
360 um d.e. e 56,0 cm de comprimento total (11,7 e 44,6 cm de comprimento efetivo
até o primeiro e segundo detectores, respectivamente). As amostras foram injetadas
hidrodinamicamente (20s, 17 cm de H,O). Utilizou-se marcador térmico duplo
baseado em resistor SMD, com resistores distanciados de 5,0 cm (300 ms de pulso
de aquecimento).

Em ambos os experimentos, a mobilidade do pico do H* foi calculada com o

auxilio das TMs, utilizando-se a equacéo 34.

6.3. Resultados e Discussao

6.3.1. Medida da mobilidade do EOF em capilar de silica

A caracterizacdo do EOF em funcao do pH é de fundamental importancia nas
andlises por eletroforese capilar. Dependendo do material utilizado na confec¢éo do
capilar ou o mesmo se ele sofreu algum processo de modificacdo de superficie,
pode haver diferenciacao no perfil do EOF em func¢&o do pH.

A utilizacdo das TMs nesse tipo de estudo oferece como vantagem frente aos
métodos tradicionais a praticidade e a rapidez. Diversas marcacdes podem ser
efetuadas em seguida, sem interrupcao do potencial de corrida, possibilitando o
monitoramento em tempo real até estabilizacdo do EOF.

A figura 40 mostra o perfil de variagdo do EOF em func&o do pH em capilar de
silica fundida, utilizando solu¢des de KCI como eletrdlito de corrida. Em pH baixo, 0os
grupos Si-OH da superficie do capilar estdo parcialmente protonados, conferindo
baixos valores de mobilidade ao EOF. Conforme o pH aumenta, esses grupos

sofrem desprotonacgéo, causando aumento do EOF.
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Figura 40. Medida da mobilidade do EOF utilizando TMs. Eletrolitos em diferentes pHs foram obtidos
misturando-se solucdes de KOH e de HCl e foi usado KCI para corrigir a forga idnica em 10 mmol L™,
Capilar: 75 um d.i. Temperatura: 32°C.

6.3.2. Utilizacdo da TM como padrédo de correcdo de variagcbes do EOF entre
corridas

Em eletroforese capilar, variagdes na mobilidade do EOF entre corridas sao
frequentes, principalmente se a amostra contiver espécies que adsorvam na
superficie do capilar, podendo causar problemas de reprodutibilidade e de
identificacdo dos picos. Para contornar esse problema, algumas vezes sao utilizados
padrées internos como fator de correcdo. Entretanto, a escolha de um padréao
interno nem sempre € trivial, principalmente se a amostra for complexa.

A utilizacdo da TM nesse tipo de tarefa implica em maior versatilidade e
flexibilidade, uma vez que as marcas podem ser posicionadas em qualquer local do
eletroferograma, apenas controlando o tempo de acionamento dos pulsos de
aguecimento, além de poderem ser geradas quantas marcas se desejarem em uma
mesma corrida. Esse aspecto é exemplificado na figura 41, que mostra um

eletroferograma da injecdo de uma amostra de agua de coco contendo trés TMs

posicionadas em diferentes locais do eletroferograma. As marcas térmicas TM1,
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TM2 e TM3 foram geradas 1,25 min, 1,92 min e 2,67 min apds o inicio da corrida,

respectivamente.

™M1 ™2 ™3
2,5 3,0 3,5 4,0 45
tempo / min

Figura 41. TMs em andlise de alguns cations em amostra de 4gua de coco. Condi¢cbes — amostra:
agua de coco diluida 100 vezes; eletrélito de corrida: tampao MES/His 30 mmol L™ (pH 6,0); capilar:
75um d.i., 60,3 cm de comprimento, 48,7 cm efetivo; potencial de corrida: +15 kV; injecéo:
hidrodindmica por 10 s e 10 cmH,O; marcador térmico: filamento, 250 ms de pulso de aquecimento
disparado apés 75 s, 115 s e 160 s apds inicio da corrida.

A figura 42 ilustra a utilizacdo da TM como um padrdo de correcdo do EOF na
analise de Na* e K" em amostra de clara de ovo, utilizando Li* como padr&o interno.
A analise desse tipo de amostra encontra alguns problemas relacionados a grande
guantidade de proteinas, no caso a albumina, que é adsorvida pela parede do
capilar. Nesse experimento, para um capilar previamente lavado com NaOH
1 mol L e ap6s condicionamento com o eletrélito de corrida, a mobilidade do EOF
medida foi de 27 x 10° cm? V' s, enquanto que apés 11 corridas ela decaiu para
5,5 x 10 cm? V! s, ou seja, houve queda de 80% no valor do EOF.

Dois marcadores térmicos foram posicionados a 4,2 e 7,2 cm do detector. Nas
primeiras 6 corridas, o marcador foi disparado no momento em que se iniciava a
corrida eletroforética e as TMs eram registradas anteriormente aos analitos. A partir

da sétima corrida, os picos dos analitos e da TM comecaram a se sobrepor devido

ao decréscimo na mobilidade do EOF. Assim, as TMs passaram a ser acionadas
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apos 180 s apoOs inicio da corrida e as TMs passaram entdo a ser registradas apos
os sinais dos analitos. Esse exemplo ilustra novamente a flexibilidade no uso da TM,
uma vez que é possivel controlar o momento em que se deseja gerar sinais de
marcacao.

A figura 42-B apresenta as mobilidades corrigidas do K*, Na* e Li* para varias
corridas. Os valores corrigidos foram obtidos através da subtracdo da mobilidade
aparente de cada espécie pela mobilidade da TM para cada corrida (equacgéo 34). O
baixo desvio padrédo relativo obtido para as mobilidades corrigidas (menor que 1%)
sugerem que a identificacdo dos picos dos analitos dentre os diversos

eletroferogramas pode ser feito com confianca.
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Figura 42. Eletroferogramas de amostra de clara de ovo: a, b, ¢ e d sdo, respectivamente, a 22, 52, 72
e 92 corrida consecutiva. Capilar: 75 um i.d., 553 cm de comprimento total, 46,2 cm efetivo.
Marcadores térmicos posicionados a 4,2 cm e 7,2cm do detector. Eletrélito de corrida: MES/His
20 mmol L™ (pH 6.0). Potencial de corrida: +25 kV. Amostra: clara de ovo diluida (30 vezes, apos
centrifugacdo a 10000 rpm por 5min) com LiNO; 333 umol L' como padrdo interno. Injecéo:
hidrodindmica por 3s e 10 cmH,O. B — Evolu¢cdo das mobilidades aparente (simbolos abertos) e
corrigida (simbolos fechados) de K*, Na', e Li" em eletroferogramas consecutivos de clara de ovo.

6.3.3. Avaliacdo da resposta de um C*D
Em CE-CD, para cada eletrélito de corrida e diametros de capilar diferentes,
a amplitude e a frequéncia do sinal do detector devem ser otimizadas. Entretanto,

essa otimizagdo muitas vezes € um trabalho &rduo e com consumo consideravel de
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tempo, ja que a realizacdo desta tarefa consiste na execucdo de uma série de
injecbes de uma espécie qualquer, registrando seu sinal utilizando amplitude e
frequéncia do C*D distintas. A utilizacdo das TMs em substituicdo & injecdo de uma
espécie implica em praticidade e economia de tempo, uma vez que 0s marcadores
podem ser posicionados bem proximos ao detector.

A figura 43 ilustra a otimizacdo dos parametros de deteccdo do C*D, na qual
foi avaliado o melhor sinal de potencial e frequéncia aplicado entre os eletrodos do
detector, utilizando capilar de silica fundida de 75 um de diametro interno e solucao

20 mmol L™ de MES/His (pH 6,0). Nesse caso, o sinal mais intenso foi registrado

utilizando 8 Vpp e 450 kHz.

] V Amplitude da TM / V
I 0,1213 - 0,1400
I 0,1025 - 0,1213
0,0838 - 0,1025
I 0,0650 - 0,0838
0,0463 - 0,0650
0,02750 - 0,0463
I 0,00875 - 0,02750
I -0,01000 - 0,00875

Potencial / Vpp

200 400 600 800 1000 1200
Frequéncia / Hz

Figura 43. Intensidade do sinal das TMs em funcdo do sinal do C*D. Condicdes experimentais:
MES/His 20 mmol L™. Capilar de silica fundida de 75 um d.i.

6.3.4. Estudo sobre a estabilidade de revestimentos de CTAB e DDAB sobre a

superficie de capilares de silica

As analises de anions em eletroforese capilar sdo geralmente conduzidas

com EOF invertido. Para isso, tensoativos sao frequentemente utilizados, os quais,
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apos adsorcdo na parede do capilar, conferem carga positiva a ela. Um dos
tensoativos mais utilizados € o CTAB. Mais recentemente, o DDAB também passou
a ser utilizado. Na figura 44, encontram-se as formulas estruturais desses dois

compostos.

CTAB
/CH3
HSC/\/\/\/\/\/\/\/\ N+
7/ N
H5;C CHgy
DDAB
CHj3

|
HSC\/\/\/\/\/\/’?':/\/\/\/\/\/CH3
H;C

Figura 44. Estruras quimicas do CTAB e DDAB.

Nesta etapa do trabalho, foi estudada a cinética de adsorcéo e a estabilidade
do recobrimento desses dois tensoativos. Primeiramente, o capilar foi condicionado
apenas com o eletrdlito 20 mmol L* MES/Na (pH 6,1). Nessa etapa, o EOF foi
monitorado utilizando TMs. Apds estabilizacdo do EOF, o capilar foi preenchido com
o eletrélito contendo um dos tensoativos, diluido no tampdo MES/Na e voltou-se a
monitorar o EOF, cujos registros da mobilidade em fun¢do do tempo para cada um
dos tensoativos sdo mostrados na figura 45. Essa etapa foi denominada como
adsorcao do tensoativo. Comparando-se os dois casos, percebe-se que a adsorgéo
do DDAB atinge o equilibrio em tempos mais curtos que o CTAB. Enquanto o
primeiro se estabiliza quase que imediatamente apés a introducdo do tensoativo, 0

segundo levou quase 4 horas para atingir o equilibrio.
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Figura 45. Efeito da adsorcdo de CTAB (A) e DDAB (B) sobre a superficie do capilar. Tampao
MES/Na 20 mmol L™ (pH 6,1) contendo 0,2 mmol L™ de CTAB ou DDAB; 25 °C; -20 kV.

A figura 46 mostra a etapa de dessorcdo dos tensoativos. Nesse caso, 0S
tensoativos foram retirados do elétrélito de corrida, ou seja, o capilar foi preenchido
com uma solucdo contendo apenas o tampdo MES/Na. O gréfico da figura 46-A
mostra a reversao do EOF para o sentido normal (do &nodo para o catodo) na
auséncia de CTAB, fato que n&o ocorre quando o capilar foi previamente
condicionado com DDAB (figura 46-B). Esses resultados mostram que o
recobrimento de DDAB é mais estavel que o de CTAB, pois esse ultimo é facilmente

removido do capilar.
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Figura 46. Estabilidade do CTAB (A) e do DDAB (B) apés dessor¢ao sobre o capilar de silica fundida.
Tampéo MES/Na 20 mmol Lt (pH 6,1) contendo 0,2 mmol L™ de CTAB ou DDAB; 25 °C; -20 kV.

Lucy e colaboradores estudaram previamente a utilizacdo desses dois
tensoativos como inversores de EOF [46]. Em um dos trabalhos, sdo mostradas
imagens de AFM do recobrimento de ambos os compostos sobre laminas de silica
que revelam maior uniformidade no recobrimento de DDAB, que esta relacionado a
forma de agregagdo dessas estruturas; o CTAB forma estruturas micelares,
enquanto o DDAB forma bicamadas, fato que explicaria a maior estabilidade do

recobrimento de DDAB frente ao CTAB.

6.3.5. Medida da mobilidade do EOF para determinacdo de constantes fisico-
quimicas de monoalquilcarbonatos

Essa etapa do trabalho foi fruto de uma parceria com o aluno de doutorado
Denis Tadeu Rajh Vidal. O objetivo desse trabalho foi estudar algumas propriedades
dos monoalquilcarbonatos (MAC) em meio aquoso utilizando a eletroforese capilar
com detec¢cdo condutométrica sem contato [98].

Os monoalquilcarbonatos podem ser formados através da reacdo de um
alcool com bicarbonato (esquema 1). Devido ao fato dessas espécies reagirem
prontamente com agua no sentido da formacgéo do &lcool correspondente, trabalhos
reportando MACs em meio aquoso sao escassos na literatura. Richardson e
colaboradores reportaram a formacdo do monoetilcarbonato na presenca de agua
durante um estudo por RMN de carbono 13 sobre o mecanismo da ativacdo do

peréxido de hidrogénio por bicarbonato [99].
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k o.__O
OH - f -
7 + —t
R HCOy == R 3+ HO
Esquema 1. Formac¢&o do monoalquicarbonato

A presenca de bicarbonato e um dos diversos tipos de alcoois é frequente em
varios tipos de ambientes, como em alimentos, no meio ambiente e até no corpo
humano, revelando a importancia no estudo dessas espécies. Constantes fisico-
guimicas dessas espécies sdo raramente relatadas na literatura e, em alguns casos,

sob condicfes ndo predominantemente aquosas [99-102].

Acidez dos MACs

Diversos trabalhos na literatura reportam a utilizacdo da eletroforese capilar
para a determinacdo de pK, de &cidos e bases [103, 104]. A estratégia consiste em
medir a mobilidade efetiva da espécie de interesse utilizando eletrélitos com
diferentes valores de pH que englobem o real valor do pK, a ser determinado. A
determinacao do pK, pode, entdo, ser obtida matematicamente através do ajuste da

funcdo expressa na equacéao 35 que relaciona a mobilidade efetiva com o pH:

log e | pH- pK, Equacéo 35
Ha— :upH
onde pa é a mobilidade do anion totalmente dissociado e pp+ € a mobilidade efetiva
da espécie em um pH especifico. Utilizando essa fung¢do, o pK, corresponde ao
ponto de inflexdo da curva.
Embora o pK, de diversos acidos possa ser obtido dessa maneira, a aplicacédo
dessa metodologia para os MACs ndo € muito trivial, uma vez que a decomposicao

7

dessas espécies é catalisada em meio acido. Assim, ocorre uma limitacdo em
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relacdo ao pH das solucdes utilizadas, pois ndo é possivel observar nenhum pico
correspondente aos MACs nos eletroferogramas em pHs muito baixos. O esquema 2

mostra as diferentes reacdes que ocorrem com 0os MACs em funcéo do pH do meio.

‘00 py+ HO__O ROH RO O + O OH
T =L ROy MR
0 ?)( H,0 0 o

H* *
/vl N
H
A Q or_o

HO_ _OH O O == ¢ = R g
—— H
7()( = W(])/ H,0 &  ROH o

Esquema 2. Protonacédo e decomposi¢cédo do MAC.

As figuras 47-A e 47-B apresentam, respectivamente, os valores de
mobilidade obtidos para o monometilcarbonato (MMC) e o monopropilcarbonato
(MPC) na faixa de pH entre 4,5 e 9,0 (pontos) e as curvas simuladas para pK, = 3,0
(linha solida) e 5,7 (linha pontilhada). Abaixo de pH 4,5 néo foi possivel observar os
picos do MMC e do MPC, devido a sua decomposicdo. Os resultados mostram que
praticamente ndo houve variagdo nas mobilidades nessa faixa de pH, sugerindo que
0 pK, dessas espécies esta abaixo de 4,5.

O primeiro relato da determinacdo de pK, de um MAC surgiu com Gattow e
Beherendt, que determinaram o pK, do monometilcarbonato de sdédio através de
hidrolise, obtendo o valor de 5,6 a 25 °C [101]. Entretanto, esse é apenas um valor
aparente, devido a decomposi¢cdo do acido. Eckert obteve pK, de 5,7 em &lcool

anidro, no entanto, esse meio tende a diminuir a acidez [102].
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Embora néo tenha sido possivel calcular um valor exato esses resultados
apontam na mesma direcdo daqueles encontrados na literatura, corroborando-os

experimentalmente.

mobilidade / Ti
-
&
1
mobilidade / Ti

pH
pH

Figura 47. Mobilidade efetiva do (A) monoetil e (B) monopropil carbonatos em diferentes valores de
pH, a 20°C. Para efeito de comparagéo, sdo mostradas as curvas simuladas para pK, = 3,0 (s6lido) e
5,7 (pontilhado).

Mobilidade ibnica, constante de difusdo e raio hidrodinamico

O parametro primordial obtido através da eletroforese capilar com deteccéo
condutométrica que serve como base para o calculo das outras constantes € a
mobilidade idnica, que pode ser calculada através da equacéo 34.

Considerando que os pK, dos MACs esta abaixo de 7, pode-se concluir que
em solucéo de bicarbonato de sédio 10 mmol L™ (pH 8,3) eles estdo completamente
dissociados e que sdo espécies monovalentes. Logo, o coeficiente de difusdo (D)
dos ions pode ser obtido através da relagcéo de Einstein:

D - HRT

Equacéo 36
ZF

onde R é a constante universal dos gases, T € a temperatura absoluta, z a carga do
ion e F é a constante de Faraday.
O raio hidrodinaAmico das espécies pode ser calculado através da equacao de

Einstein-Stokes:



129
Capitulo 6: Aplicagoes

keT i
Equacéo 37
671D

onde kg é a constante de Boltzmann e 7 a viscosidade da solucéo.

As figuras 48 e 49 mostram eletroferogramas de monopropilcarbonato (MPC)
e monoisopropilcarbonato (MIPC), respectivamente, obtidos através da reacédo de
propanol e isopropanol com bicarbonato, respectivamente. Acetato 150 pmol L™,

propionato100 pmol L™ e MES 100 pmol L*foram utilizados como padr&o interno.

230000

229500 -
Il 1]

sinal / U.A.

229000

2,5 3,0 3,5 4,0
tempo / min

Figura 48. Eletroferograma de monopropilcarbonato. Picos: (I) MES, (II) MPC, (lll) propionato, (IV)
acetato. Condi¢Bes experimentais: eletrdlito de corrida: NaHCO3; 10 mmol L* (pH 8,3); capilar de
silica: 50 um d.i., 50 cm de comprimento (40 cm efetivos); +30 kV; 25 °C.
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Figura 49. Eletroferograma de monoisopropilcarbonato (B). Picos: (I) MES, (lll) propionato, (IV)
acetato, (VI) MIPC. Condi¢Bes experimentais: eletrolito de corrida: NaHCO3; 10 mmol L* (pH 8,3);
capilar de silica: 50 pym d.i., 50 cm de comprimento (40 cm efetivos); +30 kV; 25 °C.

Utilizando as TMs para obtencdo do EOF, foi possivel calcular a mobilidade
do MPC e do MIPC e, consequentemente, os valores de coeficiente de difuséo e raio
hidrodindmico para essas espécies, 0s quais sao mostrados na tabela 3. A utilizacéo
dos marcadores térmicos para célculo do EOF foi, nesse caso, adequada, conforme
mostram os dados da tabela 2, que revelam uma diferenca de apenas 0,1% entre 0s

valores de mobilidade de EOF calculados utilizando o pico da agua e da TM.

Tabela 3. Constantes fisico-quimicas de alguns MACs a 25 °C.

Mobilidade i6nica Coeficiente de difusdo Raio hidrodinamico
MAC 5 2 1 1 6 2 1
(10 cm“V~=s™) (10° cm*“s™) (pm)
MPC 36,20 (0,07) 9,25 (002) 263,5 (0,2)
MIPC 35,90 (0,10) 9,22 (0,01) 265,7 (0,5)

6.3.6. Utilizac&o das TMs no estudo da mobilidade i6nica do ion hidrénio
Essa etapa do trabalho fez parte de um estudo sobre a mobilidade do ion

hidronio em meio aquoso, utilizando eletroforese capilar com deteccao
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condutométrica sem contato. Esse estudo sé foi possivel devido a utilizacdo do
sistema de eletrdlise separada descrito na secdo 3.1.3, que permitiu 0 emprego de
eletrdlitos de corrida ndo tamponados. Novamente, as TMs tiveram o papel na
medida do EOF, possibilitando assim o calculo das mobilidades i6nicas da espécie
de interesse.

A figura 50 mostra a influéncia de bases fracas sobre a migracdo do ion
hidronio. Tanto o cloroacetato (base negativamente carregada) quanto a o-
fenantrolina (base neutra) retardou a mobilidade do ion hidrénio. Esse
comportamento pode ser explicado considerando o equilibrio dinamico de
dissociacdo do ion hidrénio: o H livre (dissociado) tem mobilidade maior que sua
base protonada. Quanto maior a forca da base, o ion H* estara preferencialmente na
sua forma associada. Dessa forma, o ion hidrénio € menos retardado pelo
cloroacetato (pK, =11,1) devido ao fato dele ser uma base mais fraca que a o-
fenantrolina (pKp = 9,1). Assim, é possivel observar que o efeito da o-fenantrolina na
reducdo da mobilidade do ion hidrénio € dez vezes maior se comparado ao

cloroacetato.

350,0 350,0

300,0 300,0 1 E
E
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Figura 50. Efeito do cloroacetato e da o-fenantrolina na mobilidade do ion hidrénio em solu¢éo
aquosa (LiCl 10 mmol LY, pH 5,0, 26 °C).
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Em seguida, foi feito um estudo sobre a mobilidade do ion hidrénio na
presenca de deutério. A figura 51 apresenta o eletroferograma de uma amostra
contendo H* e Cs" utilizando como eletrolito de corrida solugéo de LiCl preparada a
partir de uma mistura de agua e oxido de deutério. No primeiro detector, observam-
se dois picos positivos relativos aos ions H" e Cs*, conforme esperado. No segundo

detector, sdo observados dois picos adicionais referentes a TMs.

. TM2

2° detector

20 uS/cm

+

Cs

ﬁvL/ 2° detector

0 1 2 3
tempo / min

Figura 51. Eletroferogramas de Cs,SO, 25 umol L e HCI 90 pmol L™ em LiCl 10 mmol L™ como
eletrdlito de corrida (pH 4,95), utilizando mistura de H,O/D,0 9:1 (v/v) como solvente. Potencial de
corrida: +15 kV. As TMs (tm1 e tm2) foram registrados somente no segundo detector, considerando
a posi¢do do marcador térmico e a dire¢cdo do EOF.

Considerando o campo elétrico aplicado, as distancias entre os detectores e
0s marcadores térmicos, foi possivel calcular a mobilidade das espécies utilizando a
equacao 34. Nesse caso, a mobilidade do EOF foi 38,4 x 10° cm?V*s™.

Quando somente agua foi utilizada como solvente, os valores de mobilidade
(x 10° cm? V' s) obtidos foram 306 + 2 para o hidronio e 75,1 + 0,3 para o fon

césio. Entretanto, quando o solvente utilizado foi uma mistura H,O/D,0 (9:1 v/v), as
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mobilidades calculadas cairam para 289,6 + 0,5 para o hidrénio e 74,4 £ 0,3 para o
césio. A pequena variacado da mobilidade do césio pode ser explicada por alteracdes
da viscosidade do meio e na solvatacdo. No entanto, a variacdo de 5% na
mobilidade do H foi bem mais significativa.

A significativa reducdo na mobilidade do hidrénio se deve ao mecanismo
diferenciado de migracéao desse ion frente aos demais, que sédo conduzidos segundo
0 modelo stokesiano, que considera a carga, o tamanho do ion e as propriedades do
solvente (equacédo 11). Existem diversas teorias que explicam a altissima mobilidade
do ion hidrénio em meio aquoso. O modelo mais utilizado para explicar tal fenébmeno
€ o mecanismo de Grotthuss [105], também chamado de mecanismo de “difusao
estrutural” para diferenciar da “difusdo hidrodinamica”, que descreve a migracao dos
demais ions em meio aquoso. Segundo esse mecanismo, o préton é capaz de se
transportar de uma molécula de agua para outra, através do rearranjo das ligacoes
de hidrogénio e da reorientacdo das moléculas de agua.

Teoria mais recente propde que a conducdo de prétons ocorre como
resultado da isomerizacéo entre as estruturas de Zundel e Eigen [106-108]. Nesse
caso, a espécie estavel H3O(3H,O)" (estrutura de Eigen) € convertida em
H,O-H-OH," (estrutura de Zundel), que depois € novamente convertida na estrutura
de Eigen. Esse mecanismo é chamado de Eigen-Zundel-Eigen (EZE). Além disso,
ocorrem outras transferéncias de ligagcdes de hidrogénio que nédo foram citadas,
formando estruturas ainda mais complexas. O resultado é a propagacao do proton

no sentido do campo elétrico.
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6.4. Conclusodes Parciais

As TMs mostraram-se eficientes na corre¢do de variacdes nos tempos de
migracdo dos analitos devido a alteragbes no EOF entre corridas, que é
particularmente interessante quando espécies que adsorvem no capilar estdo
presentes na amostra. A versatilidade na introdugéo dos picos nos eletroferogramas
torna a TM vantajosa frente a utilizacdo de um padr&o interno, cuja escolha pode ser
muitas vezes ardua, principalmente se a amostra for complexa.

A praticidade e rapidez em sua geragdo tornam as TM eficientes para
caracterizacbes do EOF e para otimizacdo de um C*D. Dentro desse contexto, o
estudo sobre alguns inversores de EOF revelou que o DDAB é mais eficiente que o
CTAB, devido ao fato de formar um recobrimento mais estavel e com tempo de
condicionamento mais curto. Esse fato possibilita que o DDAB seja utilizado
somente na etapa de pré-condicionamento, ndo necessitando estar presente no
eletrdlito de corrida, reduzindo problemas de interacdo da amostra com o tensoativo.

O calculo da mobilidade do EOF utilizando TMs possibilitou a determinacdo
de diversas constantes fisico-quimicas de MACs. Embora néo tenha sido possivel a
determinacao exata do pK, do MEC e do MPC, seu valor foi estimado como sendo
menor que 4,0.

Finalmente, a determinacdo da mobilidade do EOF utilizando TM possibilitou
o estudo sobre a condugéo de fons H* em meio aquoso utilizando CE-C*D, que teve
0 proposito de: (i) introduzir uma técnica nao espectroscopica para avaliar o
comportamento na mobilidade dos ions hidrénio e deutério em meio aquoso e (ii)
fornecer uma prova de conceito para a determinacdo isotopica da agua utilizando
uma técnica eletroforética, embora estudos mais elaborados necessitem ser

posteriormente executados.
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7. Conclusoes e Perspectivas

Devido a sua simplicidade, marcadores térmicos podem facilmente ser
implementados em equipamentos de eletroforese capilar e ser utilizados como
marcadores de EOF. Alguns modelos de marcadores foram propostos no presente
trabalho, dentre os quais aquele baseado em resistor SMD foi 0 que se mostrou
mais adequado devido a sua facilidade de construcdo, robustez, baixo custo e
desempenho. Embora, nesse trabalho, tenham sido mostradas TMs utilizando
apenas a deteccdo condutométrica sem contato, em teoria qualquer tipo de
deteccado universal poderia ter sido empregada, como detec¢do UV/Vis indireta, por
exemplo.

O modelo escolhido para explicar o surgimento das TMs se baseou nha
formacdo de uma zona com composicdo distinta oriunda de uma alteracéo
diferenciada no niamero de transporte do cation e do anion que compde a solucéo,
gue € provocada pelo aumento de temperatura sob a acdo do campo elétrico. Isso
faz com que a velocidade relativa das espécies seja diferente em um curto periodo
de tempo e assim uma pequena regido do capilar adquira composicéo ligeiramente
diferente do restante da solucdo, que migra impulsionada pelo EOF até o detector,
como se fosse um plug de amostra. Da mesma forma que outras estratégias que
provocam uma perturbacdo que se propaga até o detector, a mobilidade da TM néo
€ exatamente igual a do EOF. No entanto, em muitos casos, ela fornece uma boa
estimativa do valor. Além disso, como regra geral, ela pode ser utilizada para
monitorar ou compensar variagdes do EOF no tempo de migracéo dos analitos.

A injecdo térmica demonstrou potencial como nova estratégia de analise em
eletroforese capilar, que seria vantajosa principalmente para sistemas microfluidicos,

7

no qual o processo de substituicAo das amostras € mais facil em relacdo aos
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equipamentos de CE convencionais e onde se enfrentam problemas de leakage.
Para solucdo de NaCl, a resposta apresentou extensa faixa de resposta linear (entre
10 pmol L* e 1 mmolL* com R =0,9975 para N=11). No entanto, um dos
obstaculos enfrentados foi o problema de interferentes sobre a sensibilidade e a
mobilidade do analito. Conforme mencionado anteriormente, uma forma de se
contornar esse problema seria a geracdo de TMs mais sutis, em que as diferencas
de concentracbes fossem menores. Assim, a pesquisa de diferentes sistemas
guimicos, bem como a elaboracdo de estratégias quimiométricas e/ou instrumentais
para aumento de sensibilidade poderiam ser mencionadas como perspectivas para
essa etapa do trabalho.

Além disso, a injecao térmica mostrou-se como uma boa alternativa a injecéo
opticamente ativada para realizacdo de técnicas multiplexadas para aumento da
relacdo sina/ruido. Embora o modelamento matematico para deconvolucao de picos
tenha sido capaz de decodificar as informacdes das multiplas injecdes sobrepostas,
nao foi possivel observar um aumento apreciavel na relacédo sinal/ruido devido a
uma limitacdo temporal que tornaria proibitivo o tempo de andlise. Dessa forma, o
conceito de injecdo térmica foi introduzido. Entretanto, uma limitagdo instrumental
impediu o0 sucesso analitico dessa nova estratégia de realizacdo de experimento em
CE. Assim, novas estratégias para marcacdes térmicas rapidas se mostram
essenciais para o0 sucesso da injecéo térmica.

O monitoramento de variacbes do EOF mostrou-se bastante adequado para a
técnica em questéo, uma vez que existe uma grande flexibilidade quanto ao nimero
de marcacdes e ao local do eletroferograma que o0s marcadores podem ser
posicionados, além de n&o ser necessario interromper a corrida. Ao longo dos anos,

a eletroforese capilar vem se mostrando ndo somente uma técnica de separacao
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para identificacdo e quantificacdo, mas também uma poderosa ferramenta de
andlise para obtencdo de parametros fisico-quimicos, como pKa de &cidos e bases e
mobilidade, constante de difusdo e raio hidrodinamico [98, 109-115]. Dentro desse
contexto, uma vez que as TMs possibilitam compensar o efeito do EOF sobre a
velocidade das espécies de interesse, elas encontram ampla perspectiva de

aplicacao nessa area.
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