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RESUMO

(Ribeiro, L.F.) Desenvolvimento de Colunas Monoliticas Poliméricas para Extracio em Fase
Sélida de Metais e Separacao de Neurotransmissores por Nanocromatografia de Interacao
Hidrofilica. 2018. 164p. Tese de Doutorado - Programa de Pds-Graduagdo em Quimica. Instituto
de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

Nesse trabalho de duas partes, colunas monoliticas poliméricas foram aplicadas em extragdo em
fase s6lida e em nanocromatografia capilar, duas das suas mais importantes aplicagdes. Na
primeira parte foi desenvolvido um monolito para extragao em fase sélida dos metais Cd(Il),
Pb(II) e Cu(Il), que foi acoplada on-line com detec¢do eletroquimica com o auxilio de
instrumentacdo de andlise por inje¢do sequencial (SIA). A coluna usada como suporte sélido
para extracdo em fase sélida foi obtida com a copolimerizacio entre formador de ligagdo
cruzada etileno dimetacrilato (EDMA) e monomero funcional glicidil metacrilato (GMA),
preparada a partir de uma mistura reacional composta de 30% GMA, 10% EDMA, 5% H-O,
35% n-propanol e 20% 1,4- butanodiol, aquecida durante 24 horas a 60°C. Essa composicdo e
condi¢des de polimerizagao favoreceram a permeabilidade do monolito, o que foi necessério
para o acoplamento no SIA. Apds a obtengdo do monolito base o mesmo foi modificado pela
reacdo do anel ep6xi do grupo GMA com 4cido iminodiacético (IDA) para garantir
propriedades de quelacdo de metais e maior capacidade de adsor¢d@o para a coluna. O monolito
foi caracterizado com imagens de microscopia de varredura eletronica (MEV) e a capacidade de
extragdo foi de 4,4 + 0,3 mg Cu(Il) m™ obtida com curvas de breakthrough. O método de
determinacdo on-line dos metais operado por SIA, que executou as etapas de carregamento de
amostra, limpeza da coluna, elui¢do dos analitos e recondicionamento dos sitios ativos teve
frequéncia amostral de 6,8 inje¢des por hora. Os limites de deteccao (LD) e quantificagdo (LQ)
para o método foram, respectivamente, de 1,0 e 3,3 ug L! para o Cd(Il), 0,7 € 2,2 ug L' para o
Pb(Il) e 0,5 e 1,8 ug L' para o Cu(Il). O método foi aplicado na determinagdo dos metais em
diferentes matrizes de 4guas naturais, sendo encontrado Cu(Il) em algumas amostras. A
exatiddo do método foi avaliada com estudos de adi¢do e recuperagdo nessas dguas, obtendo-se
valores entre 75,5 e 116,6%. Na segunda parte do trabalho foi utilizada uma coluna polar
composta da sulfobetaina zwitterionica N,N-dimetil-N-metacriloil-oxietil-N-(3-sulfopropil)
amonio betaina (MEDSA) e do formador de ligacdes cruzadas dioxietil dimetacrilato
(DiEDMA) em Nanocromatografia de Interacdo Hidrofilica (HILIC) para fazer a separagdo de
Dopamina, Epinefrina, Norepinefrina, L-DOPA, Tiramina, DOPAC e Acido Homovanilico,
neurotransmissores, alguns de seus metabdlitos e precursores, compostos polares de baixa
massa molecular. A seletividade cromatogréifica da coluna foi altamente dependente da
composicdo da fase mdvel aquosa:organica, apresentando um minimo de reten¢do na transicao
do mecanismo HILIC para a fase reversa (RP). Ajustando os dados experimentais de fatores de
retencdo em funcio da composicdo da fase mével com o modelo de retencao duplo foi possivel
prever qual composicdo de fase mdvel promoveria a separagcao dos analitos da mistura, que foi
atingida em torno de 85% acetonitrila e 15% H>O. A coluna foi modificada com o grupo
zwitteridnico 2-metacriloil-oxietil fosforilcolina (MPC) por UV grafting e a modifica¢do da
metade do comprimento da coluna durante 30 minutos de exposi¢ao UV levou as mudancas na
seletividade cromatogréfica.

Palavras-chave: Monolitos porosos poliméricos, Extracio em Fase Sdlida on-line,
Nanocromatografia HILIC, Metais, Neurotransmissores



ABSTRACT

(Ribeiro, L.F.) Development of Polymeric Monolithic Columns for Solid Phase Extraction
of Metals and Separation of Neurotransmitters by Hydrophilic Interaction. 2018. 164p. PhD
Thesis - Graduate Program in Chemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Sdo Paulo, Sdo
Paulo.

In this two parts work, polymeric monolithic columns were applied in solid phase extraction and
in capillary nanochromatography, two of their most important applications. In the first part, a
monolith for solid phase extraction of Cd(II), Pb(II) and Cu(II) metals was developed and coupled
online with electrochemical detection with the aid of sequential injection analysis instrumentation
(SIA). The column used as a solid support for solid phase extraction was obtained by
copolymerization between the crosslinker ethylene dimethacrylate (EDMA) and the functional
monomer glycidyl methacrylate (GMA), prepared from a reaction mixture composed of 30%
GMA, 10% EDMA, 5% H,0, 35% n-propanol and 20% 1,4-butanediol, heated at 60 ° C for 24
hours. This composition and polymerization conditions favored monolith’s permeability, which
was required for the SIA coupling. After obtaining the base monolith, it was modified by reaction
of the epoxy ring of the GMA group with the iminodiacetic acid (IDA) to guarantee metals
chelating properties and increase adsorption capacity for the column. The monolith was
characterized by scanning electron microscopy (SEM) images and extraction capacity was 4.4 +
0.3 mg Cu(Il) m™, obtained from breakthrough curves. The method for online determination of
metals operated by SIA, which performed the steps of sample loading, column cleaning, analyte
elution and reconditioning of active sites had a sampling throughput of 6.8 injections per hour.
The limits of detection (LD) and quantification (LQ) for the method were, respectively, 1.0 and
3.3 pg L' for Cd(1I), 0.7 and 2.2 pg L' for the Pb(I) and 0.5 and 1.8 pg L' for Cu(Il). The
method was applied for the determination of metals in different natural water matrices, finding
Cu(II) in some samples. The accuracy of the method was evaluated with addition and recovery
studies in these waters, finding recoveries between 75.5 and 116.6%. In the second part of the
work, a polar column composed of the zwitterionic sulfobetaine N,N-dimethyl-N-methacryloyl-
oxyethyl-N-(3-sulfopropyl) ammonium betaine (MEDSA) and the cross-linker dioxyethyl
dimethacrylate (DIEDMA) was used in Hydrophilic Interaction Nanocromatography (HILIC) to
separate Dopamine, Epinephrine, Norepinephrine, r-DOPA, Tyramine, DOPAC and
Homovanilic Acid, neurotransmitters, some of its metabolites and precursors, which are polar
compounds of low molecular mass. The chromatographic selectivity of the column was highly
dependent on the composition of the aqueous:organic mobile phase, showing a minimum
retention at the transition from the HILIC to the reverse phase (RP) mechanism. By adjusting the
experimental data of retention factors as a function of mobile phase composition with the double
retention model it was possible to predict which mobile phase composition would promote the
separation of the mixed analytes, which was achieved around 85% acetonitrile and 15% H>O. The
column was modified with the 2-methacryloyl oxyethyl phosphorylcholine (MPC) zwitterionic
group by UV grafting and the modification of half column’s length during 30 minutes of UV
exposure led to changes in the chromatographic selectivity.

Keywords: Polymeric porous monoliths, On-line Solid Phase Extraction, HILIC
Nanocromatography, Metals, Neurotransmitters



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

HPLC Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia

HILIC Cromatografia de Interacdo
Hidrofilica
HIC Cromatografia de Interacdo
Hidrofébica

RPLC Cromtografia Liquida de Fase
Reversa

UPLC Cromatografia Liquida de Ultra
Eficiéncia

CLC Cromatografia Liquida Capilar
Nano-LC Nanocromatografia Liquida

SIC Cromatografia
Sequencial

por Injecdo

CEC Eletrocromatografia Capilar

CE Eletroforese Capilar

SPE Extracdo em Fase Solida

ESI Ionizacdo por Eletrospray

MS Espectrometria de Massas

FIA Anailise por Injecao em Fluxo
SIA Andlise por Injecdo Sequencial
BI Bead Injection

LOV Lab-on-Valve

SPS Solid Phase Spectroscopy

ASV Voltametria de Redissolucdo
Anddica

SCP Cronopotenciometria de
Redissolucao

MEV Microscopia de Varredura
Eletronica
IDA Acido iminodiacético

EDA etileno diamina

MES 4cido 2-(N-morfolino)
etanossulfonico
GMA ¢glicidil metacrilato

EDMA etileno dimetacrilato

MEDSA N,N-dimetil-N-metacriloil-
oxietil-N-(3-sulfopropil) amonio betaina

MPC 2-metacriloil-oxietil fosforilcolina

MPTS [3-(metacriloiloxi)-propil]
trimetoxisilano

BIGMDA Bisfenol A Glicerolato
Dimetacrilato

DIiEDMA dioxietileno dimetacrilato

HEMA 2 — hidroxietil metacrilato
BMA butil metacrilato

AIBN 2,2 azoisobisbutironitrila

CIM Convective Interaction Media

MIP Molecularly imprinted polymers
PEEK Polieter eter cetona

UV Ultravioleta

LD limite de detec¢cdo

LQ limite de quantificacdo

CMP concentracdo maxima permitida
d.i. didmetro interno

m/m propor¢do massa/massa

m/v propor¢ao massa/volume

DPR Desvio padrao relativo

TFA Acido trifluoroacético

BP benzofenona

R Resolu¢do cromatografica
N Eficiéncia cromatogréfica

k fator de retencao

t; tempo de retencao
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CAPITULO 1: COLUNAS MONOLITICAS POLIMERICAS: ORIGEM,
PROPRIEDADES E APLICACOES
1.1. INTRODUCAO

Os métodos de separacao t€m sido empregados durante quase toda historia da
humanidade. Atividades como remoc¢do de contaminantes por filtracdo em areias ou de
excesso de sal por contato com certas folhas encontram-se descritos em trabalhos gregos
e egipcios antigos [1]. A simples separacdo manual de particulas visualmente diferentes
(catacdo) pode ser considerada como um método de separagdo que utiliza a mao e o
olho como instrumentos. Outros métodos de separagdo como destilacdo, extracdo por
solvente e amalgamacdo foram as primeiras técnicas laboratoriais empregadas pelos
primeiros quimicos. Também podem ser citadas peneiracdo, ventilagcdo (separagdo por
corrente de ar de um componente da mistura que seja leve), levigacao (arraste de s6lidos
de pouca densidade por corrente de d4gua permanecendo sélidos de maior densidade),
flotacao, filtracdo, decantacdo, separacdo magnética, centrifugacao e evaporagdo. Cada
método de separagdo utiliza arranjo instrumental para separar os componentes de uma
mistura segundo uma propriedade que os diferenciem. Com o progresso da sociedade
novos problemas desafiaram a ciéncia e métodos de separacao mais apurados tiveram de
ser desenvolvidos para separar componentes com propriedades fisico-quimicas cada vez
mais parecidas, como por exemplo a separacdo de proteinas do sangue numa andlise
clinica. Com isso, em misturas complexas as separagdes mais grosseiras podem
continuar a ser feitas por propriedades macroscopicas da matéria, como ponto de fusdo,
ponto de ebulicdo e solubilidade, mas as separacdes de maior interesse frequentemente
vao exigir fracionamento mediante uma propriedade de nivel molecular, como

polaridade, forcas de Van der Waals, capacidade de formar ligacdo de hidrogénio,
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presenca de ions, capacidade de formar quelato, tamanho molecular ou afinidade por
grupo funcional.

Cromatografia liquida € o método de separacdo em que um suporte solido (fase
estaciondria) capaz de reter diferencialmente dois ou mais solutos estd disposto em
formato de coluna, e um solvente liquido (fase mdvel) que contém os solutos é
impulsionado através dela, sendo retirados os componentes no final da coluna em
tempos diferentes. Em outras palavras, solutos com maior atracao pelos sitios ativos do
material sélido vao interagir mais fortemente com esses sitios, requerendo maior
volume de liquido para serem deslocados, demorando, assim, mais a sair da coluna,
enquanto solutos com menor atra¢do vao interagir menos intensamente e serao
deslocados mais facilmente pelo liquido e sair antes, por isso nessa técnica a separacao
ocorre em fungdo do tempo, pela mobilidade dos analitos na coluna. Na cromatografia
liquida a separacao final se d4 por um conjunto de interacdes dos analitos, tanto com a
fase estaciondria como com a fase movel. Desde o primeiro relato escrito no comeco do
século passado, a técnica recebeu grandes melhorias, passando a ser chamada de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, de high pressure liquid
chromatography em inglés) para diferenciar das primeiras separacdes cromatograficas
[1, 2], mas o centro da técnica, que rege a separacao, ainda é a coluna. Variados tipos de
cromatografias liquidas ja foram desenvolvidas, nomeadas de acordo com os diferentes
mecanismos de separacao das colunas, como cromatografia de fase normal (interacao
polar), cromatografia de fase reversa (interacao apolar), cromatografia de interacao
hidrofébica (HIC), cromatografia de interag¢do hidrofilica (HILIC), cromatografia de
exclusdo de tamanho, cromatografia de troca idnica, cromatografia micelar. Grande

parte dos esforcos em cromatografia sempre estiveram voltados em obter colunas
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recheadas de novos materiais, com propriedades morfoldgicas e superficies quimicas
favordveis para a andlise.

Tradicionalmente o material mais utilizado para preenchimento de colunas de
separacdo em HPLC ¢€ a silica funcionalizada com algum agente quimico. A utiliza¢do
da silica é devido a alta pureza, alta drea superficial, reduzido tamanho das particulas
(de 5 a 10 um) além de relativa uniformidade na forma e tamanho das mesmas [2]. O
bom desempenho cromatografico ao usar particulas pequenas e uniformes se explica
pela menor variacio do tamanho dos possiveis caminhos que a molécula pode percorrer
no suporte, tornando a difusdo mais uniforme, o que contribui para um menor
alargamento de banda relacionado ao composto. Na Figura 1 é mostrado como o
tamanho de particula pode influenciar na difusdo por caminhos multiplos. Sob uma
vazdo constante, duas moléculas do mesmo composto tendem a seguir caminhos
diferentes durante a corrida, e no suporte composto de particulas pequenas ela tem

menos desvio do caminho direto, o que contribui para picos mais finos e maior

eficiéncia de separagao.

—

Alargamento de banda

Figura 1: Representacdo da influéncia do tamanho da particula no espalhamento de
banda (Fonte: Material de aula do Professor Claudimir Lucio do Lago)

13



A equacdo de Van Deemter (Equacgao 1), bastante difundida no estudo de
cromatografia, relaciona altura de prato (H) com velocidade linear do fluxo (p) e
considera que o alargamento de banda ocorre por trés fatores, equacionados através de
trés coeficientes cumulativos que contribuem para o aumento da altura de prato (quanto
maior a altura de prato menos eficiente, pois menos etapas particionamento de analito
entre as fases movel e estaciondria pode haver no comprimento da coluna). O termo
descrito acima € o termo A chamado de coeficiente de difusao turbilhonar, que € uma
constante e ndo depende da velocidade da fase mével, somente das propriedades
morfoldégicas que influenciam na difusdo da molécula por caminhos preferenciais.
Usando-se particulas pequenas esse termo permanece mais baixo, contribuindo menos
para o aumento da altura de prato. Outra maneira de diminuir esse tipo de difusao é
diminuir o didmetro interno das colunas cromatogréficas, o que diminui a camada de
difusdo entre fase mdvel e fase estaciondria, estratégia que foi a origem da
Cromatografia Liquida Capilar (CLC, capillary liquid chromatography). O termo B € o
coeficiente de difusdo longitudinal, relacionado a dilui¢do da banda do analito na fase
movel, e tem maior contribui¢do quanto maior for o tempo da corrida (ou menor o valor
da vazdo). O termo C € o coeficiente de transferéncia de massa, que se divide em
coeficiente de transferéncia de massa para a fase estaciondria (Cg) e coeficiente de
transferéncia de massa para a fase mével (Cm). O termo C € relacionado ao alargamento
de banda pela dificuldade de estabelecer equilibrio do analito entre fase mével e fase
estaciondria. Ele tem maior contribui¢do quanto maior for a velocidade linear de fluxo,
ja que o equilibrio entre fase estaciondria e fase movel nao se torna mais rapido na
mesma propor¢do que o aumento do fluxo. Esse termo depende intimamente da
porosidade da fase estaciondria e do tamanho da particula, pois é necessario o

movimento do soluto através da fase mével estagnada nos poros até alcancar a

14



superficie da fase estaciondria, onde as interagdes irao ocorrer [3]. Para uma
transferéncia de fase rdpida e menor contribui¢do desse termo, o uso de particulas
pequenas também ¢é aconselhdvel, pois quanto menores as particulas, menos profundos
s30 0s poros, e assim menor variacdo na profundidade de difusdo dos analitos nos poros
do material (Cg). A variacdo do caminho da fase mével também é menor com particulas

pequenas (Cm). Dessa forma obtém-se a equacao de Van Deemter [123]:

H=A+E+CE.H + Cy.p (1)

A equagdo explica a observagdo empirica de que existe uma velocidade linear de
fluxo 6tima (onde se encontram as contribuicdes dos termos B e C), que diminui a
altura de prato ao valor minimo. Acima dessa velocidade ha um aumento na dispersao,
ocasionado pelo termo C (Figura 2). Usando particulas pequenas ha uma menor
correlagdo entre aumento de altura de prato com aumento da velocidade (termo C), e
menor difusdo por turbilhonamento (termo A), por isso na evolucdo da cromatografia

particulas pequenas foram o tipo de suporte escolhido.
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Figura 2: Gréfico de Van Deemter e contribui¢ao de cada termo para altura de prato
[adaptado da referéncia 123]

Ao se trabalhar com particulas muito pequenas (> 2 um), um prego inevitavel é
o aumento da resisténcia a passagem de fase mével pela coluna: quanto menor a
particula maior o empacotamento e maior o volume de fase mével que estd sem
mobilidade nos poros onde ocorre a transferéncia de massa. Por isso quanto menor a
particula maior a pressao necessdria para impulsionar o liquido pela coluna numa vazao
trabalhavel, que ndo aumente grandemente a contribuicao do termo B da equacao de
Van Deemter. Na pratica hd um compromisso entre eficiéncia da separagdo e
permeabilidade do suporte (consequentemente vazao méxima de trabalho e tempo da
corrida).

Um problema na evolugdo desse tipo de coluna surgiu quando, na busca por
eficiéncia, o tamanho das particulas diminuiu para a faixa de 1 a 3 um, tornando a
pressdo necessdaria para fornecer fluxo alta demais para a instrumentacdo comum em
HPLC. Colunas com particulas de 1,7 um podem garantir uma altissima eficiéncia, mas
sdo acopladas quase que exclusivamente em sistemas de UPLC (Ultrapressure Liquid

Chromatography), que sdo cromatdgrafos muito mais caros, com bombas que fornecem
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pressao de até 5000 bar, uma ordem de grandeza acima das bombas em HPLC [4,5].
Alternativamente aos sistemas de UPLC, ao longo da primeira década do século XXI as
colunas empacotadas com particulas core-shell passaram a ser exploradas
comercialmente. Tais particulas apresentam um nicleo impenetravel de silica fundida
variando de 1,3 a 5 um recoberto por uma camada externa porosa de silica gel com
espessura entre 0,23 e 0,50 um, de modo que os tamanhos dos caminhos difusivos sdo
muito menores do que nas particulas totalmente porosas. A morfologia dessas particulas
permite a construcao de colunas cromatograficas que podem ser usadas por sistemas de
HPLC convencionais, ou seja, com pressdes de até 400 bar. Métodos analiticos
baseados em colunas preenchidas com particulas totalmente porosas usadas em UPLC
ou em colunas preenchidas com a particulas core-shell envolvem separacdes mais
rapidas e consomem menos solventes do que métodos baseados em colunas tradicionais,
preenchidas com particulas totalmente porosas com didmetro variando entre 3,5 ¢ 5,0
um. Um terceiro tipo de fase estaciondria € a das chamadas colunas monoliticas, as
quais ja existiam desde a década de 1970, tendo seu conceito sido apresentado alguns
anos antes, sendo idealizadas como meio continuos de separa¢do numa estrutura de gel
porosa [6]. Apesar de existirem hd algum tempo, somente a partir de 1992 fases
estaciondrias monoliticas comegaram a ganhar popularidade, tendo seu
desenvolvimento impulsionado com surgimento da protedmica [7] e da necessidade de

separacdo de macromoléculas em pesquisa bioquimica.
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1.2. Colunas Monoliticas

Colunas monoliticas s3o meios continuos de separacio, que ao contrario de
serem compostos de vdrias particulas, podem ser considerados uma grande particula que
preenche completamente o volume e o formato de uma coluna de separagdo. A principal
caracteristica desse meio de separacao € a presenca de macroporos (poros com didmetro
superior a 50 nm, de acordo com a IUPAC [5]) interconectados denominados de poros
de fluxo (ou “flow-through pores” em inglés), longos canais internos ao longo da
estrutura do monolito que garantem uma alta porosidade externa e oferecem pouca
resisténcia a vazao da fase mdvel, resultando em baixas pressdes com o fornecimento do
fluxo. Os poros de fluxo conectam os poros menores (mesoporos, de tamanho entre 2 e
50 nm de acordo com a IUPAC [5]) que sdo responsaveis pela retengdo e seletividade
da separagdo. Entdo, comparando as colunas monoliticas com colunas de materiais
particulados, o transporte de massa ocorre por convecgao, além de difusdo. Este tipo de
fluxo s6 ocorre em poros bastante largos e permite uma maior rapidez na transferéncia
de massa, o que eleva a eficiéncia a valores similares a de colunas preenchidas com
material particulado da ordem de 3,5 um de didmetro, mas com pressoes reduzidas [8].
Apesar das colunas particuladas terem maior quantidade de material por volume devido
ao empacotamento, o aproveitamento do volume de uma coluna de material particulado
nao € melhor do que uma coluna monolitica, ja que grande parte do volume da fase
estaciondria € ocupado por fase mével estagnada nos poros, enquanto que em colunas
monoliticas os poros sdo mais acessiveis e toda a fase mével passa pelos poros do
monolito. Svec comenta que de maneira simplificada, em colunas monoliticas os
analitos sdo levados ao ponto de interacao por fluxo (conveccao) e ndo por difusio [6].

A Figura 3 contém imagem da estrutura de um monolito de silica e imagens detalhadas
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da estrutura de mesoporos e macroporos obtidos por Microscopia de Varredura

Eletronica (MEV).

Figura 3: (a) Imagem de MEV da estrutura de um tipico monolito de silica; (b) detalhe
da estrutura mesoporosa do esqueleto de silica; (c) poros de fluxo (adaptado da
referéncia 13)

Em termos da equagdo de Van Deemter, o termo C € tipicamente baixo, ja que o
transporte de massa € predominantemente convectivo e nao ha fase movel estagnada.
Na pratica vai depender muito da porosidade do monolito, ja que quanto maior o
volume ocupado por mesoporos mais o transporte comeca a se tornar difusional e lento,
portanto aqui também ha um compromisso entre eficiéncia/drea superficial e

permeabilidade.

No preparo de monolitos ocorrem reagdes de polimerizagdo ou de
policondensacao para constituir a estrutura dos mesmos, que ap6s lavagem dos
componentes ndo reagidos e de solventes porogénicos ddo origem aos macroporos e
mesoporos. Essas reacdes sdo exotérmicas, o que forma um fluxo radial de calor de
dentro da coluna para fora. O fluxo de calor de dentro para fora cria um gradiente na
concentracdo de solventes porogénicos em funcao do raio da coluna, o que influencia no
tamanho dos macroporos, resultando em nao homogeneidade radial do tamanho dos
mesmos. De acordo com Guiochon, isso aumenta a contribui¢do do termo A

(coeficiente de difusao turbilhonar) na altura de prato para colunas monoliticas ja que ha
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um alargamento de banda devido a caminhos preferenciais da fase mével ao passar por

poros com diferentes tamanhos [11].

O termo B em colunas monoliticas ndo tem grande magnitude ja que as vazdes
utilizadas sdo tipicamente altas. Com o termo C baixo e o termo A alto, por mais que
em vazdes baixas as colunas de materiais finamente particulados apresentem maior
eficiéncia, sob vazdes altas colunas monoliticas se destacam na eficiéncia devido a
menor correlacdo do aumento de prato com o aumento da vazao da fase mével. Esse
fato, juntamente com a presenca de macroporos que conferem alta permeabilidade a
coluna sdo os motivos pelas quais muitas andlises podem ser feitas cinco ou seis vezes
mais rapidamente com colunas monoliticas do que com colunas empacotadas [12].
Apesar da escolha do melhor tipo de coluna depender de fatores como disponibilidade
de recursos, custos de manutengdo e tempo de andlise, as vantagens das colunas
monoliticas sao melhor observadas quando comparados os nimeros de prato por
pressao gerada. Enghardt et al. compararam colunas monoliticas comerciais com
colunas particuladas de 3,0 um de didmetro em relacdo ao ndimero de pratos tedricos por
unidade de pressdo gerada. Eles constataram que na vazao étima uma coluna monolitica
gerava 1900 pratos bar™!' enquanto a coluna de material particulado gerava apenas 310

pratos bar! [10].

Existem dois tipos de colunas monoliticas, as constituidas de polimeros
organicos e as de silica. As colunas monoliticas baseadas em silica (Figura 3) tém a sua
estrutura composta de uma sequéncia ininterrupta e ordenada de esqueletos de silica, e
possuem além de macroporos um volume significativo de mesoporos, o que garante
uma alta 4rea superficial para esse tipo de coluna, de até 300 m? g”!, razdo pela qual esse
tipo de coluna funcionalizada com grupos C18 é bem sucedida na separagao de

moléculas pequenas, mas nao tem boa performance para separacao de moléculas
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grandes [9]. Em contraste, monolitos poliméricos sdo compostos de glébulos e
microglébulos e em sua estrutura apresentam predominantemente macroporos com um
volume pequeno de mesoporos (Figura 4, onde podem ser vistos os microglobulos e os
poros de fluxo), exibindo uma drea superficial muito menor, na faixa de dezenas de m?
g’l. A auséncia de poros pequenos e o ficil acesso a poros largos as tornam ideais para
separacdes rapidas de macromoléculas como proteinas, dcidos nucléicos e até polimeros
sintéticos por mecanismos de exclusdo de tamanho [9]. Monolitos poliméricos t€ém boa
estabilidade em temperaturas maiores que 60°C e pH maior que 8,5, condi¢des em que

monolitos de silica podem sofrer reacdes e apresentar problemas de performance [16].

Figura 4: Imagem de MEV de um monolito polimérico baseado em poli(metacrilato de
butila-co-dimetacrilato de etileno) (Adaptado da referéncia 5)

O preparo de monolitos de silica € feito por um processo sol-gel. Em um
procedimento tipico, um precursor alcoxissilano é misturado com um solvente (dlcool
de cadeia curta ou polietileno glicol) e um catalisador (4cido ou base). O solvente deve

tornar homogénea uma mistura de alcoxissilanos e catalisadores, além de funcionar
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como agente porogénico. A reacio ocorre com inser¢ao da mistura resultante num
molde e sucessivas etapas de evaporagdo, secagem e tratamento térmico para promover
a hidrélise seguida da condensa¢do do precursor. O produto se torna insolivel e
precipita. Dependendo das condi¢des experimentais pode precipitar como particulas ou
um monolito com poros de fluxo onde os solventes porogénicos e residuos do
monomeros estao localizados. A concentracdo dos reagentes e solventes porogénicos
controlam a distribui¢ao de tamanho desses poros. Apds a separagao de fase o monolito
sofre um encolhimento acentuado dentro do molde. O cilindro monolitico € retirado do
molde e encaixado em um tubo de material termopléstico (PEEK- polieter eter cetona)
que, por sua vez, através de aquecimento e pressdo externa, engloba e comprime o
monolito em seu interior, assegurando a inexisténcia de espagos entre o monolito € o
tubo. O monolito pode, posteriormente, ser funcionalizado para o modo de fase reversa
ou troca idnica através de reagdo com um reagente silano apropriado [11,5]. O monolito
de silica final tem estrutura bastante definida e o tamanho dos poros (macro e meso)
pode ser feito de modo independente. Em outras palavras é possivel preparar colunas
monoliticas de silica com macroporos maiores ou menores, na faixa de 1-8 um,
enquanto o tamanho de mesoporos € mantido constante em13 nm e vice-versa. Isso
torna as colunas monoliticas de silica tnicas em relagdo as particuladas [13]. Apesar de
ser um procedimento relativamente complicado, alguns fabricantes dominaram o
conhecimento e patentearam, lancando no mercado as colunas monoliticas de silica
Chromolith (Merck) e Onix (Phenomenex) a partir do ano 2000. Hoje em dia elas sdo
bem aceitas e bastante difundidas comercialmente para uso em equipamentos normais
de HPLC [12].

A obtenc¢ao de monolitos constituidos de polimeros organicos ¢ mais facil pelo

encolhimento ser muito menor, entdo € possivel em apenas uma etapa obter o monolito
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aderido ao tubo da coluna (especialmente no caso de capilares) pela polimerizacao in
situ. No processo de obtencdo de colunas monoliticas poliméricas € preparada uma
mistura reacional homogeneizada e desoxigenada, composta de mondmero formador de
ligacdes cruzadas (divinilico), mondmero funcional (monovinilico), solvente
porogénico e iniciador, sendo promovida a copolimerizacao entre os mondmeros. A
combinacdo de monomeros formadores de ligacao cruzada e mondmeros funcionais €
ajustada para alcancar o balang¢o necessario entre alto grau de entrecruzamento e
suficiente densidade de funcionalidades reativas para subsequente aplicagcdo ou
modificacdo do material apds a polimerizacao [15].

Tipicamente, a superficie interna das colunas € funcionalizada com um grupo de
ancoramento, como [3-(metacriloiloxi)-propil]trimetoxisilano (MPTS), que possui além
de func¢do vinilica, grupos metoxi que se ligam ao silanol na superficie interna da coluna
apos ativagdo da mesma. Apds a etapa de fixacdo do grupo ancorador, grupos vinilicos
ficam expostos na superficie interna do tubo, polimerizando com monomeros presentes
na mistura reacional, formando liga¢gdes covalentes entre estrutura monolitica do
polimero e o tubo da coluna [14]. A Figura 5 contém o esquema do processo de
modificacdo descrito, a partir da modificagao com MPTS dos grupos silandis da parede.
O ancoramento do monolito € importante para minimizar o seu encolhimento e, com
isso, prevenir seu desprendimento do tubo a altas pressoes e assim forcar a fase mével a
passar totalmente pela estrutura monolitica [15]. Além disso, a funcionalizacdo é
importante para que nao fiquem espagos vazios entre o polimero e a parede interna do
tubo, o que criaria caminhos preferenciais para a fase mével, assim aumentando a
contribuicao do termo A da equagdo de van Deemter. Em relacdo as colunas
particuladas, a aderéncia do monolito a parede do tubo dispensa a etapa de

empacotamento, o que € uma grande vantagem operacional ao empregar colunas de
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diametros reduzidos, que sao dificeis de preencher. Ainda elimina o uso de filtro
retentores de material particulado, que apresentam baixa reprodutibilidade e
comprometem o desempenho cromatografico da coluna. Para colunas monoliticas
convencionais (de diametro interno > 2 mm) a razdo raio:volume € tdo pequena que nao
adianta funcionalizar o tubo, mas é importante no momento da polimerizacao colocar o
tubo na posi¢do vertical, pois os nicleos de polimero que se formam se depositam no
fundo da coluna, fazendo com que o crescimento do polimero ocorra de baixo para cima
[124]. Dessa maneira também nao ficam espacos vazios na coluna, ja que o espaco fica

no topo da coluna

R—Si—0 HiC CH;, HyC CH,
MPTS

Figura 5: Esquema da reacao de vinilizacdo da silica ativada da parede do capilar
(adaptado da referéncia 5)

A reacdo de polimeriza¢do comega com a decomposicao radicalar de um
iniciador, usualmente 2,2- azobisisobutirolnitrila (AIBN), induzida por aumento da
temperatura ou exposicao a luz UV. No estdgio inicial da reacdo, os nicleos de
polimerizacdo sdao formados e os mondmeros formadores de ligagdo cruzadas sdao
incorporados. A homogeneizagdo da solugdo garante a nucleacdo homogénea, uma das
razdes porque o monolito preenche completamente qualquer conduite [15]. Em estdgios
posteriores, o nucleo cresce de tamanho e uma estrutura polimérica altamente

interconectada € formada. Finalmente, uma estrutura heterogénea e globular é formada,
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preenchendo todo o espago do tubo da coluna. O bloco monolitico é lavado para
remover todos os componentes nao reagidos da mistura de polimerizagao, bem como os
solventes porogénicos [17]. Na Figura 6 sdo apresentados a reacdo da decomposi¢ao do
iniciador radicalar AIBN por luz UV ou aumento da temperatura (a) e o seu subsequente
uso na polimerizac¢ao do polimero poli (GMA-co-EDMA) a partir dos mondmeros

glicidil metacrilato (GMA) e etileno dimetacrilato (EDMA) (b).
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Figura 6: (a) Reagdo de decomposi¢do térmica ou iniciada por luz UV do AIBN; (b)
Reacdo de polimerizacdo entre os mondomeros GMA e EDMA para formar poli (GMA-
co-EDMA). * representa a continuacao do polimero (adaptado da referéncia 42)

Muitos monomeros disponiveis comercialmente sdo adequados para preparagao
dos monolitos, abrindo possibilidade de incorporar uma grande variedade de superficies
quimicas aos mesmos. O requisito para utilizar o mondmero como constituinte do

monolito € basicamente que ele seja solubilizado pelo solvente porogénico. Ja foram

sintetizados monolitos poliméricos baseados em poliestirenos, polimetacrilatos,
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poliacrilamidas, entre outros Na Figura 7 sdo apresentados alguns mondmeros
funcionais e formadores de ligacdes cruzadas comumente usados na formulacao de

poliestirenos, polimetacrilatos e poliacrilamidas, com destaque para alguns metacrilatos.

Monémeros Funcionais Formaderes de ligagges cruzadas Metacrilatos
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Figura 7: Mondmeros funcionais e formadores de ligagdes cruzadas comumente usados na formulacao de
monolitos

Monolitos baseados em metacrilatos sdo bastante difundidos, pois seu preparo é
simples e apresentam alta estabilidade quimica em relagdo ao pH, alta resisténcia
mecanica e baixa susceptibilidade ao inchamento. Na formulag¢ao de metacrilatos
normalmente é usado um mondmero funcional como butil metacrilato (BMA), glicidil
metacrilato (GMA), 2-hidroxietil metacrilato (HEMA) ou outro ester de metacrilato,
que € polimerizado com etileno dimetilacrilato (EDMA) ou outro formador de ligacdes
cruzadas, usando uma mistura de alcoois (1,4- butanodiol ou dodecanol) como solventes
porogénicos. Modifica¢des quimicas pds-polimerizagdo permitem introduzir
funcionalidades quimicas diversas enquanto € preservada a estrutura porosa do
monolito. Glicidil metacrilato possui um grupo ep6xi altamente reativo que por abertura
o anel pode ser convertido a grupos apolares (butil, octil, fenil e outros), ou ainda a

trocadores catidonicos ou anidnicos [17]. A reacdo de abertura do anel ep6xi e
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modificagdo do monolito base poli (GMA-co-EDMA) com um grupo iminodiacetato é

mostrada na Figura 8.

i NH{CHLCOOH), 0 COOH
\
i OH
Figura 8: Modificacdo do monolito base poli (GMA-co-EDMA) por reag¢ao de abertura

de anel ep6xi com Acido Iminodiacético
1.3. Separacao de moléculas pequenas utilizando monolitos poliméricos

Os desafios atuais frente a monolitos poliméricos estdo relacionados a melhorar
a performance dos mesmos na separacido de moléculas pequenas. O sucesso na
separacao de macromoléculas devido a baixa drea superficial ja € conhecido ha algum
tempo, e levou a patente do monolito poli (GMA-co-EDMA) pela empresa BIA
Separations sob o nome de “Convective Interaction Media ®” (CIM®). A empresa
comercializa meios de separacao baseados no polimero poli (GMA-co-EDMA) na
forma de discos e colunas de alto volume interno para separacao e purificacdo de
biomoléculas [5].

A performance para separacdo de moléculas pequenas nao € boa devido a falta
de mesoporos, que sdo pequenos e garantem alta area superficial e elevada abundancia
de grupos funcionais para as interagdes que resultam na separacdo. Se na formulacao do
monolito a drea superficial for muito grande no intuito de melhorar a separacdo de
moléculas pequenas, concomitante ao aumento do volume ocupado por mesoporos
ocorre uma diminui¢do do volume ocupado pelos poros de fluxo (macroporos). Como
consequéncia, a contribui¢do do transporte convectivo diminui, assim como a eficiéncia
da separacdo de moléculas grandes. Portanto, pode-se dizer que o mesmo fator que

torna os monolitos poliméricos bons para separacdo de moléculas grandes (grande
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porcentagem de volume ocupado por poros de fluxo) dificulta a separagao de moléculas
pequenas. O compromisso entre volume ocupado por mesoporos € o volume ocupado
por macroporos tornaria impossivel obter uma coluna de material particulado que
apresentasse alta permeabilidade e alta drea superficial, pois essas t€m a porosidade
fixa. Entretanto, em colunas monoliticas poliméricas o limite da tecnologia € ajustar
independentemente o tamanho dos macroporos e dos mesoporos para que, na realiza¢ao
das potencialidades desse tipo de fase estacionaria em HPLC, possa-se obter monolitos
com alta permeabilidade e alta drea superficial. Como foi citado anteriormente, isso €
possivel de se fazer com alta eficiéncia em monolitos de silica que apresentam
distribuicao bimodal de macroporos (poros de fluxo) e mesoporos (responsaveis pelas
interacdes e, portanto, pelas separacdes). Uma razao pela qual é mais dificil de fazer
uma abordagem desse tipo em monolitos poliméricos é que a polimerizacao por
propagacao radicalar é naturalmente heterogénea, levando a estrutura mais heterogénea.
Ja os processos nos monolitos de silica sdo mais controlados.

Nishang et al. atribuem a baixa performance para moléculas pequenas nao
somente ao baixo volume de mesoporos, mas também a falta de homogeneidade dos
mesmos e a presenca de microporos (poros de didmetros menores de 2 nm), que podem
promover um transporte de massa lento (difusivo) pois tais poros sdo preenchidos com
fase movel estagnada e aprisionam moléculas pequenas [15,16].

Os desafios, portanto, estdo em controlar as propriedades porosas do monolito
para melhorar a transferéncia de fase aumentando a quantidade de mesoporos e a
homogeneidade dos mesmos, favorecendo assim o termo C da equagdo de Van
Deemter, a0 mesmo tempo em que ¢ mantida a alta permeabilidade da coluna. Entre as
estratégias para melhorar a performance para moléculas pequenas estdo a otimizagao da

composi¢ao da mistura reacional, controle do tempo da reacdo e controle da
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temperatura. Adicionalmente as modifica¢des pds-polimeriza¢do também podem ser
utilizadas.

1.4. Estratégias para aumentar a area superficial de monolitos poliméricos

1.4.1. Solventes Porogénicos

Nos momentos iniciais da polimerizacao, a etapa de separacao de fase é fortemente
dependente da capacidade do solvente porogénico solubilizar os mondmeros divinilicos
ou monovinilicos, e influencia diretamente as caracteristicas nanométricas do polimero
formado, que por sua vez tem efeito marcante na sua performance. Se a solubilidade dos
monomeros for alta, o polimero formado vai comecar a precipitar em estagios
posteriores da polimeriza¢ao, em contrapartida, se o solvente for um solvente ruim a
separagdo de fase ocorre rapidamente, logo ap6s a formagao dos primeiros nicleos de
polimerizacdo. Quando a solubilidade € baixa a separacdo de fase ocorre numa etapa em
que os mondmeros ainda nao reagiram, e eles t€m mobilidade para coalescer com os
nucleos de polimerizagao, que nesse momento sao um melhor solvente para o
monomero do que o solvente. Com isso os nicleos aumentam de tamanho, dando
origem a glébulos maiores, consequentemente macroporos de maior tamanho e menor
area superficial sdo formados. J4 quando a solubilidade € alta a separacdo de fases
ocorre tardiamente, com cinética adequada para os monomeros serem atacados por um
nimero maior de nicleos de polimerizag¢do, e como o nimero de nicleos é maior o
tamanho deles € reduzido, levando a glébulos menores de maior area superficial.

Na tentativa de manipular as propriedades porosas de um monolito, a
solubilidade dos mondmeros pode ser alterada de duas maneiras: alterando a polaridade
dos mondmeros ou alterando a polaridade dos solventes. Em outras palavras pode-se
alterar a composicao dos mondmeros para que o polimero tenha polaridade

diferenciada, ou pode-se alterar a composi¢ao do sistema porogé€nico para que a
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polaridade resultante favoreca a ocorréncia das propriedades porosas desejadas. O
parametro de solubilidade de Hildebrand fornece uma estimativa numérica do grau de
interacdo entre substancias e pode auxiliar na escolha de solventes € mondmeros
adequados para compor a mistura reacional se o objetivo for facilitar a formacao de
monolitos com alta drea superficial (alta intera¢do entre solventes e mondmeros) ou alta
porosidade (baixa interacdo entre solventes e mondmeros). Como alternativa, podem ser
adicionados co-solventes na mistura reacional para influenciar na transferéncia de fase,
formando sistemas porogénicos bindrios ou tercidrios [21].

A escolha de diferentes solventes porogénicos € uma maneira de alterar a
estrutura porosa dos monolitos sem alterar a sua composicao quimica. Em geral
solventes macroporogénicos dao origem a poros mais largos por antecipar o comeco da
separacdo de fase. Irgum et al. estudaram o emprego de polietileno glic6is (PEGs)
dissolvidos em 2-metoxi-etanol como solvente porogénico de acrilatos e metacrilatos,
mostrando que quanto maior o peso molecular do PEG maior eram os poros [20]. Eles
também monitoraram o efeito do uso de diferentes solventes como co-solventes sobre as
propriedades porosas dos monolitos.

A escolha do solvente porogé€nico nao € trivial, e pequenas alteracdes na
composi¢ao do sistema porogénico podem alterar significantemente a estrutura do
monolito. Por isso, cada mistura reacional que tem seu sistema porogénico alterado

deve ter suas condi¢des otimizadas [17, 18].

1.4.2. Mondémeros
Ao contrario do solvente porogénico, a variagdo na composi¢ao dos mondmeros
altera a superficie quimica, além de induzir a formagao de diferentes estruturas porosas.

Uma maior concentragdo de mondmeros divinilicos promove diretamente a formagao
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polimeros interligados nos estdgios iniciais da polimerizacao e leva a uma separacao de
fase precoce. Embora esse efeito seja igual ao de um solvente ruim na mistura reacional,
os nucleos tém mais ligagdes cruzadas, e como esse grau de ligagdes cruzadas afeta
negativamente a incorporacdo de outros mondmeros, os nicleos permanecem pequenos.
Os pré-globulos ainda podem capturar os nicleos gerados em estdgios posteriores da
polimerizac¢do, mas nio ocorre uma verdadeira coalescéncia. Como a estrutura do
monolito final tem glébulos menores, ela também tem menores espagos vazios. Entdo o
aumento da quantidade de mondmeros divinilicos é uma abordagem ttil na preparacao
de monolitos de alta area superficial. Entretanto, por essa abordagem, alterar a
composi¢ao do monolito pode nao ser a mais recomendada se é desejado incorporar o
maximo possivel de mondmero funcional ao mesmo tempo em que se deseja maximizar
a drea superficial [17].

A porcentagem de mondmero:solvente e mondmero formador de ligacao
cruzada:mondmero funcional afeta as propriedades porosas e consequentemente as
propriedades morfolégicas do monolito. A polaridade dos mondmeros € um dos fatores
chave que regem a separacgao de fase e a formacao dos poros. Além disso, mondomeros
com cadeias carbOnicas mais longas tém hidrofobicidade aumentada [19]. Waguespack
et al. constataram que a substituicdo de pequenas quantidades do mondmero acrilato de
butila por acrilato de laurila de maior cadeia carbonica e maior hidrofobicidade, levou a
formacgao de microglébulos ligeiramente menores, aumentou o nimero de mesoporos,
melhorou a separacdo de moléculas pequenas e aumentou a reten¢do no modo de fase
reversa [22]. Em um estudo similar, Urban et al. substituiram butil metacrilato do
copolimero poli(BMA-co-EDMA) por lauril metacrilato, ciclohexil metacrilato, 2-etil
hexil metacrilato e estearil metacrilato, conseguindo uma melhor eficiéncia de

separagdo para alquilbenzenos (moléculas pequenas) com a coluna sintetizada com o
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grupo lauril. Segundo os autores, o uso do lauril como cadeia alquilica no monémero
funcional melhorou o espagamento dos mesoporos e isso garantiu melhor eficiéncia

para a coluna composta com esse mondmero do que com os outros [19].

1.4.3. Temperatura

A temperatura de polimerizacao exerce influéncia na cinética de polimerizagao e
o controle dela € um meio de obter um monolito com diferentes propriedades porosas a
partir da mesma composi¢ao de mistura reacional. O efeito da temperatura esta
relacionado a taxa de nucleagdo, e a mudanga da distribui¢do dos tamanhos de poros ao
alterar a temperatura pode ser atribuida a diferenca no nimero de nicleos ao realizar
essa mudanga. Quando ocorre a separagao de fases, os primeiros nicleos altamente
intercruzados se tornam melhores solventes para o mondmero do que os solventes
porogénicos, entdo a tendéncia € a polimerizacao local pela grande concentragao de
monomeros na superficie dos nicleos. Quando a temperatura € baixa a reagcao de
polimerizacdo € lenta e pode ocorrer uma transferéncia significativa de monémeros da
solucdo para o nicleo. Quando a temperatura € alta aumenta a quantidade de polimeros
formados em solug@o apds a etapa original de nucleacdo, que s@o entdo capturados por
nucleos em crescimento e resultam na formacao de glébulos maiores. Isso resulta na
diminui¢do da area superficial. Em temperaturas muito altas a polimerizag¢ao ocorre
ainda mais rapido e as cadeias de polimeros sao transformadas em glébulos individuais,
em vez de serem capturados por nicleos. Esses glébulos sao pequenos, e

consequentemente a area superficial € alta [18].
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1.4.4. Tempo de polimerizacao

O tempo de polimerizacao determina diretamente a taxa de conversao dos
monomeros. Entdo quanto maior o tempo de polimeriza¢do maior o tamanho dos
glébulos, e menor a drea superficial. Ao mesmo tempo, se o tempo for pequeno a
conversao € baixa, e os poros sdo pequenos, com maior drea superficial. Svec e Frechet
prepararam um monolito sintetizado durante apenas uma hora que apresentou area
superficial de 500 m? g' e volume de poro 3,8 mL g™!' com conversio de apenas 18%
dos mondmeros [23]. O mesmo monolito sintetizado por 22 horas tinha a conversao
quase total, com a 4drea superficial e volume de poro diminuido para 120 m?> g’ e 1,1 mg
L1, respectivamente. Resultados interessantes sdo obtidos com tempos bastante curtos
de polimerizacdo, assim como relataram Bonn et al., que separaram pequenas moléculas
derivadas de fenol com a alta eficiéncia de 65000 pratos m™! usando uma coluna
sintetizada por apenas 45 minutos com 39% de conversdo. A eficiéncia diminuia
gradualmente com o aumento do tempo de polimerizagao até que ficava inaceitavel com
a coluna polimerizada por 24 horas [24]. Apesar de ser uma estratégia menos comum
para controlar as propriedades porosas a reprodutibilidade coluna a coluna é

questiondvel e precisa ser demonstrada [18].

1.4.5. Modificacoes pos-polimerizacao e UV grafting

Na modificagdo de monolitos feita com a reacdo direta entre agentes
modificadores e grupos funcionais reativos do monolito, assim como a reagao de
abertura de anel do grupo ep6xi no monolito poli(GMA-co-EDMA) mostrada na Figura
8, apenas uma funcionalidade € obtida para cada sitio ativo da superficie. Em contraste,
pode ser feito o enxerto (ou em inglés, grafting) de cadeias de polimeros na superficie

de monolitos base. Os polimeros podem ter maior densidade de grupos funcionais,
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emanando de cada grupo funcional individual proveniente da sua estrutura, em vez de
apenas um, como na modifica¢do direta do grupo reativo. Por isso o grafting pode ser
usado para aumentar drasticamente a quantidade de sitios ativos na superficie do
monolito.

Um fato importante na polimerizagao de monolitos sintetizados a partir de
monomeros funcionais monovinilicos e formadores de ligagdes cruzadas divinilicos em
uma Unica etapa é que os mondmeros funcionais também estio presentes nas camadas
interiores do polimero, embora que em menores propor¢des (ja que na etapa de
formagao os mondmeros divinilicos t€m maior taxa de reacao, por terem maior
quantidade de ligacdes duplas). Isso pode deixar os grupos funcionais do mondmero
funcional inacessiveis para interacdes, sem contar que se 0 mondmero funcional for raro
ou dificil de obter, ele estaria sendo desperdigcado com a polimerizacdo em uma etapa,
pois estaria sendo consumido para constituir o interior do polimero. Além disso a
polimerizacdo em uma etapa se mostrou uma dificil rota de obter um monolito com
grandes macroporos e uma multiplicidade de pequenos poros. Por isso formas
alternativas precisaram ser desenvolvidas [18]. Modificagdes como o grafting de
polimeros reativos se mostraram uma melhor maneira de utilizar o monémero funcional
em etapas mais controladas, o que permite maior controle sobre as propriedades
porosas, e com a possibilidade de aumentar a quantidade de sitios ativos na superficie
do monolito onde estardo acessiveis para interacao.

O processo de grafting permite melhorar as propriedades porosas de um
monolito base separadamente do processo de modificacdo da sua superficie quimica.
Em outras palavras o pesquisador pode otimizar o processo de obtencdo do monolito

base primeiro e depois modificar o mesmo com uma grande variedade de agentes
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quimicos. Isso € 1til para estudar separadamente efeitos de superficie quimica na
separagdo, ja que a estrutura porosa do monolito base vai ser a mesma [18].

O processo mais comum de grafting € através do fornecimento de luz UV para
decompor iniciadores fotossensiveis, como cetonas aromadticas, que auxiliam na
formacao de radicais que vao preceder a reacdo. A reacao € iniciada usando
benzofenona como fotoiniciador, que ao ser excitada com luz UV a 200-300 nm abstrai
atomos de hidrogénio da superficie do polimero e leva a formacao de um radical de alta
energia na superficie, que pode ser atacado por mondmeros € iniciar o processo de
grafting a partir da superficie do polimero [18]. Como alternativa, em vez de aplicar
iniciador e mondmero simultaneamente, pode ser feito o grafting em duas etapas, com
imobilizacao do iniciador na superficie do polimero na primeira etapa e aplica¢do do
mondmero na segunda etapa (Figura 9). Ambas as etapas sdo iniciadas com luz UV. Na
primeira etapa, a auséncia do mondmero faz com que o radical formado na superficie do
polimero se combine com o radical semipinacol recém-formado a partir da
benzofenona, que € imobilizado. Na segunda etapa 0 mondmero é colocado em contato
com o monolito sem o iniciador, e a polimerizacdo a partir da superficie do polimero é

iniciada [18, 25].
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Figura 9: Esquema do procedimento de fotografting em duas etapas [25]




O fotographting em duas etapas ¢ uma maneira de diminuir a formagao de
polimero em solu¢do que nao participa do processo de grafing e consome uma
quantidade significativa de mondmero disponivel para o processo, além de poder causar
obstru¢ao dos poros e formagao de gel na superficie [25]. O processo em duas etapas
também permite a otimizacao individual de cada etapa, o que aumenta o controle sobre
0 processo, como por exemplo, no caso da benzofenona e 0 mondémero nao serem
soliiveis no mesmo solvente, esse problema € contornado [18].

A desvantagem do fotografting € a necessidade de utilizar moldes € mondmeros
transparentes a luz UV. Assim capilares recobertos com poliimida € mondmeros
aromaticos ndo podem ser utilizados. Também, devido a absorcao de luz UV do préprio
monolito, o fotografting funciona somente em colunas em que o didmetro é pequeno,
basicamente colunas capilares e transparentes [18].

Outras formas de modificacao p6s-polimerizagao podem ser citadas, como hiper
crosslinking, click chemistry, modificacdo com nanoparticulas metdlicas e uso de
nanoestruturas de carbono. Essas nao vao ser discutidas em detalhe, podendo ser
encontrados em algumas revisoes [ 18,26, 27]. Jiri Urban destaca em sua revisao de
2016 que o nimero de protocolos possiveis para preparagdo de monolitos poliméricos
usados na separagcao de moléculas pequenas € alto, destacando-se as estratégias de pos-
polimerizacido e ajuste preciso das condi¢des de polimerizacao e tipo de iniciagdo [26].
Ele afirma que pela variedade de estratégias, um pesquisador sempre pode encontrar um

procedimento que fornega as propriedades necessdrias para a separagao.
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1.5. Aplicac6es menos comuns de monolitos poliméricos

As propriedades de alta permeabilidade com éareas superficiais relativamente
altas motivaram o uso de colunas monoliticas em outras técnicas além de cromatografia
liquida, em que sao desejados suportes com essas caracteristicas. Inicialmente
monolitos foram usados em modos cromatograficos em que colunas particuladas
também sdo utilizadas, como cromatografia liquida capilar (Capillary liquid
chromatography, CLC), eletrocromatografia capilar (Capillary electrochromatography
CEQ) e eletroforese capilar (Capillary electrophoresys, CE), além de pré-concentragao
e preparo de amostras por extra¢do em fase solida (Solid Phase Extraction, SPE). O uso
de monolitos se mostrou mais vantajoso em diversas dessas aplicag¢des, principalmente
pela facilidade de obtencdo da fase estaciondria sem a necessidade de empacotamento

de colunas capilares.

1.5.1. Extracao em fase sélida (SPE)

Assim como a cromatografia, a SPE pode ser realizada em coluna, com a
adsor¢do do analito seguida de lavagem e eluicao. Desse modo a SPE € considerada um
método de separacdo bindrio, pois, idealmente, retém totalmente o analito e depois elui
totalmente, descartando interferentes em etapas de lavagem intermedidrias. O fator mais
importante na SPE, entretanto, ndo € relacionado a eficiéncia de separagao entre
componentes, mas sim a capacidade do leito de adsorver seletiva e quantitativamente o
analito para em seguida liberd-lo em uma quantidade pequena de solvente. Isso esta
relacionado a obter um monolito com a maior area superficial possivel. Apesar de terem
area superficial tipicamente menor do que colunas particuladas, a permeabilidade das

colunas monoliticas € maior, o que permite o processamento de um maior volume de
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amostra por unidade de tempo devido a maior vazao trabalhdvel, diminuindo o tempo
dos processos de extracdo [28].

A polaridade do suporte sélido da SPE pode ser ajustada com incorporacao de
um mondmero hidrofébico na mistura reacional quando a intencao € reter analitos
apolares ou com monomeros hidrofilicos quando € desejavel adsorver analitos polares.
Além do controle da polaridade, as modifica¢des pds-polimerizagdo podem fornecer
funcionalidades altamente especificas na superficie do monolito que vao garantir uma
alta seletividade para a SPE. A imobilizagcao de anti-corpos (Imunoglobulina G de
coelhos e anti-FITC — monoclonal antifluorescein isothiocyanate) sobre o monolito
base de poli (GMA-co-EDMA) pode ser feita por diferentes rotas, gerando monolitos de
afinidade de grupo funcional para imunoextracdo ultrarrdpida, que tiveram avaliados a
velocidade e capacidade de extracdo do analito modelo (fluoresceina). Nesse estudo a
eficiéncia de imobilizac@o dos anticorpos foi avaliada em cada rota de sintese [29]. Tal
flexibilidade da superficie quimica é ausente nas colunas de silica, sejam elas
particuladas ou monoliticas.

A tendéncia de miniaturiza¢do encontrada em diferentes técnicas analiticas,
especificamente na coluna de separacdo, limita o volume injetado a valores baixos para
manter a eficiéncia da coluna, e isso leva a problemas de sensibilidade na deteccdo do
pico cromatografico. A SPE tem sido acoplada on-line com CE e CLC como uma
maneira de enriquecer o analito a partir de um grande volume de amostra pouco
concentrada e assim aumentar a sensibilidade dessas técnicas [28]. Uma outra
caracterisitca interesante da SPE online é que o analito € eluido diretamente para a
coluna cromatografica/detector, sem necessidade de evaporacdo do solvente e

redissolucdo, etapas que sao muito mais lentamente executadas no modo off-line. Como
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ndo € necessdrio a evaporacao do solvente, usa-se muito menos amostra e essa €,
integralmente enviada para a coluna ou detector [43].

A estratégia de SPE acoplada on-line a CE comumente envolve a conexao de um capilar
contendo um pré-concentrador monolitico na extremidade de entrada do capilar de
separacdo ou ainda a formagao do monolito extrator apenas em uma se¢ao da
extremidade do capilar (pela introdu¢do da mistura reacional e fornecimento da luz UV
somente em uma janela criada na extremidade) [35]. A Figura 10 ilustra o procedimento
de SPE-CE. Com o monolito funcionalizado para adsorver o analito fixado na
extremidade, € injetado no sorvente um grande volume de amostra (Figura 10A). Em
seguida pode ser injetado um volume de dgua para limpeza e remog¢ao dos componentes
nao adsorvidos da amostra (Figura 10B). Apds o carregamento e limpeza € injetado um
plugue de elui¢do, um pequeno volume de uma solucao adequada para reverter a
afinidade do analito com o monolito polimérico (Figura 10C) e subsequente separacao
pela eletroforese com inje¢ao do tampao de separacao (Figura 10D). Isso resulta em
aumento da detectabilidade com o minimo de manipulagdo da amostra. Um aumento
ainda maior da sensibilidade pode ser alcancado quando a composi¢ao do plugue de

eluicdo e o tampao de separagdo permitem focalizacdo “on-column’ [36].

Figura 10: Representagdo do procedimento da SPE-CE (adaptado da referéncia 37)
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A SPE acoplada a CLC € feita com o auxilio de uma valvula de injecao de seis
portas, onde sdo conectadas as colunas monoliticas de pré-concentracao (no loop da
valvula de injecao, que é comutada com alteragdo da posi¢ao da mesma) e a coluna de
separacdo da cromatografia liquida. Primeiramente € bombeada a quantidade de amostra
desejada para o mddulo de extracdo com a valvula na posi¢ao de carregamento, onde o
analito vai ser retido e os compostos nao retidos sao levados ao descarte. Apds o
carregamento a valvula de injecdo comuta para a posi¢ao de injecdo e a bomba de
eluicdo elui os analitos para a coluna de separacdo onde sao separados. Esse
procedimento permite aumentar o volume de amostra injetado mesmo com a técnica
suportando volumes pequenos, elevando a sensibilidade para os sistemas de CLC [39,
28]. O acoplamento on-line de dispositivos de SPE e tratamento de amostra com

cromatografia liquida foi revisado recentemente por Pan et al. [34].
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Figura 11: Sistema de SPE-CLC equipado com duas bombas mostrado no modo de
carregamento da alca de amostragem/separacdo cromatografica (adaptado da referéncia
39)
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As aplicag¢des de monolitos poliméricos para SPE sdao basicamente on-line,
impulsionado pela facilidade de insercdo da coluna em linha sem aumento da pressao do
sistema e também pela facilidade de miniaturizacdo, ja que sao preparados mais
facilmente em capilares pela polimeriza¢do da mistura reacional introduzida na coluna
capilar, com possibilidade de limitar a regido polimerizada somente a regides que
recebem a iniciagdo por luz UV. Svec comenta que em aplica¢des off-line bem
estabelecidas com sorventes de materiais particulados, dificilmente monolitos vao
chegar a ter um papel de destaque, mas que aparentam ser promissores em pequenos
dispositivos como capilares e chips microfluidicos [28]. A primeira revisao sobre
materiais monoliticos usados como suporte para SPE foi langada em 2006 por Svec
[28], seguido de Potter e Hilder em 2008 [44], Namera et al. em 2011 [45] e Namera e
Saito em 2013 [46]. Em 2017 Masini e Svec revisaram os artigos langados a partir de
2010 que utilizaram monolitos para SPE exclusivamente em acoplamentos on-line, € o
numero e variedade de aplica¢des confirma o potencial comentado por Svec mais de 10
anos antes. Nessa revisao os autores separaram as aplicacdes entre extracao de metais e

semi-metais e extracao de analitos organicos [43].

1.5.2. Hifenacao

A separacdo em colunas monoliticas capilares é adequada para ser incluida em
técnicas multidimensionais. J4 € bastante relatado o acoplamento on-line de colunas
monoliticas poliméricas com espectrometria de massas (MS), que apesar de ser uma
técnica sensivel e seletiva € limitada em relacdo a separagdo dos componentes da
amostra, levando ao surgimento de técnicas hifenadas como SPE-ESI-MS/MS e RP-
HPLC-ESI-MS/MS (ESI = electrospray ionization)[30,31,32]. No campo da

protedmica, apesar da MS ser uma técnica poderosa, € quase impossivel identificar
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diretamente uma proteina sem preparo e tratamento de amostra [31]. Nesse tipo de
andlise as amostras usualmente t€m volume de apenas poucos microlitros ou menos,
portanto os sistemas sao quase sempre miniaturizados para diminuir o consumo de
amostra e reagentes, reduzidos a nanoescala, em que a separagao € feita exclusivamente
em colunas capilares [34]. Por isso, o uso de monolitos poliméricos se torna bastante
sinérgico pois além de serem capazes de separar bem macromoléculas, sdo facilmente
adaptados as dimensdes capilares pela preparacdo da coluna capilar. A pressao também
se mantém baixa devido a sua alta permeabilidade, importante para manter constante o

fluxo até o ionizador por electrospray.

1.5.3. Aplica¢oes em dispositivos de microanalise

Dispositivos de andlise microfluidicos (u-TAS, micro total analysis system)
alcancaram um sucesso inegavel em varias aplicacdes, mas alguns problemas persistem.
A maioria dos dispositivos ainda € formado por canais abertos, que t€ém pouca area
superficial e dificulta aplicacdes como separagdes cromatograficas, catdlise heterogénea
e SPE. A integracao de materiais de alta drea superficial € vantajosa pois aumenta a
quantidade de material processada pelo dispositivo, assim aumentando a intensidade do
sinal e a confiabilidade analitica. Ainda que tentativas de aumentar a drea superficial
com o preenchimento dos microcanais por particulas tenham sido feitas, o processo nao
foi muito bem sucedido por dificuldades técnicas [40]. Em contraste, as caracteristicas
de alta area superficial, alta permeabilidade, superficie quimica ajustavel e
polimerizacdo delimitada a dreas bem definidas do dispositivo tornam monolitos
porosos poliméricos adequados para aplicagdes microfluidicas. Os concentradores
monoliticos podem ser formados nos canais do dispositivo pela inser¢do da mistura

reacional otimizada e uso de uma mascara que confina a polimerizagao a regioes
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expostas a radiacdo enquanto nenhuma polimeriza¢do ocorre nas dreas escuras,
resultando num dispositivo similar ao apresentado na Figura 12. Esse dispositivo foi

usado para pré-concentracio e SPE de peptideos e proteinas [40].

I Dire¢do do fluxo

Ponto de detecgdo

bem

“—=—a Concentrador monolitico

Figura 12: Dispositivo de andlise microfluidico que utiliza polimero como concentrador
e imagem de MEV do concentrador no canal (adaptado da referéncia 40)
Dispositivos de microandlise também podem se beneficiar da tecnologia de

polimeros para recobrir a superficie de canais internos. O processo de fotografting em

duas etapas citado anteriormente € utilizado para aumentar a hidrofilicidade da
superficie dos canais internos e tornar dispositivos mais resistentes a adsor¢do de

proteinas, evitando perdas de analito por adsor¢do nas paredes do dispositivo [25, 28].

Ainda existem outras aplicacdes menos comuns de monolitos poliméricos que nao

foram citadas, tais como suportes para imobiliza¢dao de enzimas, bioengenharia, sintese

organica em fase sélida, sintese combinatorial, andlise por inje¢do em fluxo, entre

outras.
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CAPITULO 2: EXTRACAO EM FASE SOLIDA DE METAIS UTILIZANDO
COLUNAS MONOLITICAS POLIMERICAS COMPLEXANTES ASSISTIDA
POR ANALISE POR INJECAO SEQUENCIAL E DETECCAO
ELETROQUIMICA

2.1. INTRODUCAO

2.1.1. Poluicao de metais

Metais exercem impacto ambiental durante todo o seu ciclo de utilizag¢do, desde
a extracdo das reservas naturais, quando sao destruidas a vegetacdo e os relevos naturais
para construir minas de prospeccao, até depois do descarte, quando podem entrar em
contato com corpos aquaticos e ser assimilados por microrganismos, sendo inseridos na
cadeia alimentar. Com a diversificacdo e ampliacao do uso de metais, hoje é quase
impossivel evitar que um corpo aqudtico esteja em contato com algum metal de origem
antropogénica, como evidenciado por Schroeder e Darrow num estudo que estima que
as pessoas hoje estdo sujeitas a concentragdes de Cd e Pb 500 vezes maiores do que na
antiguidade [47]. Uma vez dispersos no ambiente, metais permanecem por longos
periodos, assumindo formas fisico-quimicas diversas, mas nunca desaparecendo por
completo por serem poluentes inorganicos e ndo biodegradaveis. Enquanto alguns
metais sdo micronutrientes em baixas concentragdes, eles podem ter efeito adverso a
saiide em uma concentra¢io nio muito acima do nivel saudavel. E o caso do cobre, que
tem funcdo no processo de fixagdo do ferro na hemoglobina do sangue, mas ao ser
ingerido em excesso passa a ser encontrado na forma livre, a qual pode se ligar a
enzimas que de outra forma ndo complexariam este metal. E conhecido que excesso de
cobre no organismo causa lesdes no figado [48]. Outros metais, como o cddmio e o
chumbo, ndo tém fungdo bioldgica e sdo toxicos em qualquer concentracdo, causando
inimeros problemas de satde. O cddmio é um metal muito toxico e acumula-se
principalmente nos rins e no figado, podendo agir como inibidor de enzimas que t€m

zinco como constituinte, € em concentragdes muito altas pode substituir os fons cédlcio
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nos 0ssos, tornando-os entao porosos e frageis, uma vez que cddmio e célcio apresentam
a mesma carga e aproximadamente mesmo tamanho. O chumbo é extremamente toxico
e causa efeitos neurolégicos, interfere na producao de hemoglobina podendo levar a
anemia, além de causar danos irreversiveis aos néfrons, o que diminui a eficiéncia da
excrecdo de 4cido tdrico [48]. Sendo assim o monitoramento exato das quantidades de
metais traco em reservatérios naturais de d4gua é uma questdo de satide publica. Orgdos
ambientais ligados a governos do mundo todo, tais como a USEPA nos EUA e o
CONAMA no Brasil, estipulam as concentracdes maximas permitidas de diversos
metais em corpos d’dgua de reservatorios e rios.

A quantificagdo de metais traco em dguas ndo ¢ tarefa facil porque eles estao
presentes em concentracdes muito baixas, da ordem de pug L' ou menos. Técnicas de
alto custo instrumental como Espectrometria de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP-OES) e Espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS) tém sido utilizadas para esse fim. Métodos
eletroanaliticos, conhecidos por utilizar instrumentacio de baixo custo, como
potenciostatos operados a bateria e sensores impressos, podem alcangar detectabilidade
similar a das técnicas espectrométricas e cumprir a demanda da quantificacdo dos
metais trago, desde que eletroativos, em amostras de d4guas naturais[49].

Aguas naturais sdo matrizes complexas que contém uma grande quantidade de
possiveis interferentes endégenos. E comum encontrar em dguas naturais precursores
inorganicos do solo e das rochas que sao levadas até a 4gua por erosao (como oxi-
hidréxidos de ferro, carbonatos, cloretos, manganés e aluminio assim como
argilominerais silicatados), e também ligantes heterogéneos de ocorréncia natural como
substancias humicas e fulvicas, resultantes da decomposicao de matéria organica, além

de também serem encontrados material organico particulado e microrganismos.
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Esses potenciais interferentes, e muitos outros existentes, de maneira geral
podem “mascarar” o sinal referente ao analito, principalmente se estiverem em
concentracdes muito maiores do que o mesmo, o que frequentemente ocorre. Potenciais
ligantes podem distribuir o metal em diferentes formas quimicas, o que dificulta a
determinacao precisa da sua concentracdo. A interferéncia pode ocorrer de varias
maneiras, dependendo do método de detec¢dao. Nos métodos eletroquimicos uma grande
fonte de interferéncia sdo os ligantes organicos, que ao formarem complexos inertes
com 0s metais, os deixam indisponiveis para a determinagdo. A formagdo de complexos
com substancias himicas pode também interferir nos resultados das anélises, pois
devido a natureza polieletrolitica e heterogénea desses ligantes, os coeficientes de
difusdo dos complexos s@o menores do que os dos fons metélicos livres, afetando o
transporte de massa para a superficie do eletrodo de trabalho. Além disso, muitos
ligantes organicos, especialmente as substancias himicas, interferem ao adsorver sobre
o sensor eletroquimico, passivando-o. Outra fonte de interferéncia em métodos
eletroquimicos € a formacao de intermetdlicos entre analito e metais endégenos, que sao
pré-concentrados no eletrodo. Em métodos espectroscépicos a matriz pode causar
obstru¢ao dos sistemas de introducao de amostras quando estas contém sélidos
dissolvidos em concentracdes maiores que 0,2 % m v'! [50, 53]. Todos esses problemas
levam a resultados imprecisos e inexatos das andlises.

Os problemas causados pela interferéncia da matriz em dguas naturais podem ser
contornados usando a quantificagcdo por adi¢do de padrio, mas para a andlise de tracos,
métodos de extragao prévios a andlise podem ser mais adequados, pois podem purificar
e concentrar o metal, além de separar o mesmo da matriz complexa. No caso do
acoplamento on-line da extracao, o tratamento de amostra ndo € prévio a anélise

instrumental, como na extragdo off-line, mas € integrado a ela, estratégia importante
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para eliminar perdas por transferéncias, evitar contaminac¢ao, aumentar o grau de
automacgao e analisar todo o volume do extrato, visando com isso aumentar a

sensibilidade, precisdo e exatidao da anélise [51].

2.1.2. Preparo de amostras e extraciao em fase sélida (SPE)

O preparo de amostra é considerado a etapa critica da andlise quimica, a que
consome o0 maior tempo da andlise e causa a maioria dos erros nos resultados, e que nao
podem ser corrigidos no decorrer da anélise, entdo o preparo de amostra é considerado o
gargalo no procedimento analitico [53]. A transferéncia de material de uma fase para a
outra € o conceito fundamental na separagdo de uma espécie quimica da sua matriz. A
extracdo liquido-liquido (LLE) foi o primeiro tipo de extragcao utilizada para o preparo
de amostras, baseado no principio de que o analito pode se distribuir em certa propor¢ao
entre dois solventes imisciveis, um aquoso e um organico. Ela ainda é empregada, pela
sua alta eficiéncia, facil operagdo e baixo custo, mas gera uma grande quantidade de
solvente ambientalmente nocivo, ndo € facilmente automatizada e durante o processo
pode ser formada emulsdo [85]. A extragdo em fase s6lida (SPE) foi desenvolvida para
contornar esses problemas e se tornou a alternativa mais popular e mais ambientalmente
correta do que LLE [50].

SPE é uma estratégia amplamente utilizada para limpeza de amostras e aumentar
sensibilidade, seletividade ou ambos [51]. Em geral a SPE consiste na transferéncia do
analito (ou analitos) da amostra liquida para o sorvente sélido, seguida da eluicao. Um
tipico ciclo de separacdo ou pré-concentracao do analito consiste em: (i)
Condicionamento: um solvente ou solu¢do adequada passa pelo sorvente para ativar
grupos funcionais, e seu excesso é removido; (ii) Carregamento: um volume de amostra

definido € colocado em contato com o sorvente que retém o analito; (iii) Lavagem: uma
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solucdo de lavagem € enviada pela coluna e remove o que restou dos componentes nao
retidos da amostra; (iv) Elui¢do: o eluente passa pelo sorvente liberando o analito [52].
A SPE é mais fécil e rdpida de ser realizada do que a LLE por ndo ocorrer a formagao
de emulsdo. Também expde menos o operador a amostras perigosas e a solventes
organicos toxicos, tem maiores fatores de pré-concentracao e polui menos o ambiente,
j4 que reduz o consumo de solventes orgénicos téxicos. E relativamente barata, ja que o
sorvente pode ser regenerado e reutilizado por muitos ciclos, e é mais facilmente
automatizada e adaptada para o acoplamento on-line em sistemas de andlise em fluxo,
facilitando a hifenagdo e a combina¢ao com diferentes técnicas deteccao [50].

O acoplamento on-line da SPE com sistemas de deteccao melhora a etapa de
tratamento de amostra pois torna a metodologia mais rdpida, precisa e diminui o
consumo de solventes. Metodologias de SPE on-line t€m vérias vantagens sobre os
procedimentos off-line. As etapas de condicionamento, lavagem e eluicdo podem ser
feitas automaticamente, uma imediatamente apds a outra, minimizando o tempo de
andlise, a imprecisao do procedimento e o trabalho intenso do operador na extracao off-
line. Alguns sistemas também permitem extra¢cdo em uma amostra enquanto a outra esta
no sistema de detec¢ao [50]. Outras vantagens importantes sdo a redugdo do risco de
contaminacdo de amostras ou dos extratos de amostra imobilizados no sorvente e a
minimizacao de perdas de analito por evaporagao ou degradacio durante a pré-
concentracdo. Altas sensibilidades, baixos limites de detec¢iao e pouco consumo de
amostra também podem ser alcangados com as configuracdes on-line pela transferéncia
e andlise da totalidade das espécies extraidas para os sistemas de deteccdo, enquanto

num procedimento off-line € analisada apenas uma aliquota do extrato.
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2.1.3. Sorventes usados em SPE

SPE é um método seletivo pela alta variedade de sorventes de diferentes
funcionalidades, desde fase reversa (C8, C18), troca idnica e modo misto (troca iGnica +
fase reversa), que podem ser escolhidos para fazer a separa¢do de acordo com o
comportamento do analito e constitui¢ao da matriz [51]. O emprego desses sorventes
em SPE se deu junto com o desenvolvimento de colunas para HPLC. Por isso,
convencionalmente sao usadas particulas de silica e silica modificada, mas comegaram a
ser encontradas novas classes de sorventes em SPE, como polimeros molecularmente
impressos (Molecularly imprinted polymers, MIP), imunossorventes e resinas quelantes,
conforme esses materiais foram desenvolvidos na cromatografia [50, 53]. O formato dos
sorventes também € importante, pois para o acoplamento on-line o extrator deve estar
em formato de coluna, discos ou pequenos cartuchos de extracao como filtros de
seringa. Em diferentes abordagens (off-line), o sorvente pode ser preparado em forma
de barra de agitacao magnética [54].

Como mencionando no pardgrafo anterior, SPE € realizada em suportes s6lidos
baseados em silica ou polimeros. Assim como na cromatografia, cada suporte apresenta
suas préprias vantagens e desvantagens. Os suportes baseados em silica modificada t€ém
grupos silanois residuais que sio atacados por solventes polares, o que limita o uso em
pHs extremos, e interacdes secunddrias criam dificuldades para elui¢ao de analitos,
especialmente compostos basicos. Particulas de silica podem ser usadas para SPE, mas
monolitos de silica também sdo usados, assim como em HPLC. Sorventes baseados em
polimeros ndo tém limitacdes no pH, o que aumenta a flexibilidade de sua formulagao e
desenvolvimento do método de extracao, entretanto podem ter um notado efeito de

varia¢do de volume ao serem expostos a solventes organicos.
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Os sorventes modernos para SPE, com mecanismos de reconhecimento
molecular, como MIPs, imunosorventes e resinas quelantes, capazes de alta seletividade
de extrac@o sdo em sua maioria baseadas em polimeros devido a facilidade de reacdo e
ajuste da porosidade e da natureza quimica da superficie. Ao utilizar polimeros como
suporte para esses sorventes € mais facil fazer a ligagao do grupo funcional as
superficies poliméricas do que modificar a silica com esses grupos. Polimeros para SPE
podem ser obtidos em forma de esferas (particulas de polimeros) que sdo posteriormente
modificados (ou entdo ja contém a funcdo apds a polimeriza¢do) e empacotados em
colunas ou cartuchos. Também podem ser sintetizados em forma de colunas monoliticas
porosas, que sdo preparados in situ diretamente no molde do dispositivo adaptado para
SPE, como colunas, cartuchos ou ponteiras de pipeta. Os monolitos poliméricos
apresentam permeabilidade marcadamente maior do que os suportes compostos de

particulas, resultado da presenca de poros de fluxo, como detalhado no Capitulo 1.

2.1.4. SPE realizada com monolitos

Inicialmente o uso de monolitos como suportes de SPE ganhou popularidade
devido a grande variedade de agentes quimicos que podem ser utilizados no seu
preparo. Eles t€ém algumas vantagens frente a materiais particulados mais

convencionais, mas também algumas desvantagens, sumarizados na Tabela 1.

Tabela 1: Vantagens e desvantagens de monolitos como suportes para SPE (adaptado da referéncia 53)

Monolitos poliméricos Outros suportes particulados

Vantagens Auséncia de volume interparticula Alta 4rea superficial
Fécil preparacio e controle do tamanho de poro Pequeno tamanho de particula
Flexivel, modificado com qualquer funcionalidade Dimensoes diversas da coluna

Moldado em qualquer formato
Robusto mecanicamente
Répida transferéncia de massa sob condi¢des dindmicas
Baixa pressao

Desvantagens Baixa 4rea superficial Caminhos preferenciais
Dimensoes estreitas da coluna Necessidades de filtros retentores
Fornecimento comercial limitado Alta pressio
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Area superficial é um dos fatores mais importantes para extrair o analito da
amostra por SPE. A drea superficial de monolitos poliméricos € tipicamente baixa
devido a presenca de macroporos e baixa quantidade de mesoporos, o que acaba por
limitar a capacidade de extragao quando os mesmos sdo empregados em SPE. Enquanto
4reas superficiais de até 1000 m? g'! sdo encontradas em particulas de polimeros,
monolitos poliméricos apresentam drea superficial baixa (<100 m? g'!) [55]. Ao se
comparar com monolitos baseados em silica (300 m? g!), os monolitos poliméricos
também tém 4area baixa [53]. Apesar de ter menor drea superficial do que monolitos
feitos de silica, monolitos poliméricos podem ter a superficie quimica mais adequada
para interagao favoravel com o analito devido a grande quantidade de monomeros que
podem ser usados na polimeriza¢do. Além disso, monolitos poliméricos sdo compativeis
com biomoléculas [53].

Ao usar um suporte sélido com alta permeabilidade, assim como sdo colunas
monoliticas poliméricas, a vazao maxima trabalhdvel € relativamente alta, o que permite
o processamento de grandes volumes de amostra por unidade de tempo. Outra vantagem
¢ a possibilidade de adotar estratégias no sentido de tentar otimizar a estrutura do
monolito para modular a 4rea superficial e consequentemente a capacidade de extracdo.
Enquanto uma alta drea superficial em monolitos € sempre desejada, a tolerancia a
vazodes altas e a habilidade de analisar amostras de matrizes “sujas” também € desejada
[56]. Se o sistema de propulsdo nao tiver poténcia suficiente, esse pode ser o fator
determinante na formulagao do monolito, pois 0 monolito deve priorizar a
permeabilidade sobre a capacidade de extragao, ja que ndo vai ser de nenhum beneficio
um monolito com alta drea superficial que ndo permite a passagem de solucdo de

amostra. Esse pode ser o caso de sistemas de andlise em fluxo, que utilizam bombas de
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pistao de vidro e bombas peristdlticas que trabalham com pressdes muito menores do
que bombas de sistemas de HPLC.

Os sorventes com mecanismos de reconhecimento molecular foram
desenvolvidos para melhorar a seletividade de procedimentos de SPE, devido a falta de
seletividade de sorventes convencionais polares ou hidrofébicos que podem co-adsorver
e co-eluir compostos interferentes de matrizes complexas junto com o analito.

As interagdes altamente especificas entre anticorpo e analito alvo antigeno foram
usadas para desenvolver imunossorventes tuteis para SPE em amostras ambientais e
bioldgicas. Imunossorventes exibem alta seletividade e afinidade e podem ser aplicados
para muitos antigenos. Um suporte bastante utilizado para imunosorventes sao colunas
monoliticas baseadas em poli(GMA-co-EDMA), em que € explorada a reatividade do
grupo ep6xi do monolito proveniente do grupo glicidil para imobilizar o anticorpo que
vai ter interac@o especifica com o analito alvo. Discos monoliticos comerciais de
poli(GMA-co-EDMA) chamados de Convective Interaction Media (CIM®) também
foram usados para esse fim. [18]

MIPs, também conhecidos como anticorpos artificiais, sdo polimeros altamente
reticulados, formados na presenca da molécula alvo ou um molde de estrutura anédloga.
Ap6s a polimerizacdo o molde € removido, o que produz uma cavidade com sitios de
reconhecimento molecular que pode se ligar seletivamente a molécula original. Por isso
sdo altamente seletivos para capturar o analito alvo, assim como faz um anticorpo.
Inicialmente esses sorventes eram preparados em vials de vidro que eram quebrados e o
polimero desintegrado, peneirado e depois empacotado numa coluna. Esse processo é
demorado e consome grandes quantidades da molécula molde, além do mais resulta em
particulas com distribuicao muito heterogénea de tamanho e de forma. Por isso tais

MIPs tém alta seletividade, mas baixa performance cromatogréfica. Para melhorar a
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performance cromatografica, MIPs foram produzidos como particulas esféricas numa
polimerizacao por suspensao ou como monolitos macroporosos. MIPs em formato de
monolitos tém a vantagem de facil preparacdo nas dimensdes do tubo cromatografico,
alta homogeneidade da fase estaciondria, levando a baixa dispersao devidos a caminhos
multiplos e elevada permeabilidade, além de significativa economia da molécula molde,
ja que todo o polimero € usado [18]. Como nesse caso o monolito contém as cavidades,
o proprio monolito é o sorvente, diferente das aplicacdes em que ele € usado como
suporte do sorvente.

A modificagao quimica da superficie de colunas poliméricas poli(GMA-co-
EDMA) e discos CIM® com grupos quelantes € explorada para extracdo seletiva de
metais através da formacao de complexos de superficie. Para essa abordagem uma
grande quantidade de ligantes bem caracterizados sao disponiveis comercialmente para
a modificac@o do polimero, como 4cido iminodiacético (IDA), acido
piridinocarboxilico, dcido 2,6 — piridino dicarboxilico, etileno diamina (EDA), 8-
hidroxiquinolina (8-HQ), e cisteina (Figura 13). Comumente os quelantes para
complexacdo de metais de transicdo possuem grupos funcionais de acido carboxilico,
uma vez que esses grupos apresentam cinética de complexacao favoravel e seletividade
para metais de transi¢do em preferéncia a metais alcalinos ou alcalinos terrosos e

elevada reversibilidade mediante alteracdes de pH [58].
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Figura 13: Exemplos de ligantes quelantes imobilizados em monolitos
poliméricos. a) dcido iminodiacético (IDA); b)acido piridinocarboxilico; c) 4cido 2,6 —
piridino dicarboxilico; d) etileno diamina (EDA); e) 8-hidroxiquinolina (8-HQ); f)
cisteina [57, 58]
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Ao serem incorporados na superficie do monolito altamente reticulado os grupos
quelantes ficam menos propensos a variagdes de volume devido a mudang¢a no pH, um
problema relatado para a resina Chelex-100 [89], uma resina baseada em IDA, obtida
com a substitui¢do do hidrogénio ligado ao nitrogénio por um dtomo de carbono.

A combinacdo de caracteristicas de alta permeabilidade, drea superficial elevada,
estrutura rigida, auséncia de espacos interparticulas e canais preferenciais em monolitos
poliméricos significa que colunas muito curtas ou discos podem ser preparados e
incorporados em sistemas de baixa pressao, tais como os sistemas de andlise por injecao
em fluxo (FIA). Desde o surgimento comercial do discos monoliticos CIM® da BIA
Separations em 1998, muitas metodologias de preparo de amostra e extracao em fase

sOlida em sistema FIA usando tais dispositivos comecgaram a aparecer [58].
2.1.5. Acoplamentos da SPE com métodos de analise em fluxo

Uma metodologia ideal de tratamento de amostra deve envolver o menor ndmero

possivel de etapas e ser ambientalmente correta. Devido ao aumento do nimero de
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amostras, € necessario haver uma alta frequéncia amostral com técnicas analiticas
totalmente automatizadas. A automacgao do preparo de amostra por SPE € de grande
importancia para maximizar a frequéncia de amostragem e minimizar os custos, tempo e
risco de exposi¢cao do analista a agentes quimicos nocivos ja que o processo todo da
SPE on-line acontece em sistema fechado. Além disso, elimina etapas que sdo
potenciais fontes de erros, como evaporacao e reconstitui¢ao. Nesse contexto, o design
apropriado dos dispositivos de extracdo e a facilidade dos procedimentos torna
conveniente e rapida a implementacao do acoplamento on-line da SPE com a etapa de
quantificacdo. Técnicas de andlise em fluxo podem tornar isso possivel. O acoplamento
de médulos de andlise em fluxo ou similares é feito através de instrumentagdo como
tubos, conexdes, valvulas de injecdao e bombas de propulsdo para fazer a comunicagao
entre os componentes do sistema (coluna, detector e solugdes) e fazer a passagem das
solucdes pela coluna durante as etapas de carregamento, lavagem, eluicdo e
recondicionamento. As vantagens que métodos de andlise em fluxo podem agregar a
SPE sdo a reducdo da quantidade de solventes, alta frequéncia de amostragem e minimo
de interferéncia humana, ja que as operagdes de sistemas em fluxo podem ser
controladas por computador através de programacao prévia. Recentemente (2018)
Rocha et al. revisaram aplicacdes e caracteristicas principais da integracdo da andlise
em fluxo com SPE [52].

Métodos de andlise em fluxo surgiram com a proposta inicial de que a andlise
quimica feita em via imida poderia ser realizada em fluxo de amostras e reagentes em
vez de somente batelada. A Andlise por Injecao Sequencial (SIA) é chamada de segunda
geracdo dos métodos em fluxo, e € uma técnica totalmente controlada através de
programacao, apresentando baixo consumo de amostra e reagente, devido ao fluxo ser

descontinuo e programado, além de ser robusta devido a simplicidade mecanica e
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automatizac¢ao das manipulagdes amostrais, que ocorrem em um Unico canal, € por isso
¢ estavel por longos periodos e precisa de pouca manutencdo. A Figura 14 mostra um
exemplo de sistema SIA configurado para auxiliar um procedimento de SPE.

SIA € uma técnica versatil, cujo instrumento conta com uma valvula rotatéria
multiportas onde sdo conectadas diferentes solucdes e também pode ser conectada a
coluna de extracdo, para fazer uma SPE com alta precisao instrumental. As
reconfiguragdes do sistema para diferentes andlises sdo feitas sem dificuldade com
pouca alteracdao dos componentes. Durante a andlise, volumes pré-determinados de
amostra, solu¢do eluente ou solu¢do de recondicionamento conectados na véalvula
rotatdria sdo aspirados para o interior de uma bobina coletora que fica entre a valvula
rotatéria e a bomba de seringa, e, com a reversao da dire¢ao do fluxo, as solugdes sao
transportadas em dire¢do a coluna fazendo assim as etapas de carregamento, elui¢ao ou
recondicionamento da coluna de SPE. Para a movimentagao bidirecional do fluxo,
comumente se utilizam bombas de seringa, que sdo robustas e aspiram e injetam
volumes bem definidos em vazdes precisas com baixa pulsacdo. Essas bombas sao de
média a baixa pressao, que tem pressao maxima em torno de 50 psi, e podem fazer a
percolagdo de solugdo por colunas com elevada permeabilidade, mas nao por colunas de
baixa permeabilidade, como as empacotadas com particulas muito pequenas tipicamente
usadas em HPLC (< 5 um). No inicio do ciclo de adsor¢ao, para que haja volume de
trabalho na seringa, € aspirado um volume de solu¢do transportadora (na posi¢ao “IN”
da Figura 14), que também serve como solucao de lavagem da coluna apds o
carregamento de amostra, quando a bomba retorna a posicao inicial. Entdo as etapas de
carregamento de amostra e lavagem da coluna ocorrem em conjunto (sequencialmente),

o que torna o procedimento de SPE mais simples [52]. Toda operagdo € controlada por
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computador que contenha um programa especifico para SIA, que comanda as bombas e

valvulas de modo sincronizado.

Eluente

Valvula
Rotatéria

Bohkina

Amostra Coletora

m Solugdo

Transportadora
Coluna Monolitica Solugdo de
Condicionamento
Descarte Bomba de
seringa

Detector

Figura 14: Exemplo de um sistema de SIA configurado para SPE [52]

Além do uso com SPE, o SIA € considerado uma ferramenta poderosa para
tratamento de amostra em geral, porque diferentes tipos de tratamentos podem ser feitos
pelo acoplamento de variadas unidades na valvula rotacional (reservatorios, detectores,
bombas, reatores, separadores, células e outros dispositivos) juntamente com as
solugdes requeridas na andlise. A caracteristica do fluxo bidirecional e descontinuo pode
ser explorada para manipular a amostra de diferentes maneiras, com reversoes de fluxo
e paradas de fluxo. A programacdo do fluxo diminui a imprecisio dos procedimentos.
Entre os tratamentos possiveis, um dos mais facilmente feitos pelo SIA € a dilui¢do on-
line de um tnico padrao (evitando o preparo de varios padroes) e amostras (para trazer a
concentracdo da amostra dentro da faixa trabalhdvel no caso da amostra ser muito
concentrada). A diluicdo pode ser feita com a dispersdo da amostra ou padrdo enquanto
ela se movimenta pelo sistema, explorando o conceito de reamostragem de zona, ou em
alguma camara de mistura adicional dedicada a dilui¢do [92, 59, 112].

O acoplamento da STA com métodos de separacdo ¢ motivado pelo fato de que,
como outros métodos baseados em fluxo, o SIA classico ndo tem a habilidade de fazer

separagdes e determinacdes de multi-componentes sem tratamento prévio para remover
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as matrizes interferentes, apesar de ser uma técnica com o arranjo experimental bastante
flexivel e que tem as condi¢des hidrodindmicas controladas com alta eficiéncia [60]. Por
outro lado, HPLC e SPE sao focadas na separa¢do de um grupo de analitos ou da matriz
da amostra, mas usam instrumentagao cara e sofisticada. Na tentativa de baratear os
custos e simplificar a instrumentagao de HPLC e ao mesmo tempo prover capacidade de
separacdo ao SIA, foi criado em 2003 uma nova técnica de separacao totalmente
automatizada chamada Cromatografia por Injecdo Sequencial (SIC) [60]. O SIC utiliza
a instrumentacao tipica de SIA para automatizar a cromatografia, e devido ao fluxo
bidirecional e descontinuo o método tem uma dréstica reducao no consumo de fase
movel e baixa geracao de residuos em comparacdo com métodos em que a fase mével é
constantemente bombeada pela coluna e em consequéncia os custos de operagao sao
baixos. O arranjo experimental do SIC € similar ao apresentado na Figura 14, com a
diferenca que na vélvula rotacional sao conectadas fases méveis adicionais (solugdes
eluentes) que podem ajudar na eluicdo seletiva dos analitos. Esse tipo de acoplamento
sO pode ser feito com colunas monoliticas, pois essas tém maior permeabilidade do que
colunas convencionais de HPLC, resultando em pressdes muito mais baixas,
compativeis com as bombas de seringa do SIA [60]. Mais recentemente (2011),
aperfeicoamentos nos equipamentos de SIC, incorporando bombas de pistao com
capacidade para pressoes de até 1000 psi permitiram o uso de colunas empacotadas com
particulas core-shell [113]. Essas particulas sdo constituidas por um nicleo
impermedvel recoberto por uma fina camada da fase estaciondria. Tal conformacgao
resulta em alta eficiéncia de separagdo devido a rédpida difusao dos analitos que se
estabelece na fase estaciondria, diminuindo a contribui¢do do termo C da equagdo de
van Deemter. Além disso, colunas empacotadas com particulas core-shell geram pressao

muito menor do que as colunas (de mesmo diametro e comprimento) empacotadas com
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particulas totalmente porosas de mesmo diametro [61, 52]. Mesmo assim, colunas
monoliticas s2o mais apropriadas aos sistemas SIC, pois permitem andlises mais rapidas
(maiores vazdes) sem perda de eficiéncia, como demonstrado por Urio e Masini para
separacdo de herbicidas triazinicos usando colunas monoliticas e core-shell [114].

O fluxo bidirecional e descontinuo caracteristico do SIA é usado para aspirar e
injetar volume bem definido de uma suspensao de particulas esféricas com propriedades
adsorventes e formar colunas renovaveis e bastante reprodutiveis em cada ciclo de SPE,
numa abordagem chamada de SPE por injecdo de esferas, ou do termo em inglés, Bead
Injection - Solid Phase Extraction (BI-SPE). As esferas sdo particulas poliméricas de
variadas origens (Sephadex, Agarose, etc., com didmetro variando de 50 a 200 um)
contendo grupos funcionais de diferentes naturezas quimicas [67]. As esferas em
suspensdo sao mantidas em agitacao e sdo acessadas por uma porta da valvula
rotacional, sendo aspiradas e depois injetadas pelo SIA em uma célula especialmente
desenhada para reter as esferas, formando uma microcoluna, deixando passar a solucao
(essa célula foi chamada de “jet-ring cell” pelos autores [62]). Em seguida € injetada a
amostra nessa coluna para efetuar a SPE. Apds a medida as esferas sao descartadas
(aspiradas de volta para bobina coletora e entdo injetadas no descarte). Andlises
sequenciais sao feitas injetando novas esferas na célula, assim formando uma nova
coluna a cada medida. A Figura 15 ilustra o processo de empacotamento feito com o
fluxo do SIA e a representacdo do sistema. A detec¢cdo desse sistema foi feita por

fluorescéncia perpendicularmente a célula [62].
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Figura 15: Representagcao de um sistema de SIA modlflcado para BI-SPE e
detalhe da coluna sendo empacotada e desempacotada com a reversao de fluxo do SIA
[62]

Com a BI-SPE a fase sélida € renovada antes de cada etapa de carregamento,
evitando problemas de contaminagdo, caminhos preferenciais, e retencdo irreversivel de
analitos, que podem ocorrer em colunas fixas [59]. J4 as colunas fixas uma vez
constituidas podem ser usadas muitas vezes antes de comecar a apresentar esses
problemas. A BI-SPE é comparédvel com a SPE feita com monolitos poliméricos porque
ambas t€m colunas de baixa pressdo e que sdo comumente acopladas ao SIA para uma
extracdo de alta precisdo. Cada uma tem suas vantagens e desvantagens. A extra¢ao
com coluna monolitica ndo consome a fase estaciondria (esferas) e o procedimento €
mais simples, mas o efeito de memoria, entupimento e perda de sitios ativos, resultado
do uso repetitivo do sorvente, pode ser maior, enquanto a BI-SPE elimina o efeito de
memoria, mas deixa o procedimento mais complicado e demorado. Apesar das colunas
monoliticas poliméricas ndo serem renovadas em cada ciclo de SPE, estudos sobre a
durabilidade das mesmas ndo apontaram problema nesse sentido. Por exemplo, colunas
de poli(BMA-co-EDMA) ndo apresentaram variacao significante nos tempos de
retencao ou pressao da coluna mesmo apds 2200 separagcdes consecutivas de trés
proteinas, numa mistura teste constituida de Ribonuclease A, Citocromo ¢ e Mioglobina

[63]. Num estudo similar, a durabilidade de uma coluna de poli(estireno-co-vinilbenzil
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cloreto-co-divinilbenzeno) apds grafting térmico de hidréxido de [2-(metacriloiloxi)etil]
dimetil(3-sulfopropril) amonio foi demonstrada e, apés 10000 inje¢des, a coluna nao
perdeu a capacidade de separagao de fenol, tolueno e tiouréia, e os desvios padrdes dos
tempos de retencao foram de 2 e 3,5% e o desvio padrao da pressao da coluna foi de
2,5% [64]. Colunas monoliticas poliméricas propostas no inicio dos anos de 1990 ja
tiveram suas propriedades exploradas a fundo, inclusive a durabilidade e estabilidade, e
elas se mostraram ser bastante estdveis e robustas, com alta repetibilidade coluna-a-
coluna e corrida-a-corrida [64].

Outra abordagem moderna de SIA-SPE ¢ feita com auxilio de um micro
conduite integrado chamado Lab-on-Valve (LOV). O conduite é vendido como peca
suplementar do sistema SIA para modificar o topo da valvula rotatéria de 6 portas. O
conceito do Lab-on-Valve é a diminui¢do da escala do canal de processamento de
amostra para diminuir os volumes de amostra e reagentes (na escala de poucos
microlitros, mas com possibilidade de diminuir a nanolitros) para diminuir a gera¢ao de
residuos, e também ser uma plataforma para realizar qualquer etapa da anélise, como
diluicdo, adicdo de reagente, mistura, incubacao, separacdo e detec¢do, idealmente, em
qualquer sequéncia, por isso sendo chamado de “laboratério na vélvula” [66]. Tais
procedimentos nao seriam possiveis de realizar em um fluxo continuo e unidirecional,
por isso o método € assistido por SIA. O procedimento da SPE-LOV € similar a SPE
por injecdo de particulas do adsorvente (esferas), mas a coluna renovéavel € constituida
dentro do conduite de LOV, em locais do dispositivo em que as particulas podem ser
injetadas, retidas, e descartadas apds o uso. A Figura 16 mostra a foto de uma valvula
rotatéria modificada com o LOV com as linhas contornando o conduite e a
representacdo de como a vélvula pode ser preenchida com particulas para realizar

espectroscopia em fase sélida (SPS, do inglés Solid Phase Spectroscopy), em que a
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medi¢do espectrométrica € feita diretamente nas particulas (Fig 16 a), e a SPE, em que
as particulas s@o aprisionadas e depois percoladas pela solu¢do da amostra e depois pelo
eluente (Fig 16 b), com um principio andlogo a uma SPE cldssica. Nesse caso o eluato é

monitorado espectroscopicamente em fluxo ao passar pelo caminho de detec¢do ptica.

Figura 16: Fotografia de uma valvula rotatéria modificada com o LOV, com as
linhas azuis contornando a vélvula. a) SPS: As particulas sdo aprisionadas na valvula,
entre duas fibras Opticas; (b) SPE: As particulas sdo aprisionadas antes do percurso
optico do detector espectrofotométrico, e as fibras dpticas monitoram a absorbancia do
eluato apds seguir o fluxo pela célula [67]

Assim como na BI-SPE, as colunas sio renovaveis e tém efeito de memoria
eliminado. A versatilidade é grande pela quantidade de ensaios que podem ser feitos, € a
baixa geracdo de residuo pode ser um grande diferencial dessa abordagem em
compara¢do com métodos de colunas fixas, ainda mais se o canal for diminuido ao
volume de nanolitros. Entretanto, o uso de canais muito estreitos dificulta a aplicagdao
em amostras reais, pelo possivel entupimento ou contamina¢do dos mesmos, o que
também dificulta a lavagem do dispositivo apds a andlise. Além do mais a diminuicao
dos volumes de amostra e reagente utilizados em cada ensaio pode ser exagerada, ja que
na realidade o préprio volume do conduite que comunica o recipiente da amostra até a

véalvula rotacional ja tem um volume de alguns microlitros, e a lavagem desse canal
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antes da inje¢do de amostras com diferentes concentragdes consumiria mais amostra do
que a andlise [66]. De acordo com o autor, enquanto alguns ensaios necessitam
diminui¢ao de escala (como na espectrometria de massa como ionizagdo por
electrospray) a diminui¢ao de escala da maioria dos ensaios baseados em reagdes,
abaixo do nivel de uL, parece criar mais dificuldades do que beneficios [66]. Ao se
trabalhar na escala do SIA tradicional a geracdo de residuos pode ser maior, mas o
sistema € menos propenso a entupimentos com andlise de amostras reais. Os custos
também ficam mais baixos, ja que o Lab-on-valve é fornecido exclusivamente pela

empresa FIAlab a um preco elevado.

2.1.6. Deteccao de metais por métodos eletroquimicos

Meétodos eletroquimicos de andlise podem ser aplicados para determinagdo
quantitativa e qualitativa de fons metdlicos eletroativos em solu¢do. Os métodos sao
divididos em potenciométricos, coulométricos, condutométricos e voltamétricos. Dentre
as técnicas eletroquimicas disponiveis para quantificacdo de metais estdo Voltametria de
Redissolucao Anddica (Anodic Stripping Voltametry, ASV) e Cronopotenciometria de
Redissolucao (Stripping Chronopotenciometry, SCP), que sao duas técnicas de
redissolucdo. Essas técnicas ocorrem em duas etapas, sendo a primeira uma etapa de
deposi¢do que envolve a aplicacdo de um potencial constante suficientemente negativo
por um tempo fixo para a deposi¢ao eletrolitica dos metais sobre a superficie do
eletrodo de trabalho (usualmente de mercurio), com o objetivo de concentra-los. A
proxima etapa € a de medi¢do, em que € feita a reoxidagdao do metal acumulado na
superficie do eletrodo. Na ASV, a reoxidagao € feita com a varredura do potencial na
direcdo positiva com diferentes formas de variacao de potencial (pulsos diferenciais,

onda quadrada), enquanto na SCP a reoxidagdo € feita por um oxidante quimico ou pela
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aplicacdo de uma corrente oxidante constante ao eletrodo de trabalho. O sinal analitico
na ASV € a corrente de pico que surge no potencial em que o metal € reoxidado de volta
a solucdo. Em cronopotenciometria, o sinal analitico é o tempo de transi¢ao requerido
para a reoxidagao, ou o tempo de transicao necessario para a mudanca entre dois
patamares de potencial (que ocorre no potencial de oxidacido do metal) [68, 69]. Ao
aplicar a derivada temporal inversa na curva potencial vs. tempo do processo obtém-se o
grafico dt/dE vs. E (Figura 17 b), cuja integral fornece tempo de transi¢ao. Na Figura 17

estd a comparagao do modo de alteragao do potencial e obten¢ao do sinal das suas

técnicas.
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Figura 17: Compara¢do do modo de alteracdo de potencial em (a) Stripping
Cronopotenciométrico — SCP, em que € aplicada uma corrente de oxidacdo até que o
potencial altere entre dois patamares (b) grafico dt/dE vs. E onde € medida a area do
pico para obter o tempo de transi¢c@o (c) Voltametria por Redissolu¢do Anddica com

pulso diferencial - DPASV, em que € variado no sentido positivo por pulso diferencial
(d) pico de corrente obtido na redissolucao da ASV. Adaptado de [68]

Sob condi¢des constantes de agitacdo na etapa de deposicao, posicionamento de

eletrodo e uso de eletrélito suporte para garantir o transporte das espécies por difusdo e
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conveccdo o sinal obtido na etapa de redissolu¢do geralmente é proporcional a
concentracdo do metal acumulado a partir da solugdo (livre + 1abil). O potencial em que
0s picos aparecem sdo caracteristicos de cada metal e € relacionado ao potencial redox
padrao do metal, podendo ser usado para identificacdo qualitativa.

Apesar da ASV ser a mais difundida, a SCP tem algumas vantagens sobre ela. A
reoxidacao do metal depositado na superficie do eletrodo pode ser incompleta na ASV,
o que pode ocasionar um grande efeito de memoria entre uma medida e outra.
Adicionalmente, interferéncias adsortivas podem afetar a altura e o formato do pico
voltamétrico em consequéncia da corrente capacitiva que surge do fendmeno de
adsorcao [69]. Por outro lado, na SCP o sinal reflete o tempo necessdrio para a corrente
constante alterar o potencial do ponto em que o metal comeca a se oxidar, que é o
momento em que o potencial comeca a variar, até o ponto em que o todo o metal se
oxidou (deplecdo completa), que € o momento em que o valor de potencial chega no
estado estaciondrio. Por isso o metal pré-depositado no eletrodo € reoxidado até a
exaustdo, o que evita que uma andlise comece com metal pré-depositado no eletrodo e
evita o efeito de memoria no eletrodo que pode ocorrer com a ASV. Isso também faz
com que a SCP tenha um sinal independente do alargamento de pico que ocorre em
funcdo da heterogeneidade de complexos envolvendo ligantes polieletroliticos/ou
adsor¢do de matéria organica na superficie do eletrodo, ja que o sinal medido € o tempo
de reoxidag¢ao completo. Como consequéncia SCP tem sido bastante aplicada na
determinagdo de metais em amostras ambientais, fluidos bioldgicos e tipos diversos de
suspensao coloidal [68, 70].

A SCP, por ser um método de redissolu¢@o, quando acoplada com o eletrodo
correto e sistema de fluxo correto, pode apresentar um dos menores limites de detec¢do

disponiveis para metais, frequentemente tdo baixo quanto poucos nmol L'! [49]. A
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sensibilidade de métodos de redissolucao ¢ atribuida a etapa de deposicao, que pode
demorar de poucos segundos até 30 minutos de acordo com o nivel de concentragdo que
se deseja determinar. Os metais mensurdveis em concentracdes trago por SCP sdo
basicamente os que formam amalgama com o mercurio, entre eles cidmio, chumbo,
cobre, zinco, bismuto, gilio, niquel, estanho, muitos dos quais sao téxicos e t€ém
interesse ambiental.

Métodos de cronopotenciometria de redissolucao usualmente sdo automatizados
com métodos de andlise em fluxo, permitindo a troca de meio automatizada e
monitoramento continuo de cations metdlicos em dguas naturais. O SIA € bastante
sinérgico com métodos eletroquimicos que t€m uma etapa de pré-concentracdo antes da
etapa de medicao, ja que a pré-concentragdo pode durar o tempo que for necessario para
o nivel de concentragdo que se deseja alcangar, enquanto o SIA executa
simultaneamente a reversdo de fluxo da zona de amostra sobre o eletrodo de trabalho
[92]. Além disso a alta reprodutibilidade de tempo e condi¢des de mistura levam a alta
reprodutibilidade do transporte de massa do interior da solucao para a superficie do
eletrodo, o que aumenta a precisdo das medidas em comparacao com métodos em
batelada.

A SCP sofre menos interferéncia de matéria organica depositada sobre o
eletrodo no momento de aquisi¢ao de sinal [71]. Por isso a maioria das aplicagdes de
SCP foram desenvolvidas para a anélise de compostos inorganicos em amostras ricas
em matéria organica, enquanto aplicagdes para determinar compostos organicos sao
raras [68]. Entretanto a matéria organica pode interferir de outras maneiras como na
maioria dos métodos eletroquimicos. A matéria organica ao se depositar sobre o
eletrodo de trabalho pode obstruir o mesmo, tornando-o inacessivel para o metal em

solucdo na etapa de deposi¢ao. Também pode aprisionar metais em solu¢do quando os
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ligantes organicos naturais formam ligagdes muito estdveis com os mesmos, formando
complexos inertes, que deixam os metais inacessiveis ao eletrodo de trabalho,
dificultando a determinagdo da concentracdo total. A presenca de grande quantidade de
matéria organica também pode alterar propriedades da solugdo, como viscosidade, o que
altera os coeficientes de difusdo dos metais e consequentemente o sinal.

A sobreposi¢ao dos picos causa problemas na determinacdo simultanea de
metais com similaridades nos potenciais de oxidacao, por ser mais dificil fazer a leitura
do pico. A formag¢ao de intermetalicos também pode interferir, o que ocorre quando dois
metais que tém tendéncia a se ligarem entre si se depositam simultaneamente sobre o
eletrodo de trabalho, dificultando a analise individual de cada metal. Para contornar a
formacao de intermetdlico pode ser usado um modificador quimico (ou interferente
quimico), que seria um terceiro elemento que se ligue preferencialmente a um dos

metais ou diminuir o potencial para que um dos fons nao se deposite [71].

2.1.7. Sensores Impressos

A SCP pode ser usada com sensores impressos, que sao basicamente a
miniaturiza¢do de uma célula eletroquimica feita com a deposi¢ao de filmes dos
materiais eletroativos sobre uma superficie inerte, geralmente de PVC, sendo coberto
por uma segunda camada de um isolante para definir a drea de contato elétrico numa
extremidade e outra para ser a superficie do eletrodo [72]. Esses eletrodos sdo
preparados previamente em laboratdrio, facilitando o uso deles em campo. Sensores
impressos de filme de mercurio, ouro e grafite sdo atualmente disponiveis
comercialmente.

Os sensores impressos propostos por Palchetti et al. [73] sdo feitos

primeiramente com a aplica¢ao de uma tinta de prata para formar as partes condutivas
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(que depois sdo cobertas com tintas isolantes) e também um eletrodo pseudo-referéncia
de prata. Depois sdo pintados o eletrodo de trabalho e o contra-eletrodo pela aplicag¢do
de uma camada de tinta de grafite. Para obter o sensor final o eletrodo de trabalho de
grafite € modificado com solucao de mercurio (II). O eletrodo de trabalho € entao
recoberto com uma camada de Methocel® (metil-celulose), um material polimérico que
ajuda enclausurar o filme de mercurio e aumentar a robustez pela estabilidade mecanica.
O eletrodo de pseudo-referéncia de prata serve como referéncia para o potencial
aplicado pelo potenciostato ao formar uma meia célula com o CI" em solu¢ado, formando
um eletrodo de referéncia de Ag’/AgCl. Para esse eletrodo ter potencial constante o
AgCl depositado precisa estar em equilibrio com o CI"em solug¢ao, por isso € necessario

que o eletrodo esteja em contato de concentragdo constante de CI°.
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2.2. OBJETIVOS
O objetivo do trabalho foi desenvolver um método de extracdo em fase sélida

(SPE) de Cd, Cu e Pb online com detec¢@o por cronopotenciometria de redissolucao,
com o auxilio de um sistema de andlise por injecdo sequencial (SIA) para automatizar as
etapas de carregamento de amostra, eluicdo de analito, lavagem e recondicionamento do
sorvente, utilizando como suporte sélido colunas monoliticas porosas complexantes,
compostas do polimero poli(GMA-co-EDMA) modificadas com o grupo quelante dcido
iminodiacético (IDA). Para isso foi necessario chegar a um monolito com alta
permeabilidade para ser acoplado em um sistema de baixa pressao, o que foi feito com o
ajuste preciso da mistura reacional e das condi¢des de polimerizagdo. Com o monolito
complexante obtido e caracterizado, foi desenvolvido o método de SPE avaliando a
influéncia dos parametros importantes para realizar o procedimento e o método foi

avaliado por aplicacdo em amostras reais.
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2.3. PARTE EXPERIMENTAL
2.3.1 Reagentes e solucoes
Glicidil metacrilato (GMA) e etileno dimetacrilato (EDMA) foram comprados

da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), e purificados em uma coluna de 6xido de
aluminio ativado para remover inibidores de polimerizagdo. Azobisisobutironitrila
(AIBN), 3- (trimetoxisilil) propil metacrilato (MPTS), 1-propanol, 1,4- butanediol,
acido iminodiacético (IDA), acido 2-(N-morfolino) etanossulfénico (MES) foram
adquiridos da Sigma-Aldrich e usados como recebidos. Solugdes padrio de Cd*?, Cu*?e
Pb*? foram preparadas em diferentes concentracdes pela dilui¢io de volumes adequados
dos respectivos padrdes para absor¢io atdmica de concentracdo 1000 mg L', obtidos da
Merck (Rio de Janeiro, Brasil). Solucdes de trabalho foram preparadas na presenca de
tampao MES 0,010 mol L' com pH ajustado a 6 e NaC1 0,010 mol L™!. A solug¢io
eluente foi constituida de Acido Nitrico 0,50 mol L' em NaCl 0,10 mol L™, preparada
pela diluicdo de HNOj3 concentrado de grau analitico (65% vol) e do sal NaCl, ambos
adquiridos da Merck. A solu¢do de recondicionamento foi composta de tampao
NH4+OH/NH4C1 com pH ajustado a 10, adquirido da Merck. Todas as solu¢gdes foram
preparadas em dgua desionizada com resistividade > 18,2 M cm obtida de um

desionizador Simplicity 185 da Millipore (Billerica, MA, USA).

2.3.2. Equipamentos

Experimentos de Anélise por Injecdo Sequencial foram feitos num instrumento
FIAlab 3200 (FIAlab Instruments, Seattle, WA, USA) representado na Figura 18. O
sistema era equipado com duas bombas de seringa (BS; e BS») e suas respectivas
valvulas solenoides de 3 vias (VSi1. VS2). A Bomba de Seringa 1 (capacidade de 2,5
mL) foi conectada a uma valvula rotatéria de 8 portas (VR) por uma bobina coletora de

780 uL (BC). A Bomba de Seringa 2 (capacidade de 1,0 mL) foi conectada diretamente
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a uma valvula de injecdo de 6 portas e duas posi¢des (IV) onde a coluna monolitica foi
instalada (CM). A pressao maxima de trabalho da valvula de injecdo e selecdo é de 250
psi (17,23 bar), mas os componentes limitantes de pressao foram as bombas de seringa,
que usualmente podem suportar pressdes de 50 psi (3,44 bar). Conexdes entre solucdes
e célula de fluxo e VR foram feitas por tubos de Teflon de diametro interno de 0,5 mm e
anilhas também feitas de Teflon (Upchurch, Oak Harbor, WA). As colunas monoliticas
foram sintetizadas em tubos ac¢o inox com a parede interna revestida por silica fundida
com 2,1 mm de didmetro interno e 3,18 mm de didmetro externo, comprados da Sigma-
Aldrich. A conexao do tubo da coluna e sistemas de fluxo foram feitas com adaptador
P-702 e conexdo XP-335 ambas feitas de PEEK, e anilha P-300, de ETFE, fabricadas
pela IDEX Health Science (Oak Harbor, WA, USA). Uma bomba de infusao (KD
Scientific, New Hope, PA, USA) foi usada para bombear solucdo de IDA pelo monolito
de poli (GMA-co-EDMA).

Medidas eletroquimicas foram feitas com um potenciostato PalmSens (Palm
Instrument BV, Houten, Holanda) usando o software PSTrace 2.4 para controle do
instrumento e aquisicao de dados. A célula de fluxo eletroquimica continha sensores
impressos de nome comercial HM-sensor, fabricados pela Universidade de Florencga,
constituidos de um pseudo eletrodo de referéncia de Ag®, um eletrodo auxiliar de grafite
e um eletrodo de trabalho de filme de merctrio depositado sobre grafite de area 7,06
mm?, recoberto com um filme polimérico de éter de celulose (Methocel® 90HG) [73].

Medidas espectrofotométricas foram realizadas com um espectrofotometro USB
4000 (Ocean Optics, Denedin, FL, USA) adaptado a uma cela de fluxo SMA-Z-10 pvol,
com 6 uL de volume interno e caminho 6tico de 1 cm, feita de PEEK, fabricada pela
FIAlab Instruments e uma lampada halégena de tungsténio LS-1-LL da Ocean Optics.

Duas fibras 6ticas (50,8 cm) foram usadas para transmitir a radiagao da fonte até a cela
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de fluxo e até o espectrofotdmetro. Microscopia de varredura eletronica foi feita com

um instrumento Fesem Jeol JSM-7401F (Jeol Ltda, Tokyo, Japao).

[

POT

Figura 18: Analisador por injecdo sequencial para SPE online (SIA-SPE). T1 = MES
0,050 mol L' (pH 6) em NaCl 0,010 mol L'!; T> = NH4OH/ NH4Cl (pH 10); E = HNOs3
0,50 mol L' em NaCl 0,10 mol L'!; A = amostra ou padrdo; BS| = Bomba de seringa 1
(2,5 mL); BS; = Bomba de seringa 2 (1 mL); VSie VS, = vdlvulas solenoides de 3 vias,

com posi¢do “in” e “out”; VR = vélvula rotatéria de 8 portas, na posi¢ao de amostragem;

BC = bobina coletora de 780 uL; VI = valvula de injecdo de 6 portas e duas posicoes,

posicdo de carregamento (injecdo € feita com rotacdo da vélvula, o que conecta
internamente as portas 1 e 2,3 e 4 e 5 e 6); CM = coluna monolitica; CFE = cela de fluxo
eletroquimica; POT = potenciostato; D = descarte. Linhas s6lidas representam conexoes

externas de VS, VR e VI, e linhas pontilhadas representam as conexdes internas

2.3.3. Procedimentos
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2.3.3.1. Ativacao da parede interna da coluna

Para ancoragem do monolito no tubo é necessario que o ultimo seja ativado para que
forme ligacdes covalentes com o monolito. Isso € feito com o recobrimento da parede
do tubo com um grupo vinilico, que vai estar em parte ligado com o polimero e em
parte ligado com o tubo. O procedimento foi similar ao descrito por Umemura et al.
[74], mas com algumas modificacdes: para converter a maioria dos grupos siloxanos do
tubo em silanois, a parede interna do tubo foi lavada com NaOH 0,2 mol L', lavada
com 4gua deionizada, depois lavada com HCI1 0,2 mol L'! e depois com 4gua deionizada
de novo. Depois foi lavada com etanol absoluto e o tubo ativado foi preenchido com
solucdo 20 % (v/v) de 3- (trimetoxisilil) propil metacrilato em etanol (com o pH
ajustado para 5) usando uma seringa, durante 1 hora. Entao o tubo cheio com essa
solucdo foi selado dos dois lados e deixado por 24 horas num forno a 60°C. Na préxima
etapa ele foi lavado com acetona 3 vezes e seco com fluxo de N». Apds isso o tubo
estava pronto para receber a mistura reacional e fazer a ligacdo covalente dos grupos

metacrilato do monolito com os do tubo.

2.3.3.2. Sintese de poli (GMA-co-EDMA)-IDA

O monolito poroso foi preparado com uma mistura de 300 mg de GMA, 100 mg de
EDMA, 350 mg de 1-propanol, 200 mg de 1,4-butanodiol, 50 mg de H>O e 4 mg de
AIBN (1% em massa em relacdo aos mondmeros) pesados num vial ambar [75]. O vial
foi fechado e a solugdo foi colocada em vortex por 1 minuto, sonicada por 10 minutos e
borbulhada com N> por 10 minutos. Entao, o septo foi perfurado com uma das
extremidades da coluna, que foi imersa na mistura reacional. Na extremidade oposta da
coluna foi encaixada uma seringa de polipropileno de 1 mL usando um pedaco de tubo

Pharmed®. A mistura reacional foi cuidadosamente aspirada de modo a preencher
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completamente o tubo da coluna (Figura 19, 2). O vial foi fechado, mantendo uma
extremidade do tubo imersa na mistura reacional remanescente, e o sistema foi levado
ao forno de um cromatégrafo a gas para polimerizacao por formagao de radical livre

iniciada termicamente com aquecimento a 60°C, por 24 horas (Figura 19, b).

-

a b c

4 N Preenchimento do tubo Polimerizacso
com mistura reacional 24 h,60C

Dentro do forno
do cromatégrafo

1

Figura 19: Abordagem para fazer a polimerizacdo iniciada termicamente: a) Montagem
do sistema contendo (1) vial, (2) coluna conectada a seringa (3) pelo tubo Pharmed®
(4); b) Coluna preenchida pela aspiracdo da mistura reacional a seringa; c) transferéncia
do sistema ao forno de um cromatdgrafo a gas (adaptado da referéncia 76)

Depois disso a coluna foi lavada com acetonitrila por 1 hora na vazao de 500 uLL
min! para remover solventes porogénicos e mondmeros nio reagidos, usando uma bomba
de HPLC. Finalmente a coluna foi lavada com dgua desionizada por mais 1 hora para
remover o excesso de acetronitrila. A solucdo de funcionalizacio foi preparada com 5 g
de 4cido iminodiacético, 1 g de NaCl e 10,6 g de Na,COs3 dissolvido em 30 mL de dgua
desionizada, com pH ajustado para 10,5 com NaOH. Entdo a mistura foi diluida em 50
mL de dgua desionizada. Usando uma bomba de infusdo, 9,50 mL da solucdo de IDA foi

bombeada a 6,6 uL. min™!' por 24 horas pela coluna de poli (GMA-co-EDMA) imersa num
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banho termostéitico na temperatura de 80°C [76]. Finalmente, a coluna foi lavada com

dgua desionizada para remover o excesso de IDA.

2.3.3.3. Procedimento de extracao em fase sélida assistida por analise por injecao
sequencial (SIA-SPE) para deteccao eletroquimica

O procedimento € baseado no arranjo experimental do sistema SIA-SPE
apresentado na Figura 18. Enquanto o SIA faz o carregamento de amostra na coluna e
lavagem da mesma, o potenciostato aplica o potencial de condicionamento de -0,2 V vs
pseudo referéncia de Ag/AgCl. Primeiro, 1000 uL de T1 € aspirado a BS1 (VS1 na
posicao in). Simultaneamente, BS aspira 300 uL de solucdo eluente (E). Quando BS;
termina a aspira¢do, VR comuta a porta 5 e BS1 (VS na posi¢ao out) aspira 750 uL de
amostra para a BC 4 100 uL s™'. Depois disso, VR comuta & porta 2 e a amostra é
injetada na coluna a 10 pL s! pelas portas 6-1 da IV (posi¢do mostrada na Figura 18).
Essa etapa € repetida uma vez, totalizando 1500 uLL de amostra carregados na coluna.
Depois do fim do segundo ciclo de carregamento, a quantidade de T1 remanescente na
BS; € enviada para a coluna monolitica (CM), assim removendo componentes da
amostra ndo retidos, limpando a coluna de substancias da matriz. Entdo o potenciostato
aplica o potencial de deposicao de -1,0 V (45 segundos) e a VI comuta para a posicao de
inje¢do, colocando BS2 em linha com a CM pelas portas 3-4. A solugdo eluente é
bombeada pelo sistema passando pela CM (10 uL s™!) até a cela de fluxo eletroquimica
(CFE), eluindo os analitos adsorvidos e carregando-os para serem depositados
eletroquimicamente no eletrodo de trabalho. No fim dessa etapa, os metais depositados
sdo reoxidados por uma corrente de 2 uA até que o potencial do eletrodo de trabalho
mude de -1,0 para -0,2 V, momento em que sdo registrados os sinais

cronopotenciométricos. Enquanto a reoxidacdo ocorre, BS1 aspira sequencialmente 500
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pL de T1 (VSina posi¢do in) e 500 uL. de T2 (VS na posi¢do out) para a BC através
porta 4 da VR (100 pL s™). Depois da reoxidagio terminar, VI volta para a posi¢io de
carregamento, e BS1 é esvaziada a 10 uL s pela porta 2 da VR, enviando T2 para
recondicionar a CM. Finalmente, as espécies oxidadas sao lavadas da CFE. Isso € feito
mantendo-se o potencial aplicado no eletrodo de trabalho a -0,1 V enquanto BS; injeta

300 uL de E, a 100 uL s™!, pelas portas 3-2 da VI (Figura 18).

2.3.4. Amostras

Amostras de dgua de torneira foram coletadas na Universidade de Sao Paulo,
abastecida pela represa Guarapiranga, e na cidade de Guarulhos (Sao Paulo, Brasil),
abastecida pelo sistema Cantareira. A amostra de dgua coletada no campus da USP foi
analisada antes e depois de ser purificada por um sistema de filtracdo doméstico. Outra
amostra foi coletada diretamente de uma represa localizada numa reserva florestal na
cidade de Sumaré (Sdo Paulo, Brasil). Essa amostra foi filtrada em um filtro de celulose
de 0,45 um de diametro de poro antes de ser analisada, enquanto as outras amostras

foram analisadas diretamente.
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2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO
2.4.1. Composicao do monolito poli (GMA-co-EDMA)

Uma vantagem em utilizar colunas monoliticas poliméricas € a possibilidade de
ajustar as propriedades morfolégicas da coluna alterando-se a composicdo do monolito.
Para ser usado em sistemas de andlise por inje¢ao sequencial, a estrutura porosa do
monolito deve permitir o uso de vazdes compativeis com as pressoes trabalhdveis por
bombas de seringa de vidro tipicamente usadas em buretas automaticas (50-80 psi, ou
3,44 — 5,51 bar), que sdo menores do que as pressdes suportadas por bombas de
sistemas cromatograficos. O monolito deve ter alta permeabilidade e alta capacidade de
extracdo. Entretanto, essas duas caracteristicas sao conflitantes porque uma alta
capacidade de extracao implica em altas dreas superficiais, com pequenos microporos e
mesoporos, enquanto para ter alta permeabilidade € necessario haver grandes poros de
fluxo [77]. No presente estudo, a permeabilidade foi investigada variando a
porcentagem de formador de liga¢ao cruzada (EDMA), mondmero funcional (GMA) e
porcentagem e tipo dos solventes porogé€nicos na mistura reacional (Tabela 2). Na

Tabela 2 a permeabilidade de cada coluna foi calculada de acordo com a Lei de Darcy:

Ko = 5k @)

onde Ko é a permeabilidade em m?, L é o comprimento da coluna em m, 1 é a
viscosidade da fase mével em cp (1 x 10> N m?2 s!), us é a velocidade linear do fluxo
(m s e Ap é a pressdo gerada, registrada pela bomba de um sistema de HPLC durante a
lavagem do monolito com acetonitrila apds o fim da etapa de polimerizagcdo, medida sob

o fluxo de 500 uL min™! de acetonitrila.
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Tabela 2
Composi¢do e permeabilidade dos monolitos testados

Monolito  Composi¢do em % m/m Permeabilidade Ref

GMA EDMA CH DOD HO TOL PRO BD (104 m?)

1 22,5 7.5 28 - - 42 - - - 80
2 18,75 6,25 6,8 682 - - - - 5,78 79
3 18 12 23,3 46,7 - - - - 21,0 81
4 12 8 26,7 533 - - - - - 81
5 30 10 - - 5 - 35 20 43,3 78

CH = ciclo hexanol, DOD = dodecanol, TOL = tolueno, PRO = n-propanol, BD = 1,4 butanodiol

Os monolitos 1 e 4 se mostraram impermeaveis e tiveram o uso no SIA
descartado. A permeabilidade do monolito 2 foi compativel com bombas de HPLC (500
uL min 1), mas ndo com bombas de seringas de sistemas de SIA. O monolito 3 exibiu
uma pressao que poderia ser trabalhdvel com uma vazio muito baixa, tornando o tempo
de andlise muito longo e em consequéncia reduzindo frequéncia de amostragem. Na
tentativa de aumentar a permeabilidade do monolito 3, procurou-se aumentar o tamanho
dos poros de fluxo aumentando-se a quantidade de solventes porogénicos na mistura
reacional de 70% m/m para 80% m/m, mantendo a mesma razdo de GMA para EDMA
apo6s a quantidade de mondmeros ser diminuida de 30 para 20% (monolito 4).
Entretanto, a grande propor¢ao de solventes porogénicos na mistura produziu um
monolito com baixa estabilidade mecanica, que colapsou sob o fluxo de acetonitrila,
bloqueando os poros de fluxo e tornando o monolito 4 impermeavel.

A distribuicao do tamanho de poros € influenciada pela solubilidade do polimero
nos solventes porogé€nicos. Se os solventes porogé€nicos sao solventes ruins para o
polimero, a separacdo de fase entre polimero formado e mondmeros dissolvidos ocorre
nos estagios iniciais da polimerizagao. O nicleo se torna um melhor solvente para os

monomeros do que os solventes. Consequentemente, os mondmeros dissolvem
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preferencialmente nesses nicleos e nao nos solventes. Conforme a polimerizagao e
etapas de formacao de ligacdo cruzada procedem nesses nicleos com alta concentragao
de mondmeros, grandes aglomerados de glébulos e poros de fluxo sd@o formados,
aumentando a permeabilidade [82]. A mistura porogénica usada para sintetizar o
monolito 5 difere dos outros principalmente porque ela € constituida de um sistema
terndrio que contém dgua. Como dgua é um solvente muito ruim para o polimero e para
0s mondmeros, a separacao de fase ocorre precocemente, produzindo grandes poros de
fluxo, o que explica a baixa pressao gerada pelo monolito 5 na etapa de lavagem

(Tabela 2) [83]. Entdo, o monolito 5 foi o escolhido para o desenvolvimento do método.

2.4.2. Caracterizacao por Microscopia por varredura eletronica (MEYV)

Figuras 20.a e 20.b revelam que o monolito foi firmemente ancorado a superficie
de silica fundida, sem espagos entre o polimero e a parede do tubo. Os glébulos de poli
(GMA-co-EDMA) foram estimados entre 0,35 a 0,80 um, com formato esférico regular,
arranjado em clusters de estrutura cauliforme com tamanho entre 1 e 2 um (Figura
20.d), e separados por grandes poros de fluxo com dimensdes entre 2 e 5 um (Figura

20.c), que foram responsaveis pela baixa resisténcia ao fluxo das colunas.
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Figura 20. Imagens de MEV do monolito 5 de poli(GMA-co-EDMA). (a) Aumento de
50x% da parte de cima da coluna; (b) Aumento de 250x da interface entre monolito e
parede interna do tubo; (¢) Aumento de 2000x do interior do poli(GMA-co-EDMA)

com medidas dos tamanhos de alguns poros de fluxo; (d) Aumento de 10000x do
interior do poli(GMA-co-EDMA) com medidas dos tamanhos de alguns glébulos e
clusters

2.4.3. Estudos de adsorcao e eluicao

2.4.3.1. Estudos iniciais

Ao incorporar o grupo IDA ao poli (GMA-co-EDMA) por reacdo de abertura de anel do
grupo epoxi estamos criando um suporte de alta permeabilidade com grupos carregados
negativamente expostos na superficie do polimero, contendo ainda dtomos de oxigénio
e nitrogénio com pares de elétrons livres para compartilharem com os fons metélicos e,

portanto, com capacidade de formar quelatos com metais e, assim, extrai-los da amostra,
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contrariamente ao monolito base, em que a superficie do polimero tem pouca afinidade
pelos ions metdlicos. Apesar de outras funcionalidades poderem ser testadas para
modificar o monolito base, mantivemos o foco no IDA por ser o principal grupo
quelante utilizado nas resinas mais difundidas comercialmente (Chelex-100, Muromac
Al). Para observar esse efeito, nos primeiros estudos em relagdo a capacidade do
monolito fazer a SPE foram comparadas as curvas de eluicdo do monolito base com o
monolito apds ser modificado com IDA. Os monolitos foram carregados até a saturacao
com solucdo de 10 mg L' de Cd**, lavados com dgua para retirar Cd** ndo retido e em
seguida eluidos com HC1 0,01 mol L. A corrente de reducdo de Cd** foi registrada na
saida da coluna em func¢ado do tempo (amperometria a potencial constante de -1,0V vs
pseudo referéncia de Ag/AgCl). Os sinais obtidos na eluicio do Cd** das colunas
poli(GMA-co-EDMA) e poli(GMA-co-EDMA-IDA) mostraram que o ion metélico foi
muito mais retido na coluna modificada com IDA (Figura 21) e que a intensidade do
sinal produzido na elui¢ao da coluna modificada poderia levar a um método de pré

concentracao de metais.
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Figura 21: Amperogramas das curvas de eluicao de colunas poli(GMA-co-EDMA)
(s6lido) e poli(GMA-co-EDMA)-IDA (pontilhado) previamente saturadas com Cd>*.
Solucdo eluente: HC1 0,01 mol L'!; vazdo: 10 uL s™!; potencial: -1,0 V

Ainda usando a amperometria para monitorar a corrente devido a reducao de

Cd** na saida da coluna, foram comparadas curvas de calibracio obtidas para as colunas
modificada e nao modificada, dessa vez com o auxilio do SIA de duas bombas para
fazer ciclos de carregamento, lavagem, elui¢do e recondicionamento, além da vélvula de
injecdo de 6 portas para comutar a coluna entre bomba de carregamento e bomba de
eluicdo, num procedimento similar ao descrito no item 2.3.3.3. As curvas foram
construidas no intervalo de 0,1 a 20 mg L' de Cd*" com volume de amostra de 500 uL,
sendo a eluicdo feita com 500 uL de HCI 0,5 mol L'!. As curvas mostram que o sinal da
coluna ndo modificada foi de mesma intensidade do branco, e por isso ndo estava
retendo Cd*", enquanto a coluna modificada com IDA reteve o metal, e apresentou
aumento linear do sinal com aumento da concentragdo, o que significa que nesse

intervalo os sitios ativos nao foram saturados e a eluicao foi completa. Nas Figuras 22 e

23 estdo apresentados os amperogramas e as curvas de calibra¢do respectivamente.
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Figura 22: Amperogramas obtidos no sistema SIA-SPE com padrdes de Cd** com a
coluna ndo modificada (a) e modificada com IDA (b). volume de amostra = 500 uL;
Solucao eluente: HCI 0,5 mol L-1. yolume de eluente = 500 puL; vazao = 10 uLL sl
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Figura 23: Variacdo do sinal com aumento da concentra¢io de Cd**, construido com os
amperogramas da Figura 22

2.4.3.2. Capacidade de adsorc¢ao

Ap6s a coluna ser condicionada com tampao NHsOH/NH4C1 0,010 mol L!

(pH=10) e lavada com 4gua para retirar o excesso de tampao, foi utilizada uma bomba

infusora para enviar uma solucdo de Cu?* 20 mmol L' pela coluna numa vazio de 150

uL min! para obter a curva de breakthrough. A curva foi obtida com monitoramento da
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absorbancia da solugio de Cu®* na saida da coluna com um espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 790 nm. Com essa curva € possivel determinar a capacidade de
adsorc¢do através do volume de breakthrough, o volume a partir do qual é observado um
aumento do sinal ao final da coluna, que s6 ocorre quando os sitios de adsor¢ao estio
saturados. O volume de breakthrough foi assumido como o volume em que a
absorbancia foi 1% do valor da absorbancia atingida no estado estaciondrio (Figuras 24

aec)[84]. A capacidade de adsorcao (qge) foi calculada por:

4 = (tBIDA - tO) X Q X CCu(II) X 63,54‘
e L x (1 x 10

(2)

onde tg-ipa € to s30 0s tempos correspondendo ao volume de breakthrough e volume
morto respectivamente, Q é a vazdo (uL s!), Ccuan € a concentragio analitica de Cu*
(mol L), 63,54 é a massa atdmica do cobre e L é o comprimento da coluna (m). A
capacidade de complexacdo do monolito 5 (Tabela 2) de poli(GMA-co-EDMA) IDA foi
de 4,4 + 0,3 mg Cu(Il) m!, obtido como média de 3 replicatas, com desvio padrdo
relativo de 6,8 %. Assumindo que a conversdo de mondmeros/precursores em polimero
foi de 100%, que o volume ocupado por mondmero na coluna € igual a propor¢do na

3

mistura reacional (40%) e que a densidade do polimero é 1 g cm™, a capacidade de

adsorcio da coluna foi 3,5 mg g
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Figura 24: Breakthrough (a e ¢) e curvas de eluicao (b e d) de colunas de poli(GMA-co-
EDMA) (a e b) e poli(GMA-co-EDMA)-IDA (c e d). Curvas de breakthrough foram
obtidas para uma soluciio aquosa de CuSO4 20 mmol L'!. Depois da saturacio dos sitios
de complexacio as colunas foram lavadas com 4gua desionizada e o Cu?* retido foi
eluido com HNO3 1,0 mol L. Ap6s a eluigdo, as colunas foram recondicionadas com
NH4OH/NH4C1 0,010 mol L' (pH=10) e lavadas com dgua. Vazdo = 2,5 uLL sl
Comprimento de onda monitorado = 790 nm.

A capacidade de extragao € similar a de monolitos poli(GMA-co-EDMA)-IDA
sintetizados em pequenos filtros de seringa (5,0 mg g!) [80]. Quando comparada com
outros trabalhos da literatura que utilizaram monolitos poli(GMA-co-EDMA)
modificados com EDA (etileno diamina) sintetizados em colunas de 530 um de
diametro interno [85], a capacidade de adsor¢do obtida no presente estudo é
significativamente maior (3,5 mg g obtido x 0,78 mg g™! da literatura [85]).
Entretanto, quando € feita a comparacao com colunas de didmetro semelhantes, a base

de poli(GMA-co-EDMA)-EDA, sintetizadas em seringas de polipropileno para SPE oft-
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line [81], a capacidade de extra¢ao do nosso monolito modificado com IDA ¢é
notadamente menor (3,5 mg g obtido x 70 mg g™! reportado na literatura) [81]. Para
investigar a diferenga na capacidade de adsorcao preparamos o monolito poli(GMA-co-
EDMA)-EDA seguindo o procedimento descrito por Wang et al [81]. Descobrimos que
o motivo da baixa capacidade de adsor¢do € devido ao baixo grau de incorporacao do
IDA: a andlise elementar para a coluna de IDA mostrou que a coluna teve incorporagao
de apenas 0,095 + 0,005 m/m % de Nitrogénio, enquanto a mesma andlise para a coluna
modificada com EDA mostrou a incorporagao de 5,72 % m/m de Nitrogé€nio. A curva
de breakthrough obtida para a coluna de poli(GMA-co-EDMA)-EDA (Figura 25)
resultou numa capacidade de adsorcdo de 41 mg g™'. Da Figura 25 pode se observar o
volume de breakthrough de poli(GMA-co-EDMA)-EDA na regidao de 1000 segundos,
enquanto da Figura 24 ¢ o volume de breakthrough da coluna poli(GMA-co-EDMA)-
IDA nas mesmas condi¢des experimentais ocorre em torno de 150 segundos. Apesar da
alta capacidade de adsor¢do da coluna modificada com EDA nds desenvolvemos o
método com IDA por ele ser um dos agentes quelantes mais presentes em suportes
solidos para SPE de uma grande variedade metais e metal6ides [80]. Além disso, o uso
de monolitos modificados com IDA ou EDA acoplados em sistemas SIA para SPE on-
line ainda nao foi citado na literatura. O formato de monolito agrega a vantagem da
rigidez do polimero, em comparacdo com métodos que utilizaram IDA como agente
quelante imobilizado em outros tipos de fase estaciondria, como particulas de
polimeros. Os polimeros particulados modificados com IDA, ao serem acoplados no
SIA tinham que ser preenchidos na coluna enquanto encolhidos porque apresentavam
um inchamento muito pronunciado, e essa variacao no volume das particulas durante a
andlise, que pode ocorrer se a amostra for muito dcida ou basica por exemplo, é um

problema na robustez da anélise, e € pouco pronunciado no caso dos monolitos [88, 89].
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Figura 25: Curvas de Breakthrough de colunas de poli(GMA-co-EDMA) e poli(GMA-
co-EDMA)-EDA. As curvas foram obtidas com uma solucao aquosa de CuSO40.020
mol L. Vazdo = 2.5 uL s™!. Comprimento de onda monitorado = 790 nm.

Ap6s saturaciio com solucdo Cu?*, o excesso de metal foi retirado da coluna com
dgua desionizada, seguido da eluicio com HNO3 (Figura 24 b e d). A retenc¢ao e elui¢do
de Cu?* do poli(GMA-co-EDMA)-IDA pode ser claramente observada em comparaco
com a coluna nao modificada. Acidificacdo da coluna nao modificada poli(GMA-co-
EDMA) ndio mostra o pico transiente correspondendo 2 elui¢io do Cu®*, confirmando
que o Cu®* nio estava retido. Para a poli(GMA-co-EDMA)-IDA, um grande pico de
absorbancia transiente é observado com a acidificacdo (Figura 24 d), indicando que o
Cu®* foi retido na solucdo neutra, e liberado apés elui¢io com HNO3 0,50 mol L. A
diferenca de absorbancia entre o pico de eluicdo e o estado estaciondrio atingido apds o
breakthrough da coluna polil(GMA-co-EDMA)-IDA, mostra que a concentracao
maxima do analito no eluato € muito maior do que na amostra original, e indica que a

extracdo pode levar a um método mais sensivel do que sem a pré-concentracdo em
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coluna, o que pode ser de grande importancia, principalmente em métodos
espectrofotométricos que necessitam de formas de pré-concentracio para aumentar a

sensibilidade, como aumento da caminho 6ptico.

2.4.4. Desenvolvimento de método

Para desenvolver o método de detec¢ao eletroquimica on-line com extragdo em
fase sélida assistida por SIA, primeiramente foi investigada a influéncia do volume de
amostra e também da composicao e volume da solugdo eluente sobre o sinal analitico de
uma solugiio de Cd** 100 ug L!. O efeito da vazdo ndo pode ser avaliado pela limitacio

de pressdo do sistema SIA, e foi fixada a um valor de 10 uL s,

2.4.4.1. Volume de amostra

O volume de amostra determina diretamente a quantidade de metal retida na
coluna e depositada em seguida no eletrodo de trabalho. Em sistemas de fluxo também
determina o tempo de andlise, pois quanto maior o volume mais demorado se torna a
passagem da amostra pela coluna e sobre o eletrodo. Grandes quantidades de amostra
aumentaram o sinal analitico, como € observado na Figura 26 (reforca-se que o sinal
obtido na cronopotenciometria € a drea dos picos do gréfico dt/dE x E, que resulta em
unidades de carga — Coulombs). O volume de amostra de 2000 puL produziu um
“ombro” em potenciais mais negativos, sugerindo a saturag¢ao do filme fino de merctrio.
Entdo, o volume de amostra de 1500 pL foi o escolhido para o método porque a
frequéncia de amostragem foi razodvel, de 6,8 inje¢des por hora, e a quantidade de
metal depositada ndo saturou o eletrodo de trabalho durante a etapa de deposicao. Com
1500 puL houve um ganho considerdvel de sinal em relagdao a volumes menores e o

tempo de andlise ndo ficou tdo longo a ponto de inviabilizar a anélise.
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Figura 26: Influéncia do volume de amostra sobre a carga obtida para uma solucdo de
Cd* 100 ug L*: (a) 250, (b) 500, (c) 750, (d) 1000, (e) 1250, (f) 1500 e (g) 2000 uL.
Condi¢des experimentais: solugio eluente = 500 uL de HNO30.50 mol L' em 0.10 mol
L' NaCl; vazdo = 10 pL s’!; potencial de deposicdo = -1.0 V; potencial final = —
0,45 V; corrente de oxidagdo =2 uA

2.4.4.2. Volume, concentracao e composicao de eluente

Os primeiros testes de eluicdo, feitos com 500 uLL de HC1 0,50 e 1,0 mol L!
(Figura 27) eluindo os fons Cd** contidos em 1500 pL de soluciio mostraram pouca
diferenca na carga relacionada i redissolucio, indicando que HC1 0,50 mol L™! continha
concentragdo de fons H* suficiente para protonar os sitios de IDA, revertendo a
afinidade com os metais e liberando os mesmos em solu¢do. O aumento da
concentragido de HC1 de 0,50 para 1,0 mol L™! moveu os picos de oxidacdo para

potenciais menos negativos. Para minimizar a influéncia dos cloro-complexos no
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potencial de reoxidacdo a composicao da solugdo eluente foi alterada para HNO3 0,50
mol L' na presenca de NaCl 0,10 mol L™, mantendo a concentraciio de H alta e CI°
baixa. Além disso, a concentracdo de Cl” deve ser mantida constante porque ao se
trabalhar com sensores impressos que utilizam eletrodo de Ag para servir como pseudo-
referéncia Ag/AgCl, é necessdrio que a Ag esteja em contato com uma concentracao
constante de CI” para que o potencial de referéncia seja constante [73], por isso a
solucdo eluente, a inica que tem contato direto com o eletrodo, foi preparada na

presenca de NaCl 0,10 mol L1,

00 T T Y T T
-1.00 -0.90 080 0.70 -0.60 -0.50

Potencial (V)
Figura 27: Influéncia da concentra¢do de HCI sobre o sinal analitico. Solucao eluente de
HCI (a) 0,5 e (b) 1,0 mol L'!. Condicdes experimentais: Concentragio do padrio de
Cd** =0,1 mg L'!; volume de amostra = 1500 pL; volume de eluente = 500 uL; vazio =

10 uL sl potencial de deposicdo = -1,0 V; potencial final = 0,45 V; corrente de
oxidagdo =2 pA

O volume da solugio de HNO3 0,50 mol L' em NaCl 0,10 mol L! foi variado de

200 a 400 uL, e adotando o volume de 300 uL, o sinal se aproximou de um estado
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estaciondrio para ambas as concentracdes de 5 e 25 ug L! dos padroes de Cd** (Figura
28). Na elui¢ao com volumes maiores que 400 uLL houve um decréscimo no sinal para
ambas as solucdes 5 e 25 pg L1, portanto o volume de 300 uL foi adotado, definindo o
procedimento de extragdo em fase s6lida assistida por anélise por injecao sequencial

(SIA-SPE) para deteccao eletroquimica.
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Figura 28: Carga em funcdo do volume de eluente para solucdes de Cd** de diferentes

concentragdes. Volume de amostra: 1500 pL; Solucio eluente: 0,50 mol L™ HNO; em

0,10 mol L™! NaCl; vazdo: 10 uL s7!; potencial de deposicdo: —1,0 V; potencial final: —
0,45 V; corrente de oxidagao: 2 uA

2.4.5. Figuras de mérito

Com os parametros definidos no desenvolvimento do método, curvas de
calibracdo foram construidas para Cd**, Pb** e Cu®*, separados em solucdes individuais
(Figura 29). As curvas de calibracdo exibiram alta linearidade (r> > 98) entre 5 e 100 ug
L!. Os limites de deteccdo (LD) e limites de quantificaciio (LQ) foram calculados com
LD =3 S¢/m e LQ = 10 S¢/m (Tabela 3), onde m € a inclinacao da curva de calibracdo e

Saé o desvio padrio de nove réplicas da solu¢do 10 ug L' (Figura 29).
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Figura 29: Cronopotenciogramas (acima) e curvas de calibrag@o construidas a partir de
solucdes individuas de Cd**, Pb** e Cu®* preparados em tampido MES 0,010 mol L' (pH

6,0) em 0,10 mol L! NaCl, obtido apés carregamento de 1500 uL das solucdes na

coluna de poli(GMA-co-EDMA)-IDA, e elui¢do com 300 uL de HNO3 0,50 mol L'} em
0,10 mol L' NaCl sob vazdo de 10 uL s!. Potencial de deposicdo: -1,0 V, potencial
final: - 0,1 V, Corrente de oxidacdo: 2 pA
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Tabela 3

Coeficiente linear, Coeficiente angular, correlagdo linear, limite de deteccdo (LD) e quantificacdo
(LQ) para Cd**, Pb** and Cu®* em solug¢des individuais

fon metdlico Coeficiente linear Coeficiente angular/10° R? LD LQ
(uC) (uCLpg?h (mgL)  (ugLh

Ccd* -0,01 £0,03 13,2+£0,7 0,99 1,0 33

Pb* 0,006 + 0,03 6,7 +0,2 0,99 0,7 2,2

Cu* -0,4 £0,2 84 +4 0,99 0,5 1,8

Os limites de detec¢do para os trés metais ficaram abaixo das concentragdes
maximas permitidas (CMP) para dguas de torneira e potdveis estabelecidas pela
Agéncia de Prote¢io Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) (5 ug L™! para o Cd, 1300
ug L1 para o Cue, para o Pb, 15 ug L' é o nivel de acdo [86]), mostrando que o
método tem sensibilidade adequada para quantificar os niveis desses poluentes
metalicos em dguas potaveis.

A repetibilidade das medidas foi avaliada pelo desvio padrao relativo (DPR) dos
valores de carga de nove medidas obtidas para a solugio de 10 ug L'! contendo a
mistura dos trés metais. Os valores foram de 7,4 %, 5,7 % e 4,7 % para o Cd**, Pb** e
Cu?*, respectivamente. Essa sequéncia de medidas (Figura 30) demonstrou auséncia de
efeitos de memoria, e que o procedimento foi adequado para ser usado na eluicdo e

recondicionamento da coluna.
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Figura 30: Cronopotenciogramas subtraidos do branco obtidos em sequéncia para uma
solucdo de Cd**, Pb** e Cu®* na concentragiio 10 ug L' mostrando que a contaminacio
entre medidas (efeito de memoria) foi desprezivel sob as condi¢des de eluicdo e

recondicionamento usadas. As Condicdes experimentais sdo as mesmas da legenda da
Figura 29

2.4.6. Interferentes

Para avaliar a potencial interferéncia de fons comumente encontrados na agua,
uma solugiio de Cd** de 5 ug L™! foi preparada na presenca desses fons e o sinal de
carga foi comparado com o da soluciio contendo somente Cd?**. A concentracdo de
alguns fons foi escolhida com base nas CMP para 4dguas “Classe 3, definidas pela
resolucio CONAMA 357 como a classe de dguas que pode ser destinada ao consumo
humano apds tratamento avangado ou convencional, ou seja, uma dgua possivelmente
poluida e que contém potenciais interferentes [87]. A Tabela 4 mostra que de maneira
geral a interferéncia dos cations foi baixa (<10 %). Foi observada uma interferéncia
positiva para o Cl" ao mudar sua concentracdo de 12,5 para 250 mg L!, sugerindo que a
quantidade de metal complexada depende da concentragdo de Cl- no meio. Entéo, foi

importante manter a concentracao de CI” constante durante as anélises com o
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condicionamento das amostras e padrdes com tampao MES 0,010 mol L' (pH=6) e
NaCl 0,010 mol L'! para evitar que alteracdo na concentracdo de CI” influenciasse no
sinal obtido. Outra influéncia positiva no sinal foi a do 4cido filvico, que forma
complexos fracos com Cd**. Pode-se especular que esses complexos acessam mais
facilmente os sitios de IDA na estrutura porosa da coluna do que Cd>* hidratado ou que
os hidroxo-complexos de Cd?*, resultando em maior retencao e, consequentemente,
resultando num maior sinal analitico. Por outro lado, a presenca de 4cido himico com
Cd**leva a formacdo de complexos com coeficientes de difusio menores do que os dos
ions livres, e o desvio de sinal na sua presenca como interferente foi menor do que o
DPR das medidas nesse nivel de concentracdo (Figura 30), indicando que a extragao e
troca de matriz promovida pela coluna de polil(GMA-co-EDMA)-IDA contorna a
possivel interferéncia causada pela formagao labeis, mas com baixa difusibilidade.
Tabela 4

Efeito de espécies potencialmente interferentes na drea de pico
de uma solucdo de Cd**5 ug L'!

Desvio na drea do pico do

Espécie Interferente Concentragdo (mg L) CddI) (%)

JINE 0,2 + 8,5

Fe* 5 + 8,1
Mg+ 120 -0.3
Cu 0,013 +2.3
Pb2* 0,033 +3,2
Ca* 0,2 +18

cr 250 +172

Cr 12,5 -0.35
Acido Filvico 5 +17
Acido Hdmico 5 +3.7
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2.4.7. Determinacio simultinea de Cd**, Pb** e Cu?*

O baixo nivel de interferéncia de Cu®* (+2,3 %) e Pb** (+3,2 %) no sinal de Cd** sugeriu
que o método poderia ser empregado para fazer a determinagao simultanea desses
metais. As interferéncias em realizar isso seriam causadas pela complexacao
preferencial de algum metal na coluna, ou por elui¢do incompleta [90]. Para investigar a
determinac¢ao simultanea, foram construidas curvas de calibrag¢do na faixade 5 — 100 ug
L' para os trés metais misturados na mesma solugio (Figura 31). Os coeficientes
angulares e lineares nao diferem significativamente dos obtidos com as curvas dos
metais em solucdes individuais (Tabela 5, Figura 32), indicando que em concentragdes
baixas as curvas de calibracdo para cada metal sdo independentes dos outros dois. Para

essa comparagdo as curvas dos metais separados e misturados foram feitas com o

mesmo sensor impresso.
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Figura 31: Cronopotenciogramas subtraidos do branco para a constru¢ado de curvas de
calibraciio da mistura de Cd>*, Pb** e Cu?* nas concentracdes de (a) 5, (b) 10, (c) 20, (d)
40, (e) 60, (f) 80 and (g) 100 ug L™! preparados em tampao MES 0,010 mol L™ (pH 6.0)

em NaCl 0,010 mol L!. Cronopotenciogramas foram obtidos apds carregamento de

1500 uL das solugdes na coluna de poli(GMA-co-EDMA)-IDA, e eluicao com 300 uL

de HNO3 0,50 mol L' em 0,10 mol L"! NaCl sob vazio de 10 uL s™'. Potencial de
deposicdo: -1,0 V, potencial final: - 0,1 V, Corrente de oxidagdo: 2uA
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Figura 32: Curvas de calibracdo construidas a partir dos cronopotenciogramas da Figura
31 para o Cd**, Pb** e Cu?* misturados na mesma solucio, e sua comparagio com as
curvas de calibra¢do para os mesmos metais em solugdes individuais. Condicoes
experimentais sao as mesmas da legenda da Figura 31
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Os limites de detec¢do e quantificacdo nao diferiram significativamente daqueles
obtidos a partir de solucdes individuais (Tabela 3). Para investigar a resposta do método
em concentragdes proximas aquelas do LD e LQ, foram obtidos cronopotenciogramas
de solugdes contendo misturas dos trés metais com concentragdes 0,50, 1,0 e 2,0 ug L,
confirmando que esse valores sdo realisticos, visto que mesmo para 0,50 ug L' o
cronopotenciograma apresenta sinal razoavelmente distinguivel do branco (Figura 33),
principalmente para o Cu?*, embora as medidas quantitativas sejam pouco confidveis, ja
que as concentragdes siao abaixo ou proximas do LQ. Esses cronopotenciogramas
confirmaram que o cdlculo estatistico para encontrar LD e LQ, baseado no desvio
padrio relativo das dreas dos picos de 10 ug L™! e inclinag¢io da curva de calibracdo tem

correlagdo com a real detectabilidade do método proposto.

Tabela 5

Coeficiente linear, Coeficiente angular, correlagdo linear, limite de deteccao (LD) e quantificacdo
(LQ) para Cd**, Pb** and Cu?* misturados na mesma solucio

Ton metdlico  Coeficiente linear ~ Coeficiente angular/10 R? LD LQ
(o) (uCLpg? (mgLh  (uglh

Cd* 0,02 £0,02 12,1+£0,3 0,99 1,2 3,8

Pb** 0,01 £0,02 55+0,5 0,98 1,4 4,7

Cu* -0,1 £0,2 89 +4 0,99 0,51 1,7

98



4.0
3.5 - 0.5uglL"’ Cu**
1 —— 1.0pg L™
3.0 2.0 ugL?
el £E -
) . i
L 20- D
g ) i,
5 1549 Cd Pb2* ‘.’ il l_l
- " o
1.0- i '.
1 - i I I' 4
0.5 4 i, " 1"-» - " A R
I - ! e s _IH_,- -\__.J'i 'H,‘r 1-_; i
0.0 4 T T T I
-0.8 -0.6 0.4 0.2
E (V)

Figura 33: Cronopotenciogramas subtraidos do branco para a mistura dos trés metais
para investigacdo experimental dos limites de detec¢do e quantificagdo. Condi¢oes
experimentais iguais a da Figura 31

2.4.8 Aplicacoes

O método foi aplicado a algumas amostras de dgua e as concentragdes dos
analitos foram encontradas por curvas de calibragcdo externas (n=3). Foram analisadas
amostras de dgua coletadas no Instituto de Quimica da Universidade de Sdao Paulo, uma
amostra diretamente da torneira € uma amostra apds passar por filtragem em filtro
convencional. Também foi analisada uma amostra de dgua de torneira residencial do
municipio de Guarulhos/SP e uma amostra de 4gua de uma represa localizada no
municipio de Sumaré/SP (Figuras 34 - 37). Para cada amostra uma curva de calibrag¢do
foi construida, visto que as analises foram feitas com eletrodos diferentes (em cada dia
de trabalho um eletrodo novo com filme de mercurio intacto € usado, o que requer a

constru¢do de uma nova curva de calibracio), exceto para a 4gua de Guarulhos e dgua
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de filtro da USP, que foram analisadas no mesmo dia com o mesmo eletrodo. A
exatidao das medidas foi avaliada por testes de adicao e recuperagao da CMP da
resolucio CONAMA 357 para dguas “classe 3” (10 ug L' de Cd**, 33 ug L' de Pb** e
13 ug L' de Cu*) [87]). A seguir sdo apresentados os cronopotenciogramas subtraidos

do branco das amostras e das amostras enriquecidas com CMP, para os testes de

recuperacao.
B0 -
1 - - - Agua de torneira da USP
70 4 —— Agua de torneira da USP enriquecida

E (V)

Figura 34: Cronopotenciogramas subtraidos do branco de amostra de d4gua de torneira
coletada no Instituto de Quimica da USP e a mesma amostra apds ser enriquecida com
10 ug L't de Cd**, 33 ug L' de Pb** e 13 ug L! de Cu?*. Cronopotenciogramas foram
obtidos ap6s carregamento de 1500 pL. das amostras na coluna de poli(GMA-co-
EDMA)-IDA, e elui¢do com 300 uLL. de HNO3 0.50 mol L' em 0,10 mol L' NaCl sob
vazdo de 10 uLL s”'. Potencial de deposi¢do: -1,0 V, potencial final: - 0,1 V, Corrente de
oxidacdo: 2uA
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Figura 35: Cronopotenciogramas subtraidos do branco de amostra de dgua de
filtro coletada no Instituto de Quimica da USP e a mesma amostra apds ser enriquecida
com 10 pg L' de Cd**, 33 ug L' de Pb** e 13 ug L' de Cu®*. As condi¢des
experimentais sao descritas na legenda da Figura 34

1--- Agua de torneira de Guarulhos
20 - Agua de torneira de Guarulhos enriquecida
15 -
>
2,
% 10
p [
=] 1
!
i 1
' 1
i ]
1
5 = : 5
i ]
’ ]
1
1
\ o
I" —
-0,2

E(V)

Figura 36: Cronopotenciogramas subtraidos do branco de amostra de dgua de
torneira coletada municipio de Guarulhos/SP e a mesma amostra apds ser enriquecida
com 10 pg L''de Cd**, 33 ug L' de Pb** e 13 ug L' de Cu®*. As condi¢des
experimentais sao descritas na legenda da Figura 34
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Figura 37: Cronopotenciogramas subtraidos do branco de amostra de dgua de
represa coletada no municipio de Sumaré/SP e a mesma amostra apds ser enriquecida
com 10 ug L'de Cd**, 33 ug L' de Pb** e 13 ug L' de Cu*. As condicdes
experimentais sao descritas na legenda da Figura 34

Os resultados das concentracdes encontradas juntamente com os valores de recuperagao
estdo sumarizados na Tabela 6. Foi encontrado cobre em alta concentracao na dgua de torneira
coletada na USP, como pode ser visto no cronopotenciograma pontilhado (obtido com a
amostra original) da Figura 34, um grande pico na regido de — 0,3 V referente ao cobre. A
presenca desse metal era esperada, porque CuSOs é constantemente usado para controle
populacional de algas na represa Guarapiranga, reservatdrio que fornece dgua para a regiao da
universidade [91], confirmando resultados obtidos em estudos anteriores por voltametria de
onda quadrada e redissolucdo anddica [92]. Nossos resultados demonstraram que o tratamento

de 4gua do municipio de Sdo Paulo ndo conseguiu remover completamente o Cu?* da dgua de
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torneira origindria da represa Guarapiranga. Por outro lado, a mesma dgua apds passar por
filtracdo convencional em filtro doméstico de carvio ativado teve a concentracio de Cu?*
diminuida a valores abaixo do LD do método, como pode se ver da Figura 35. A 4gua de
torneira coletada em Guarulhos apresentou uma concentra¢io mensuravel de Cu?*, mas numa
concentracdo menor do que aquela observada para a amostra coletada na USP. Isso também
era esperado, ja que essa dgua € fornecida pelo sistema Cantareira que é menos suscetivel a
floracdo de algas, e necessita de menor concentracdo de Cu®*. A dgua de represa de Sumaré
nio exibiu nenhuma concentracdo detectivel de Pb>* ou Cd** ou concentracdo mensurdvel de
Cu?*, assim como a dgua retirada do filtro da USP. Os testes de recupera¢io mostraram
recuperagoes entre 75,5 e 117,3 %, indicando que o método proposto fornece resultados
exatos em matrizes aquosas de diferentes origens. Durante as anélises nenhuma amostra levou
ao entupimento da coluna ou dos canais do sistema SIA, demonstrando que os poros do
monolito e o didmetro dos canais eram largos o bastante para permitir a extracdo em fase
solida on-line das amostras sem necessidade de tratamento prévio, com excecdo da amostra de
agua da represa que necessitou de filtragem off-line em filtro de 0,45 um de poro, porque

continha muitas impurezas macroscépicas, como lascas de madeira.

Tabela 6

Concentragdes encontradas em amostras de dgua (n=3) e recuperacio dos metais apos reforcar as
amostras com 10 ug L' de Cd**, 33 ug L' de Pb** e 13 ug L' de Cu?*

Amostra CddI) Pb(1I) Cu(II)
Agua de torneira (USP) (ug L™) - - 95+4
Recuperagio (%) 94,4 98.0 104
Agua de filtro (USP) (ug L) - - -
Recuperacao (%) 89.6 97 75,5
Agua de torneira (Guarulhos) (ug L) - - 16+2
Recuperacao (%) 82 87,5 117,3
Agua de represa (Sumaré) (ug L") - - -
Recuperacio (%) 116,6 110,2 107,5
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2.5. CONCLUSAO

Com esse trabalho foi possivel demonstrar a viabilidade de SPE de metais
usando como suporte sélido uma coluna monolitica polimérica acoplada no SIA, um
sistema de fluxo de baixa pressao mas que foi compativel com a pressdo da coluna
monolitica apds a mesma ter a composi¢do manipulada para atingir a permeabilidade
desejada. O monolito base de poli (GMA-co-EDMA) teve o grupo epéxi modificado
com agente quelante IDA para retencdo seletiva de metais e depois libragdo dos mesmos
com diminui¢do do pH pela ac¢do da solugdo eluente, pré-concentrando os mesmos, e
apresentou alta robustez e pouco efeito de memoria. O uso de monolitos poliméricos
rigidos e altamente reticulados modificados com IDA contornou as dificuldades de se
obter uma coluna estdvel feita com essa resina, que apresenta grande variagao de
volume com mudangas no pH.
Apesar da capacidade relativamente baixa da coluna preparada, que priorizou
permeabilidade acima de densidade de sitios complexantes, as curvas analiticas
preparadas com metais individuais ou em mistura resultaram em inclinagdes parecidas,
indicando que nao havia competi¢do dos analitos pelos sitios de adsor¢ao da coluna. O
método proposto pode ser aproveitado para automatizar métodos de detecg¢ao Optica
como espectrofotometria de absor¢ao molecular ou absor¢@o atdmica com atomizagao
em chama, que ndo tém efeitos de pré-concentracio inerentes ao método como métodos
eletroquimicos de redissolu¢do e dependem de algum tipo de pré-concentracdo acoplado

para aumentar a sensibilidade.
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CAPITULO 3: SEPARACAO DE PRECURSORES E METABOLITOS DA
DOPAMINA POR NANOCROMATOGRAFIA DE INTERACAO
HIDROFILICA UTILIZANDO COLUNAS MONOLITICAS POLIMERICAS DE
DIEDMA-MEDSA MODIFICADAS COM GRUPO FUNCIONAL POR UV
GRAFTING

3.1. INTRODUCAO
3.1.1. Analise de Neurotransmissores

Neurotransmissao € a comunicagao quimica controlada por moléculas pequenas,
chamadas neurotransmissores, que viajam pela fenda sindptica para transmitir
informacdo desejada para outros neurdnios [93]. Catecolaminas sdo neurotransmissores
importantes, entre os quais estio Dopamina (DA), Norepinefrina (NE) e Epinefrina (E),
que exercem um papel crucial na regulacdo do sistema nervoso e cardiovascular e estao
envolvidos em alguns comportamentos cerebrais, como estresse, panico, ansiedade, e
depressao [94]. Mudancas nas concentracdes de catecolaminas em organismos sao
relacionadas com algumas desordens neuroldgicas e certas doencgas. Além disso,
existem muitos metabdlitos em toda a metaboldmica de catecolaminas, e a determinagao
da concentragdo dos metabdlitos em conjunto com a concentragao dos
neurotransmissores pode fornecer informagao importante sobre o grau de avango da
doenca e efeitos do tratamento. Por exemplo, L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA),
precursor da DA, é usado como um tratamento efetivo para Doenca de Parkinson
quando o individuo sofre com a falta de DA, porque L-DOPA ¢ facilmente convertido a
DA por uma reagao de descarboxilagao [94]. A DA por sua vez € precursora da NE e E
(Figura 38) [97]. NE e E podem ser usados como biomarcadores no estudo de diabetes,
doencas do coracdo e ansiedade. A medi¢cao de Normetanefrina e Metanefrina,
metabolitos da NE e E, respectivamente, € um método til para detectar

feocromocitomas (tumores em glandulas supra renais). Entdo, a determina¢ao de uma
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série de metabolitos de uma rota metabdlica de catecolaminas em amostras bioldgicas é
de grande importancia [94,95].

Catecolaminas sao definidas pela presenca de um grupo catecol (benzeno com
dois grupos hidroxila vizinhos) ligado a uma monoamina. Tirosina ndo € uma
catecolamina, mas é um aminodcido proteinogénico, que possui um grupo fenol, e é
percursor das catecolaminas (Figura 38). Tiramina (TIR) é um derivado da Tirosina,
pela sua descarboxilacdo promovida pelo L-Aminodcido aromético descarboxilase
(AADC), e também pode ser precursor da DA, através da oxidacao do anel aromatico
promovida pela isoforma CYP2D6 do citocromo humano P450, presente no figado e
cérebro de humanos, embora essa seja uma rota minoritaria de formacao da DA a partir
da tirosina, ja que a rota majoritdria € através da formagao do L-DOPA pela Tirosina
Hidroxilase (TirOH) e posterior descarboxilagdo com AADC (Figura 38) [97]. Como
mostra a Figura 38, catecolaminas sdo metabolizadas e desativadas por duas enzimas,
catecol-o-metiltransferase (COMT) e monoamina oxidase (MAQ), levando a uma série
de metabélitos, entre eles o Acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) e o Acido
Homovanilico (HA). Na Figura 38, os neurotransmissores, precursores € metabolitos

relevantes para esse trabalho foram contornados por um retangulo.
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Tirosina Hidroxilase, AADC = L-Aminodacido aromatico decarboxilase, DBH =
Dopamina f-Hidroxilase, PNMT = Feniletanolamina N-metiltransferase, COMT =

Catecol-o-metiltransferase, MAO = Monoamina Oxidase [96, 97]

A estrutura do anel aromatico de catecolaminas torna esses compostos

COMT

naturalmente fluorescentes, sensiveis a luz e facilmente oxidaveis. HPLC com deteccao

eletroquimica € o método mais frequentemente usado na quantificagdo de catecolaminas

e seus derivados, pela alta seletividade e sensibilidade, embora também sejam utilizadas

Cromatografia a Gas e Eletroforese Capilar na separagdo e outros tipos de deteccao,

com vantagens e desvantagens distintas [98, 99]. A detec¢do por fluorescéncia também

€ bastante usada, pois catecolaminas t€m fluorescéncia nativa. Entretanto essa

fluorescéncia € dificilmente aplicada em amostras reais porque a emissao € de

comprimento de onda curto (320 nm), que € obstruido por emissdes de componentes

enddgenos [98]. A derivatizagdo com algum agente quimico fluorescente como

trihidroxiindol ou etilenodiamina combinado com uso de HPLC € bastante comum, € a
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deteccao por quimioluminescéncia apds derivatizacao € mais sensivel e seletiva do que
deteccao por luminescéncia nativa, mas requer uma etapa de tratamento pré-coluna
demorada com agentes potencialmente téxicos [98]. A detec¢do por MS recebe bastante
destaque devido a informacao estrutural que € obtida dos analitos, mas € relativamente a
mais cara. A detec¢do por absor¢do de luz UV é um método de deteccao bastante
difundido em conjunto com HPLC pela simplicidade, mas € menos sensivel do que a
deteccao por fluorescéncia ou eletroquimica [100]. A deteccao eletroquimica é a mais
usada porque catecolaminas sdo facilmente oxidadas e convertidas a quinonas, tornando
a deteccdo sensivel e seletiva sem necessidade de derivatizacdo, mas a adsor¢ao de
interferentes na superficie do eletrodo de trabalho pode diminuir a sensibilidade [98,
100]. Esses métodos de determinagdo, quando aplicados diretamente, sem pré-
concentracao, tém detectabilidade limitada pela baixa concentragao fisioldgica das
catecolaminas e também pela complexidade das matrizes bioldgicas. Entdo, para
aumentar a sensibilidade e a seletividade, métodos de pré-concentracdo e preparo de

amostra devem ser utilizados [101].

3.1.2. Separacoes cromatograficas de compostos polares

Catecolaminas e similares sdo compostos polares e ionizdveis. Apesar de
compostos polares poderem ser separados por cromatografia liquida de fase reversa
(RPLC, reverse phase liquid chromatography), as catecolaminas sao muito pouco
retidas nas fases estaciondrias apolares. Entdo a separacdo simultanea de multiplas
catecolaminas de estrutura quimica parecida e seus precursores € metabolitos se torna
dificil [102].

Cromatografia liquida de interacdo hidrofilica (HILIC, hydrophilic interaction

liquid chromatography) é um técnica cuja seletividade pode ser complementar a RPLC,
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muito usada na separagao de compostos polares, fracamente adcidos ou basicos e foi
apresentada pela primeira vez por A.J. Alpert [107]. Na cromatografia HILIC uma fase
estaciondria polar € usada em combinac@o com fases mdveis bindrias aquosas-organicas
com alta porcentagem de solvente organico (Acetonitrila) e baixa porcentagem de dgua
[103]. Isso faz com que a 4gua, em menor quantidade do que o solvente organico, esteja
muito mais atraida pela coluna do que pelo interior da fase mével, formando uma
camada enriquecida de dgua na superficie da fase estaciondria. Entdo os analitos polares
sofrem parti¢ao entre a fase mével (composta de acetonitrila e 4gua) e dgua imobilizada
na superficie da fase estaciondria, por onde acessam com facilidade os poros e
interagem com os grupos polares da coluna, sendo fortemente retidos por ligagdes
hidrogénio, troca idnica ou dipolo-dipolo [102, 109]. Consequentemente a quantidade
de analitos na fase mével é muito menor do que a quantidade adsorvida na fase
estaciondria, resultando em alta retencao de compostos polares [103, 102]. O uso de
HILIC para separacdes de catecolaminas € bastante citado na literatura [99, 107, 108],
como no estudo de Sardella et al. em que eles estudaram a separacdo de DA e alguns de
seus metabolitos empregando uma coluna para o modo RP e uma para o modo HILIC
com deteccao UV, obtendo perfis de seletividade diferente com os dois modos [99].

Virios tipos de colunas foram usadas no modo HILIC para separacdo de
peptideos, proteinas, oligossacarideos e compostos naturais: silica nao modificada e
grupos polares ligados a superficie de silica como amino, amido, carbamato, diol,
poliol, poli (2- sulfoetil aspartamida) ou grupos zwitteridnicos, como a
sulfoalquilbetaina N,N-dimetil-N-metacriloil-oxietil-N-(3-sulfopropil) amo6nio betaina
(MEDSA) (Figura 39 a.), que tem o grupo amdnio quarterndrio carregado positivamente
e grupos sulfonicos carregados negativamente [103, 104, 117]. As propriedades

cromatograficas de materiais zwitterionicos diferem significantemente dos outros
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materiais i0nicos ou de troca ionica ligados na superficie da silica ou suporte de
polimero, porque a camada ativa contém ambas as cargas positivas e negativas
separadas por uma pequena cadeia carbdnica, e como os dois grupos carregados com
cargas opostas estdo em propor¢ao 1:1, existe uma carga total muito baixa. Como
resultado, a interacdo dos grupos zwitterionicos com os analitos polares é fracamente
eletrostdtica, combinada com a alta eficiéncia e seletividade das interagdes hidrofilicas
[117]. Apesar da baixa atragdo eletrostatica, sulfoalquilbetainas adsorvem fortemente a
agua por ligacdes hidrogénio, formando a camada de 4gua na superficie da fase
estaciondria que tem papel central no funcionamento do mecanismo HILIC [109].
Outro grupo zwitteridnico bastante utilizado em cromatografia é o das
fosforilcolinas (Figura 39 b.). Em compara¢do com sulfoalquilbetainas elas possuem o
grupo amonio quarterndrio carregado positivamente e o grupo fosfato negativo, com
arranjo espacial de cargas opostas, o que pode resultar em caracteristicas diferentes na
cromatografia HILIC [117]. A 2- metacriloil-oxietil fosforilcolina (MPC) e a MEDSA
(Figura 39) sdo derivados com grupo metacriloil-oxietil. Por serem de cadeia curta,
podem ser usados como mondmeros zwiterionicos para cromatografia HILIC em
colunas polares monoliticas a base de metacrilatos. Para a cromatografia HILIC o
tamanho da cadeia carbdnica deve ser curto para ndo aumentar a hidrofobicidade da

superficie [117].
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Figura 39: Estrutura da grupos zwitterionicos usados em cromatografia HILIC.
a)sulfoalquilbetaina MEDSA: N,N-dimetil-N-metacriloil-oxietil-N-(3-sulfopropil)
amonio betaina b) MPC: fosforilcolina 2-metacriloil-oxietil fosforilcolina
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A cromatografia HILIC é considerada como o melhor método de separacao para
ser combinado com espectrometria de massa com ionizacao por electrospray (ESI-MS),
que se tornou o detector padrdo em muitos campos analiticos como andlises clinicas e
aplicacdes bioanaliticas [116]. Os eluentes ricos em acetonitrila tipicos de HILIC
ajudam na formagao do spray e melhoram a eficiéncia de ionizagao, levando a um
ganho de sensibilidade. Extratos organicos de amostras, sobrenadantes de precipitacao
de proteinas e eluatos de extracdo em fase sélida podem ser injetados diretamente em
sistemas HILIC, enquanto na RP a evaporacio e reconstitui¢cdo em outro solvente €
necessdria, entdo sao eliminadas etapas demoradas de preparo de amostra ao usar o

modo HILIC acoplado com ESI-MS [116].

3.1.3. Seletividade em cromatografia HILIC

Os testes de seletividade cromatograficos caracterizam o sistema de separagao
completo, ndo somente a fase estaciondria, mas também a fase mével. Em fases moveis
aquosas-organicas, as interagdes polares sdo as principais no modo de separacao HILIC,
mas interacdes solvofébicas (interagdes dos grupos apolares do analito com a fase
estaciondria se o solvente nao for suficientemente apolar) também podem contribuir
para a retencdo. O mesmo ocorre no modo RP, em que alguma parte da retengao €
devido a interagdo com grupos funcionais polares. Entdo, para muitos sistemas, a
retencao total pode ser dividida entre contribui¢do do mecanismo HILIC e contribuicao
do mecanismo RP. [109].

O fator que distingue se um mecanismo é RP ou HILIC € a polaridade relativa
entre fase movel e fase estaciondria. Ao usar fases moveis de diferentes polaridades,
mecanismos duplos de retencdo, em que efeitos RP e HILIC contribuem

simultaneamente para a retencdo, comumente ocorrem na cromatografia de compostos
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polares em muitas fases estaciondrias quimicamente ligadas. Em sistemas RP com fases
moveis bindrias aquosas-organicas, a retencao diminui conforme a concentracao do
solvente menos polar (acetonitrila) aumenta, enquanto no modo HILIC a retencao
diminui com o aumento da concentragao do solvente mais polar (dgua).
Consequentemente, no grafico de fator de retencdo versus fragao de volume de dgua (k
vs pH>0), um minimo de reten¢cao no ponto mais baixo de uma curva em “forma de U”
corresponde a transi¢do do mecanismo RP para HILIC [109].

Para alguns compostos o minimo da curva em “forma de U” € bem baixo. O
formato e ponto minimo da curva em “forma de U” s@o altamente dependentes da
polaridade do analito e da fase estaciondria, portanto a caracterizacdo deve ser feita para
cada analito, podendo ser esperados diferentes curvas de retengao no gréafico k vs pH>O,
assim como diferentes composi¢des de fase mével que correspondem ao ponto minimo
[109].

Algumas equacdes de retenc@o foram propostas para descrever sistemas
cromatograficos de mecanismo duplo de retencao HILIC e RP, que sdo importantes para
a predicdo e otimizagao desses sistemas [103, 109, 110]. Um modelo bastante difundido
€ o apresentado na Equacdo 3, que descreve os efeitos da fragdo do volume de dgua
como solvente polar sobre os fatores de reten¢do numa ampla faixa de composicdo do

solvente aquoso-organico (<0,02 ¢H>0) [103, 109].

log k = a1 + mrp. pH20 — muLic . log pH>0 3)

Em concentragdes de dgua menores que 2% o mecanismo é quase totalmente

HILIC e o tempo sofre um aumento maior do que o previsto pela equagao. O parametro

mrp caracteriza o aumento do fator de retencao pelo efeito do aumento da concentragcao
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de 4gua na fase movel devido ao mecanismo RP em fases méveis ricas em 4gua,
enquanto muiLic corresponde a contribui¢cdo de d4gua para a diminuicao da reten¢do em
fases moveis altamente organicas (mecanismo HILIC). A constante do sistema, ai,
depende do soluto e do tipo do solvente organico. A Equacao 3 € semi-empirica e
descreve a curva em forma de U sobre a qual pontos experimentais comumente se
encaixam no grafico log k vs pH>0O, e com ela € possivel achar o ponto minimo da curva
em funcdo da composicao de dgua (@min = 0,434 muic /mrp ) [103].

Jandera e Stankov4 estudaram o efeito da composi¢ao da fase mével, preparada
offline com diferentes concentracdes de acetonitrila, na retencao e separagao de
sulfonamidas em colunas BIGDMA-MEDSA (BIGDMA = Bisfenol A Glicerolato
Dimetacrilato) que apresentavam mecanismo de retencao duplo RP-HILIC, e obtiveram
os parametros da Equacao 3 para cada analito com regressao ndo linear dos dados

experimentais, plotando as curvas no grafico log k vs pH>O (Figura 40).
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Figura 40: Efeito da fracdo de volume de dgua, pH>O, em fases moveis aquosas-
organicas sobre os fatores de retenc¢ao, k, de sulfonamidas em colunas monoliticas
BIGMA-MEDSA. Faixa de composi¢ao de acetonitrila: 15-98% [103]

As sulfonamidas foram retidas pelo mecanismo HILIC (baixo pH>O) e pelo
mecanismo RP (alto pH>0), sendo que os minimos das curvas em “forma de U” ficaram
entre 0,15 e 0,35 pH>0. A separacdo com fase mdvel composta de 90% ACN e 10%
H>O (Figura 41.a ) mostra separagao de cinco dos seis analitos no mecanismo HILIC,
com sobreposi¢ao dos picos 2 e 6 (Sulfanilamida e Sufatiazo). No mecanismo RP, a

separacgdo com fase mével 40% ACN e 60% H>O promoveu a separacao parcial das

sulfonamidas (Figura 41.b), com coelui¢do dos picos 1 e 3 (Sulfadimidina e Ftalazol).
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Figura 41: Separacdes de sulfonamidas na coluna BIGDMA-MEDSA. 1= 167
mm, id= 320 mm, a) 90% ACN, 10% H>0, 4,2 uL min’!, p= 2,9 MPa. b) 40% ACN,
60% H-0, 3,6 uL. min™, p= 8,1 MPa. UV detection at 214 nm. (1) Sulfadimidina, (2)
Sulfanilamida, (3) Ftalazol, (4) Sulfaguanidina, (5) Sulfacetamida, (6) Sulfatiazo [103]
As separagdes obtidas na Figura 41 podem ser consideradas complementares,
pois os analitos 1 e 3, que coeluem no modo RP podem ser separados no modo HILIC, e
os analitos 2 e 6 que sao sobrepostos no modo HILIC apresentam maior separa¢do no
modo RP [103].
As separagdes em sistemas RP e HILIC geralmente sao complementares porque
a reten¢ao nos dois modos € controlada por mecanismos diferentes que seguem direcdes

opostas, isso €, em sistemas HILIC a retencao aumenta com o aumento da polaridade da

amostra, enquanto no modo RP a reten¢do diminui com o aumento da polaridade da
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amostra, o que resulta na diferenca dos tempos de reten¢ao dos dois modos.
Frequentemente colunas HILIC e RP sao acopladas on-line em métodos de
cromatografia bi-dimensional (LC-LC) [111, 116], que utilizam a diferenca de
seletividade e padrdo de reten¢ao diferentes dos dois modos cromatogréficos, para que
utilizando-os em conjunto, possam ser separadas misturas de analitos complexas que
ndo conseguiriam ser separadas somente por apenas um modo cromatografico. A
abordagem de Jandera e Stankova foi chamada pelos autores de cromatografia bi-
dimensional offline, pois ao contrario de existirem duas colunas acopladas on-line, a
cromatografia bi-dimensional foi feita em uma tnica coluna com diferentes modos de
retencao, e para isso a coluna foi colocada em fase mével rica em acetonitrila para fazer
a caracterizacdo HILIC ou em fase movel rica em dgua para fazer a caracterizacao RP.
Com a informagao obtida dos perfis de seletividade diferente dos dois modos € possivel

determinar todos os componentes desse grupo de analitos [103, 109, 111].

3.1.4. Cromatografia HILIC com monolitos poliméricos

Monolitos poliméricos ainda foram pouco explorados para separacdes HILIC
[111], mas os relatos dessas aplicagdes vém crescendo. A falta de estudos em que
monolitos poliméricos foram aplicados no modo HILIC pode ser devido a menor
disponibilidade comercial de mondmeros hidrofilicos em comparagdo com mondmeros
hidrofébicos, a baixa solubilidade de muito deles nos solventes porogénicos comumente
utilizados, o que exige a otimizacdo da composi¢cao da mistura de polimerizacao [115],
e também a baixa capacidade de separacdo de moléculas pequenas devido a baixa
porcentagem de mesoporos.

Entretanto, atualmente muitas estratégias podem ser usadas para manipular a

estrutura porosa, € aumentar a proporcao de mesoporos (assim como a area superficial)
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de monolitos poliméricos para melhorar a performance na separagao para moléculas
pequenas, assim como foi explicado no item 1.4. do capitulo 1.

A porosidade, permeabilidade, seletividade e caracteristicas de retencdo de
colunas monoliticas compostas de sulfobetainas dependem da concentragdo do
monomero zwitteridnico, do tipo e da concentragdo do mondmero formador de ligagao
cruzada e da composic¢ao dos solventes porogénicos na mistura de polimerizagao [118].
Mondmeros e formadores ligacdes cruzadas com cadeias alquilicas maiores aumentam a
propor¢ao de mesoporos nas colunas de polimetacrilato, resultando na melhoria da
eficiéncia de separacdo para moléculas pequenas [118].

O efeito do formador de ligac@o cruzada foi avaliado por Stankov4 et al. [104].
Colunas compostas de MEDSA e formadores de ligagcao cruzada de diferentes tamanhos
e polaridades foram sintetizadas e a eficiéncia de separag¢ao de analitos pequenos no
modo HILIC foi maior para colunas compostas de dioxietileno dimetacrilato
(DIEDMA) e Bisfenol A Glicerolato Dimetacrilato (BIGDMA). Essas colunas
apresentaram alta reprodutibilidade das propriedades cromatograficas e repetibilidade a
longo termo em experimentos repetidos. Eles concluiram que a polaridade do formador
de ligacao cruzada € mais importante do que o tamanho da cadeia carbonica para
aumentar a proporcao de mesoporos do monolito final, por que com o aumento da
polaridade os formadores de liga¢do cruzada ajudam na solvatacao do esqueleto
monolitico e aumentam a acessibilidade das moléculas pequenas aos poros internos
[104].

Um estudo foi feito com monolitos altamente apolares de poliestireno-co-divinil
benzeno (PS-DVB) com introdu¢do de uma camada monolitica zwitterionica apos
reacdo de hiper-crosslinking, produzindo uma coluna capaz de separacdes em condic¢des

HILIC [119]. Colunas monoliticas com monomeros metacrilatos incorporados sao mais
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polares e facilitam a adsorcdo de solventes polares, o que facilita a formagao da camada
aquosa superficial para particio no mecanismo de retencao HILIC [118].

O preparo de monolitos € relativamente simples e pode ser explorado para
preparar monolitos em série. Por exemplo, com o preparo de varios monolitos com
porcentagens diferentes do mondmero zwitterionico MEDSA e composi¢des diferentes
de solventes porogénicos bindrios ou tercidrios na mistura reacional foi possivel fazer
um estudo da influéncia desses dois fatores na seletividade de separagdao de moléculas
pequenas sob o modo HILIC [120].

A modificagdo por UV grafting permite otimizar o monolito e depois fazer o
grafting do mondmero hidrofilico na superficie do mesmo, contornando o problema da
insolubilidade de mondmeros polares em solventes porogénicos organicos apolares
[18]. Outra caracteristica € que, uma vez um monolito base € otimizado, varios
monolitos podem ser rapidamente preparados em laboratério seguindo a mesma receita,
resultando em colunas com pouca variacdo das propriedades morfoldgicas, mecanicas e
de resisténcia ao fluxo. Entdo, monolitos parentais podem ser modificados com
diferentes grupos hidrofilicos para avaliar somente o efeito da modificacdo com esse
grupo na separagao, ja que as propriedades porosas dos monolitos vao ser as mesmas
[105, 18]. Quando € necessario produzir essas colunas na escala micro, os monolitos
poliméricos também té€m a facilidade de dispensar o processo de empacotamento de
particulas pequenas em diametros pequenos dos capilares, pois sao obtidos com a
polimerizacdo in situ a partir dos precursores liquidos na mistura reacional. Outros
problemas de colunas empacotadas também sao contornados, como necessidade de

filtros retentores, alta pressao e instabilidade da silica em pHs extremos [115].
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3.1.5. Sistemas miniaturizados de cromatografia

A miniaturizacio € uma tendéncia em varias dreas da ciéncia e tecnologia,
especialmente na instrumentacio de quimica analitica [122]. O conceito de diminui¢do
das dimensdes do sistema cromatografico, inclusive da coluna de separacao, levou ao
surgimento de técnicas de cromatografia miniaturizadas como Cromatografia Liquida
Capilar (CLC) e da Nanocromagrafia Liquida (nano-LC). A nomeacao dessas técnicas é
feita de acordo com o diametro interno das colunas capilares e das vazdes utilizadas.
Quando capilares de diametro interno de 100 a 320 um e vazdo entre 1 e 100 uL min™!
sao utilizadas a técnica é nomeada de CLC, enquanto quando os capilares t€m diametro
menor do que 100 um e vazio entre 50 e 800 nL min™!' a técnica é nomeada nano-LC
[121].

Ao fazer a cromatografia em tubos de dimensdes reduzidas alguns beneficios
sao alcangados em relagdo a cromatografia convencional: O tempo de anélise € menor, a
quantidade de residuo € drasticamente reduzida pelo baixo consumo de solventes e
amostra e o sistema € facilmente acoplado a MS pela compatibilidade da vazao, que é
menor [121]. Além disso, o didmetro reduzido ajuda a evitar a dispersdo da banda do
analito na coluna de duas maneiras: diminui o volume de fase mével em contato com a
amostra, o que diminui a diluicdo do pico cromatogréfico e limita a quantidade de
caminhos preferenciais possiveis que o analito pode adotar dentro da coluna,
diminuindo a contribuicao dos caminhos multiplos (coeficiente de difus@o turbilhonar)
na dispersao das bandas cromatograficas. Entao, separa¢des mais eficientes
normalmente sdo obtidas. A sensibilidade, entretanto, ndo é considerada alta nos
métodos capilares apesar da dilui¢do de amostra em fase mével ser baixa, devido ao

volume de amostra injetado também ser baixo (10-60 nL) [122]. A redu¢@o do consumo
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de solvente torna o custo menor, principalmente se a fase mével for composta de
solventes organicos caros, e esses métodos ambientalmente mais corretos [121].

Em CLC ou nano-LC, o volume extra-coluna deve ser reduzido para a eficiéncia
de separagdo ndo ser comprometida pela dispers@o da banda cromatografica em outros
componentes do sistema. Isso € feito ao empregar componentes do sistema (como
bombas, tubos, conexdes, colunas, injetor, celas de detec¢do) menores possiveis, que
tenham volume interno pequeno, porque em cada conexao entre os componentes (injetor
— coluna e coluna — detector) existe um volume morto relacionado que promove a
dispersdo de banda. A instrumentac¢ao € disponivel comercialmente fornecida por alguns
fabricantes; a fase mével € operada em modo de elui¢do isocratica ou gradiente.
Bombas de sistemas convencionais frequentemente sao adaptadas em laboratério para
sistemas miniaturizados com o uso de um adaptador (flow splitter) que divide o fluxo da
bomba de HPLC convencional para o valor desejado, reduzindo a vazao da ordem de
mL min! para uL min! [121]. Quando a elui¢iio é isocritica o flow splitter pode
redirecionar o fluxo de fase mével que foi desviada (que nao foi enviada para a coluna)
de volta para o recipiente de fase mével, o que diminui bastante o seu consumo. A

Figura 42 mostra um sistema de nanocromatografia montado em laboratério.

Fluxo desviado

Fase N

UV-VIS
bomba HPLC ’ Valvula de
Flow injecao
splitter®
\ o
Coluna Capilar I
Descarte

peek 127 um - 50 em
Figura 42: Instrumento de nano-LC montado em laboratério (Adaptado da Referéncia
121)
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As colunas capilares mais usadas em CLC ou nano-LC sao empacotadas com
particulas baseadas em silica com diferentes modifica¢des quimicas. Atualmente a
viabilidade do uso de monolitos poliméricos como recheio de colunas capilares ja foi
demonstrado por diversos grupos de pesquisa, e sdo empregadas em muitas aplicacdes
[121]. Como comentado algumas vezes nesse trabalho, os monolitos sdo melhores
adaptados a colunas capilares do que particulas por dispensarem empacotamento, filtros
retentores e resultarem em pressdo baixa, mais compativel com sistemas miniaturizados.
Com monolitos em colunas capilares, além da polimerizacdo iniciada termicamente, ela
pode ser fotoiniciada por luz UV. Para isso, o tubo deve ser feito de material
transparente para nao impedir o acesso da luz ao iniciador radicalar fotossensivel
presente na mistura reacional, o que € feito ao usar capilares de silica fundida recobertos
de Teflon, em vez dos comumente utilizados, recobertos de poliimida [18]. Apds a
sintese, pode haver uma etapa de modificacao por UV graphting para enxertar
monomeros em setores delimitados da coluna com o uso de uma méscara UV para
bloquear a luz em setores que nao é desejado fazer a modificacdo. Os detalhes da

modificacdo por UV graphting foram discutidos no item 1.4.5. do Capitulo 1.
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3.2. OBJETIVOS

O objetivo desse trabalho foi avaliar a separacdo de alguns neurotransmissores, seus
metabolitos e precursores (Dopamina, Epinefrina, Norepinefrina, L-DOPA, Tiramina,
DOPAC e Acido Homovanilico) em amostras sintéticas por Nanocromatografia liquida,
feita com colunas poliméricas em formato capilar. As colunas eram baseadas em
polimetacrilatos, compostas pelo mondmero formador de ligacdes cruzadas dioxietileno
dimetacrilato (DiEDMA) e mondmero zwitterionico funcional N,N-dimetil-N-
metacriloil-oxietil-N-(3-sulfopropil) amonio betaina (MEDSA), e apresentavam
mecanismo de retencao hidrofilico (HILIC) ou de fase reversa (RP) de acordo com a
composi¢do da fase mével bindria aquosa-organica. Foi feita a caracterizagao
cromatogréfica da coluna em uma ampla faixa de composicao da fase mével aquosa-
organica e avaliada a mudanga de seletividade entre os modos, assim como a
possibilidade de separagcdo dos compostos pelo mecanismo duplo. Apds a
caracterizacao, a coluna foi modificada por UV grafting do mondmero zwitteridnico 2-
metacriloil-oxietil fosforilcolina (MPC) com o intuito de aumentar a densidade de sitios
polares na superficie do monolito que participam dos processos cromatograficos e assim
alterar a retencdo e seletividade obtida com o monolito na cromatografia HILIC. As
mudangas na retencio e na seletividade da coluna foram avaliadas teoricamente pelo

modelo de retencdo duplo e por dados experimentais.
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3.3. PARTE EXPERIMENTAL
3.3.1. Materiais

Capilares de silica fundida recobertos com Teflon® de didmetro interno 100 um
foram obtidos da Agilent (Palo Alto, CA, USA). 3- (trimetoxisilil) propil metacrilato
(MPTS), hidréxido de sédio, acido cloridrico, acido trifluoroacético (TFA), 1,4-
butanodiol e azobisisobutironitrila (AIBN) foram comprados da Fluka (Buchs, Suica).
1-propanol, dioxietileno dimetacrilato (DIEDMA), N,N-dimetil-N-metacriloil-oxietil-N-
(3-sulfopropil) amonio betaina (MEDSA), benzofenona (BP), 2-metacriloil-oxietil
fosforilcolina (MPC), tolueno e metanol foram comprados da Sigma-Aldrich. Padrées
de catecolaminas: dopamina, epinefrina, norepinefrina, L-3,4-dihidroxifenilalanina (r-
DOPA), tiramina, acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) e acido homovanilico
também foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MI, USA) na maior pureza
disponivel. Acetonitrila para a fase mével do HPLC foi adquirida da Merck (Darmstad,
Alemanha). Agua desionizada redestilada foi usada para preparacio de amostras e fases

moveis.

3.3.2. Preparo das colunas capilares monoliticas de polimetacrilato

Primeiramente os capilares de silica fundida foram lavados em sequéncia com
acetona, dgua, NaOH 0,2 mol L! por 30 minutos, novamente dgua até neutralizar o pH,
entdo com HC1 0,2 mol L! por 30 minutos, e finalmente com etanol. Entao a superficie
interna foi ativada com a purga da solugao 40 % (v/v) de 3- (trimetoxisilil) propil
metacrilato em etanol 95 % (com o pH ajustado para 5) durante 3 horas. O capilar foi
finalmente purgado com etanol, seco com fluxo de gas N, e estabilizado por 24 horas

em temperatura ambiente antes da polimerizacao.
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As misturas de polimerizac¢do foram preparadas com a dissolu¢@o dos
mondmeros em misturas tercidrias de solventes porogénicos que continham agua. A
mistura reacional foi composta de 20 % N,N-dimetil-N-metacriloil-oxietil-N-(3-
sulfopropil) amonio betaina (MEDSA), 15 % dioxietileno dimetacrilato (DIEDMA),
25% 1,4- butanodiol, 15 % dgua e 1% Azobisisobutironitrila (AIBN) em relacdo a
massa de mondmeros.

Os capilares de silica fundida com as paredes internas modificadas foram
preenchidos com a mistura de polimerizag¢ao, ambas as extremidades foram seladas com
tampas de borracha, e os capilares foram mantidos por 20 horas a 60° C em um
termostato com ar circulado. Apds a polimerizag¢do, ambas as extremidades foram
cortadas, a coluna monolitica capilar foi lavada com acetonitrila e finalmente com fase

movel.

3.3.3. Modificacao por UV grafting

O monolito base foi purgado com o fotoiniciador benzofenona na concentracao
5% (m/m) em metanol sob vazio de 0,5 uL min! por 30 minutos. As extremidades do
capilar foram seladas com tampas de borracha para prevenir o fluxo ou evaporagao, e o
capilar foi exposto a luz UV. Quando a coluna foi modificada pela metade uma mascara
UV foi inserida na metade do comprimento da coluna para que a regido escura nao fosse
modificada. Apds o fotografting do iniciador sozinho, o monolito foi lavado com
metanol na vazdo de 0,5 uL min™' por 20 minutos para remover o iniciador ndo
enxertado. Em seguida uma solu¢ao 20% (m/m) de 2-metacriloil-oxietil fosforilcolina
(MPC) em metanol foi purgada pela coluna sob a vazio de 0,5 uL min™ por 30 minutos.
A coluna foi entdo selada e exposta a radiagcdo UV com diferentes tempos de exposi¢ao

(10 ou 30 minutos) nas mesmas regides que haviam sido previamente expostas na
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primeira etapa. O monolito foi entdo lavado com dgua na vazio de 0,5 uL min™! por 60

minutos para remover o mondmero hidrofilico nao retido.

3.3.4. Instrumentacio

As exposicdes UV foram feitas com o equipamento UVP CL-1000 Ultraviolet
Crosslinker com o comprimento de onda de 254 nm (Analytik Jena, Upland, CA, USA).
Solu¢des foram bombeadas pelos capilares usando bomba de seringa NewEra NE-4000
(New Era Pump Systems, Farmingdale, NY, USA).
Um sistema de Nanocromatografia liquida foi montado em laboratério a partir de (i)
uma bomba de elui¢do isocratica de HPLC: SpectraSYSTEM P1000 fabricada pela
Thermo Separation Products (Waltham, MA, USA); (ii) uma valvula “Flow splitter”
QuickSplit™ (Analytical Scientific Instruments, Richmond, CA, USA); (iii) uma nano-
vdalvula de inje¢cdo com um loop interno de amostra de 4 nL. (Valco, Houston, USA)
comutada eletricamente; (iv) um detector UV de comprimento de onda varidvel LCD
2083 usando uma cela de fluxo feita de um capilar de silica fundida com de 50 um
diametro interno (ECOM, Praga, Republica Tcheca); (iv) um computador equipado com
software cromatografico Clarity Data para Windows (Data Apex, Praga, Republica
Tcheca). As colunas capilares foram conectadas ao detector via jungdes capilares de

volume zero feitas de PTFE.

3.3.5. Métodos

Solugdes estoque de 1 mg mL"! de cada soluto foram dissolvidas na fase mével e
diluidas a concentragdes nas quais a resposta do detector fosse de intensidade adequada.
Amostras de 4 nLL foram injetadas em todos os experimentos. Fases méveis pré-

misturadas compostas de acetonitrila e 4gua com adi¢dao de TFA 0,1 % foram usadas em
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experimentos isocraticos. Todas as fases méveis foram filtradas por um filtro 0,45 um e
degaseificadas antes do uso. A vazao da fase movel foi ajustada na faixa de 0,25 a 1 uLL
min’!, conforme apropriado, e foi controlada usando um crondmetro e uma microbureta

calibrada de 100 pL.

O tempo de retardamento da fase mével (tm) foi determinado com a eluicdo do
tolueno em acetonitrila 95%. Todos os experimentos cromatogréaficos foram realizados
a temperatura ambiente e repetidos pelo menos em triplicata. Os tempos de retencdo e
larguras de pico a meia altura nas fases méveis contendo de 5 a 95% de acetonitrila
foram avaliados pelo software de andlise de dados Clarity Data (Data Apex, Praga,
Reptiblica Tcheca) e usados para o calculo dos fatores de retencdo, k = (tr — tm) tm™), €

outras caracteristicas da coluna.
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3.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1. Desenvolvimento da coluna monolitica polimérica zwitterionica

Essa parte do trabalho foi realizada sob orientagao do Professor Jiri Urban, na
Faculdade de Ciéncias, Universidade Masarykova, Brno, Reptiblica Tcheca. As colunas
utilizadas nesse trabalho foram desenvolvidas pelo professor em trabalhos prévios [104,
120]. O desenvolvimento se deu em duas etapas: na primeira etapa foi otimizada a
obtencao do monolito feito de MEDSA e EDMA para aplicagdo no modo HILIC de
compostos polares [104]. Na segunda etapa o monomero formador de liga¢do cruzada
do monolito previamente otimizado foi substituido no preparo da mistura reacional por
outros metacrilatos formadores de ligacdo cruzada de diferentes tamanhos e polaridades
[120].

No primeiro trabalho [104], colunas foram preparadas com diferentes
propor¢des do mondmero zwitterionico (MEDSA) em relagdo ao mondmero formador
de ligacao cruzada (EDMA), dissolvidos em misturas porogénicas compostas de 1,4-
butanodiol, 1-propanol e 4gua em diferentes propor¢des [104]. Nessa etapa os fatores
importantes na otimizacao foram: (i) a porcentagem de MEDSA na composicao, o que
teve influéncia direta na eficiéncia de separagao de compostos modelo (tolueno, uracila,
tioureia e fenol), ja que nas colunas feitas com maior porcentagem de MEDSA a
eficiéncia foi maior e a permeabilidade foi menor (o que sugere uma maior propor¢ao
de mesoporos em relacdo a poros de fluxo nas colunas preparadas com maiores
porcentagens de MEDSA); (ii) A composi¢do da mistura porogénica, que deveria
solubilizar a maior quantidade possivel de mondmero, ja que quanto mais monomero
pode ser solubilizado mais MEDSA pode ser incorporado na estrutura, garantindo assim
uma fase estaciondria mais polar para separacdes no modo HILIC. Além disso, a

composi¢do da mistura porogénica afeta os processos de separacdo de fase para prover
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um monolito de suficiente permeabilidade [104]. Agua foi usada em todas as misturas
porogénicas porque foi observado que era essencial para solubilizar o MEDSA, que é
um mondmero pouco solivel em fase organica, por isso as misturas de solventes
porogénicos foram tercidrias que continham 4gua [104].

Os critérios para a escolha do monolito que serviu de base para a segunda etapa
do desenvolvimento foram permeabilidade e eficiéncia suficientemente altas e alta
retencdo no modo HILIC. A mistura reacional composta de 20% MEDSA, 15% EDMA,
25% 1,4-butanodiol, 25% 1-propanol e 15% agua foi a escolhida.

No segundo trabalho [120], o formador de liga¢des cruzadas EDMA usado na
composi¢ao do monolito otimizado na primeira etapa foi substituido, colocando o
monomero zwitterionico MEDSA em combinag¢do com varios metacrilatos formadores
de ligacdo cruzada diferindo em tamanho e polaridade (Figura 43). A coluna composta
de EDMA otimizada no primeiro trabalho também foi incluida no segundo trabalho

[120].
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Figura 43: Estrutura dos mondmeros metacrilatos formadores de ligacao cruzada
utilizados em conjunto com o MEDSA: (1) etileno dimetacrilato, n=1 (EDMA); (2)
tetrametileno dimetacrilato, n=2; (BUDMA); (3) hexametileno dimetacrilato, n=3
(HEDMA); (4) dioxietileno dimetacrilato, n=2 (DiEDMA); (5) pentaeritrol triacrilato;
(6) bisfenol A dimetacrilato (BIDMA); (7) bisfenol A glicerolato dimetacrilato
(BIGDMA); (8) N,N-dimetil-N-metacriloil-oxietil-N-(3-sulfopropil) amdnio betaina
(MEDSA) [120]

A razdo da concentracdo do MEDSA (20%) em relacdo ao formador de
ligacOes cruzadas (15%) foi mantida constante, € a mesma composic¢ao do solvente
porogénico (25% propanol, 25% 1,4-butenodiol e 15% agua) (+1% do iniciador

azobisisobutironitrila) foram empregadas na polimerizacdo iniciada termicamente, para
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permitir a comparacao direta das caracteristicas porosas, eficiéncia, retencio e
seletividade.

A Figura 44 mostra as imagens de microscopia de varredura eletronica (MEV)
das colunas monoliticas de DIEDMA e BIGDMA, que forneceram as melhores
separagdes no modo HILIC [120]. As colunas exibiram permeabilidade de 1,52 x 10"
(DIEDMA) e 2,88 x 1014 (BIGDMA), calculadas pela Lei de Darcy (Equagio 2). A
estrutura dos monolitos € bastante similar, mas a coluna de BIGDMA tem

microglébulos com formato mais regular [120].

200x 500x 2000x
Figura 44: Imagens de MEV das colunas monoliticas preparadas com os
mondmeros formadores de ligacdo cruzada (A) dioexietileno dimetacrilato; (B) bisfenol
A glicerolato dimetacrilato [120]

Os monolitos passaram por caracterizagdo com estudos de curvas de exclusdo de
tamanho para determinar a porcentagem de mesoporos em relagdo a porcentagem de
macroporos. Também foram caracterizados com relacdo a eficiéncia de separacdo de

moléculas modelo de baixo peso molecular com diferentes polaridades (tolueno e fenol,
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apolares; uracila e tioureia, bastante polares). Os monolitos plausiveis para separacao de
moléculas pequenas foram os compostos de DIEDMA e BIGDMA, que sao mondmeros
polares (o grupo dioxietileno que € presente no DIEDMA e as hidroxilas do BIGDMA
fazem a polaridade deles serem maiores do que os metacrilatos com grupos metilénicos
ou aromdticos [120]). A maior polaridade desses mondmeros foi relacionada como um
fator influente no processo de transferéncia de fase no comeco da polimerizagao (mais
influente do que o tamanho da cadeia) e que levou a formagdo de maior quantidade de
mesoporos do que os metacrilatos menos polares, conforme verificado pelas curvas de
exclusdo de tamanho. As colunas apresentaram mecanismo duplo de retencao RP-
HILIC, e a eficiéncia de separacdo de tolueno, fenol, uracila e tioureia sob o modo
HILIC foi maior para essas duas colunas do que para os monolitos andlogos preparados

com metacrilatos menos polares para formacao de ligacdes cruzadas [120].

3.4.2. Aplicacio da coluna poli(MEDSA-co-DiEDMA) na separacao de
neurotransmissores, seus metabolitos e precursores
Nos trabalhos em que a coluna foi otimizada, duas colunas compostas com

DiEDMA e BIGDMA que exibiam mecanismo de retencao misto, foram caracterizadas
e resultaram em separacdes HILIC eficientes de compostos polares de baixa massa
molecular [104, 120]. A escolha da coluna composta de DIEDMA em preferéncia ao
BIGDMA se deu porque o mondomero BIGDMA ¢é muito viscoso, sendo muito dificil
pesé-lo apropriadamente.

A curva em “forma de U” obtida em colunas com mecanismo misto depende
muito da polaridade do analito, sendo que analitos polares normalmente apresentam
maior retencao no modo HILIC, e o minimo da curva € mais proximo de altas

concentracoes de dgua [104]. A alta reten¢do no modo HILIC normalmente resulta em
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maior capacidade de separacao de analitos polares que sao dificilmente separados por
RP.

A coluna otimizada foi aplicada na separacdo por cromatografia HILIC de
dopamina (DA), epinefrina (E), norepinefrina (NE), tiramina (TIR), acido L- 3,4-
fenilacético (L-DOPA), Acido (DOPAC) e 4cido homovanilico (HA),
neurotransmissores, alguns de seus metabdlitos e precursores, um grupo de analitos cuja
separacdo ainda nao havia sido experimentada com essa coluna. Em seguida o monolito
politMEDSA-co-DiEDMA) foi modificado por UV grafting em duas etapas pela
exposi¢ao do monolito (previamente modificado com iniciador benzofenona) a luz UV
na presenca do mondmero zwitteridnico 2-metacriloil-oxietil fosforilcolina (MPC), o
que foi possivel com o uso do capilar recoberto de Teflon para garantir transparéncia.
Depois de feita a modificagdo foi avaliada a mudanga nos perfis de seletividade e
retencao pos-modificacdo, o que também é parte da inovagao desse trabalho.

A modificagdo por UV grafting do MPC tem como objetivo aumentar a
densidade de grupos zwitteridnicos na superficie do monolito. O monémero
zwitteridnico MEDSA € usado na polimerizacdo termicamente iniciada para constituir o
interior do polimero e pode estar inacessivel ao solvente, ja com o UV grafting o
monolito deve apresentar maior polaridade na sua superficie. A modificacdao por UV
grafting foi feita de trés maneiras: modificacdo da metade do comprimento da coluna
(com o uso de uma mascara UV) durante 10 minutos (Coluna 2), modifica¢do de todo o
comprimento da coluna durante 30 minutos (Coluna 3) e modifica¢do de metade do
comprimento da coluna por 30 minutos (Coluna 4). As colunas utilizadas nesse trabalho
receberam as nomeagdes assinaladas, além de Coluna 1, o monolito base ndo
modificado. Ao serem conectadas no cromatdgrafo, a extremidade modificada da coluna

era conectada na entrada do fluxo.
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Os fatores de retencdo para os compostos foram determinados com as quatro
colunas, alterando as fase mdveis previamente misturadas em composi¢des variaveis
numa ampla faixa de concentracio de acetonitrila aquosa (5-95%) para obter a curva em
“forma de U” para cada composto e, através da regressao nao linear dos pontos
experimentais obtidos, encontrar os coeficientes ai, mrpe muiLic que melhor ajustam os
dados experimentais ao modelo de retencao mista HILIC-RP (equagdo 3) para cada
composto. Alguns compostos eram muito retidos em concentragdes altas de acetonitrila
e, por isso, algumas curvas foram determinadas na faixa de 10-95% ou 15-95%. Em
seguida foi feita a separagao dos sete analitos em cada uma das colunas.

A Figura 45 mostra o efeito da composi¢ao da fase movel sobre a retengao dos
compostos no monolito base (Coluna 1), e em seguida a Tabela 7 contém todos os
coeficientes encontrados para todas as colunas utilizadas nesse trabalho. Os pontos no
grafico representam os pontos experimentais e as linhas sdo as curvas obtidas pela
regressao nao linear. Para todos os analitos as curvas mostram o ponto minimo tipico do
comportamento de retencao duplo, ou seja, diminuindo com aumento da concentracao
de dgua de 20 a 65 % na fase mével (modo HILIC) e entdo aumentando a retengdo com
o aumento da concentracdo de dgua (modo RP). De maneira geral as medidas tiveram
variagdes significativas do modelo, evidenciado pelos valores nao muito altos dos
coeficientes de correlacdo, provavelmente devido a desvios experimentais na faixa de
altas concentragdes de acetonitrila, em que a inclinac@o € muito alta. Entretanto a Figura
45 mostra que o modelo pode ser usado para estimar aproximadamente os efeitos da
fase mével sobre as retengdes nos sistemas de mecanismo duplo HILIC-RP.

O acido homovanilico (HA) é o mais retido sob o mecanismo RP e o menos
retido no modo HILIC, enquanto dopamina, epinefrina, L -DOPA e norepinefrina sao

bastante retidos no modo HILIC e ndo apresentam aumento da retencado com aumento

133



log k

de concentragdo de H>O, o que ilustra a baixa contribui¢do de interacdes hidrofébicas na
retencao na faixa de fases moveis do modo RP. O DOPAC apresenta retengdo tanto em
altas concentragdes de dgua como de acetonitrila, sugerindo que o composto tem carater
polar e apolar. Tiramina permanece relativamente pouco retida por toda faixa de

concentracdo, com um pequeno aumento na faixa HILIC.
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Figura 45: Efeito da concentracdo de H>O nas fases mdveis aquosas-organicas
sobre os fatores de retengao, k, de neurotransmissores na Coluna 1, coluna poli
(MEDSA-co-DiEDMA) ndo modificada. Faixa de composi¢ao: 5-95% acetonitrila
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Tabela 7: Parametros a1, mgp € muiic que melhor ajustam os dados experimentais a Equacao 3 e os
respectivos coeficientes de correlacdo, R2, para neurotransmissores nas colunas monoliticas Coluna 1,
Coluna 2, Coluna 3 e Coluna 4 na faixa de composicao 5 — 95% de H>O da fase mével aquosa-organica

RZ

Coluna ai mgp MHAILIC Pmin
HA COL 1 -2,01 £0,51 3,05 £0,62 1,12 +0,45 0,910 0,160
COL2 -2,50 £ 0,60 3,58 £0,66 2,05 +£0,58 0,922 0,248
COL3 -2,16 £0,50 3,07 £0,59 1,63 £0,52 0,928 0,228
COL4 -4,10 £ 0,81 5,25 +0,91 3,77 £0,91 0,934 0,311
TIR COL 1 -1,36 + 0,16 1,50 £ 0,19 1,07 £0,14 0,905 0,311
COL2 -2,04 +0,31 2,02 +£0,36 1,87 £0,31 0,844 0,401
COL 3 -1,04 £ 0,17 0,87 +£0,19 0,86 £ 0,17 0,805 0,429
COL4 -2,75 +£0,33 2,94 +0,37 2,71 £0,37 0,924 0,400
DOPAC COL 1 -2,12+0,43 3,12 +0,52 1,96 £ 0,38 0,854 0,272
COL 2 -1,93 £ 0,31 2,98 +0,36 1,88 £ 0,31 0,955 0,274
COL3 -1,98 £ 0,25 2,97 £0,28 1,97 £0,25 0,966 0,288
COL4 -3,05 £ 0,37 4,28 +0,82 3,20+0,41 0,975 0,324
DA COL 1 -1,51 £ 0,21 1,72 +£0,28 1,76 £ 0,21 0,943 0,443
COL 2 -1,92 £ 0,21 1,90 £ 0,27 2,09 £0,23 0,946 0,478
COL 3 -1,65 +0,23 1,62 £ 0,27 1,87 £0,24 0,941 0,500
COL 4 -2,79 £0,34 3,02 +0,38 3,32 +£0,32 0,942 0,477
E COL 1 -2,92 +0,12 2,07 +£0,13 2,33 +£0,11 0,991 0,489
COL2 -1,81 £ 0,23 1,69 +0,26 2,12 +£0,23 0,964 0,544
COL3 -1,55 £0,29 1,37 £ 0,33 1,90 £ 0,29 0,946 0,600
COL 4 -2,62 £0,29 2,71 £0,33 3,97 £0,57 0,965 0,519
L-DOPA COL1 -1,54 +£0,5 1,50 £ 0,56 2,26 £0,50 0915 0,655
COL 2 -1,81 +£0,3 1,50 £ 0,32 2,26 £0,28 0,967 0,655
COL 3 -1,37 £ 0,25 1,33 +£0,30 2,12 +£0,26 0,974 0,695
COL 4 -2,94 £0,51 2,83 £0,58 3,97 £0,57 0,957 0,609
NE COL 1 -1,71 £0,12 1,80+ 0,11 2,44 £ 0,10 0,996 0,590
COL 2 -1,74 £ 0,26 1,66 + 0,30 2,39 £0,26 0,974 0,623
COL 3 -1,43 £ 0,17 1,36 £ 0,20 2,14 £0,18 0,987 0,605
COL 4 -2,74 +0,44 2,89 +£0,56 3,78 £0,56 0,944 0,566

Coeficientes calculados para a Equagdo 3: log k = a1 + mrp . pH20 — munic . log pH2O

Ponto minimo calculado por ¢min = 0,434 muiLic /mrp

COL 1 = Monolito base nao modificado; COL 2 = Monolito modificado pela metade com MPC
por luz UV por 10 minutos; COL 3 = Monolito modificado inteiro com MPC por luz UV por
10 minutos; COL 4 = Monolito modificado pela metade com MPC por luz UV por 30 minutos
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Com os parametros encontrados para as curvas que descrevem valores de log k
em funcdo da composicdo da fase mével (logk vs pH20), as curvas de fator de retencao
em funcdo da composicdo da fase mével para cada composto sdo prontamente obtidas
com a fung¢ao antilogaritmica da curva em “forma de U” (k vs pH20). Os valores
tedricos de k podem ser usados para calcular a resolucdo em fungdo da concentragao de

H>O entre todos os picos dos analitos contidos na mistura pela equagao:

Rz = 5 (552)- (5%) ®

4 kq 1+ kq

em que N € o nimero de pratos que foi obtido com o pico do tolueno em 95%
acetonitrila, calculado em 3000 pratos (N=5 AS4(t/wn)?, te= tempo de retengao e wh €
largura de pico a meia altura). As curvas de resolugdo (Figura 46) apresentam um
aumento perto da regido composta de H>O na fase mével menor do que 20%, o que
significa que nessa regido a quantidade de acetonitrila € alta o suficiente para que
compostos polares sejam adsorvidos sobre a fase estaciondria polar no modo HILIC e a
resolucdo entre os picos aumenta, enquanto que no modo RP também ha um aumento na
resolucao de alguns picos devido a retencao quando a concentracao de dgua € alta para
promover interacdes solvofobicas, mas € um aumento muito menor pela elevada

polaridade dos analitos, e muitos picos nao se resolvem.
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Figura 46: Curvas de resolucdo tedrica entre cada pico da mistura de neurotransmissores

calculadas em func¢do da concentracido de H2O na fase mdvel, obtidas pela Equacao 4
com os fatores de reten¢do obtidos no experimento da Figura 45

Para avaliar quais s@o os analitos que apresentariam maior dificuldade de
separacdo, o grafico é aproximado para a regido de resolucdo igual a 1, a resolucdo em
que a sobreposicdo entre os picos € pequena (aproximadamente 4% [123]) e os analitos
podem ser determinados (Figura 47).
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Figura 47: Curvas de resolucdo tedrica entre cada pico para o monolito base (Coluna 1),
com “zoom’ na regido de resolu¢do igual a 1, em que a linha preta pontilhada mostra a
resolucao com esse valor, acima da qual dois picos da mistura estdo resolvidos e abaixo
nao podem ser determinados devido a sobreposi¢ao
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Acompanhando a linha pontilhada que mostra a resolucao de valor 1, é possivel
notar que em concentracdes de HoO maiores do que 15% nas fases moveis aquosas-
organicas varias sobreposi¢des de picos ocorrem. Entdo separagdes com fases moveis
com concentragdes de H>O maiores do que 15% nao permitiriam a leitura confidvel dos
picos referentes aos analitos desse sistema. No entanto, o ponto vermelho destacado na
Figura 47 mostra a composi¢ao de fase mdvel aquosa-organica a partir da qual, com
aumento da concentragcdo de acetonitrila, a curva de resolucao entre a L-DOPA e
norepinefrina (R (L-DOPA, NE) a curva verde apontada no grafico), que teoricamente
ndo seria resolvida com concentracdes mais a direita do gréfico, deixa de ter valor
menor do que 1, portanto teoricamente em concentracdes de acetonitrila iguais ou
maiores que 85% nas fases méveis aquosas-organicas todos os picos desse grupo de
analitos estariam resolvidos com resolucdo pelo menos 1. Essa abordagem foi til para
diminuir o esforco em determinar a fase mével que promoveria a separacao, além de
mostrar que no modo RP a separacdo nao poderia ser feita para esses analitos. Algumas
misturas de analitos polares podem ser separados tanto no modo RP como no modo
HILIC com seletividades diferentes, o que foi o caso no exemplo mostrado no item
3.1.3, mas ndo estava claro se para esse sistema, composto de um grande nimero de
analitos de polaridade diferentes, seria possivel a separacdo de todos os analitos, tanto
no modo HILIC como no modo RP, até que as curvas de resolu¢ao mostraram que no
modo RP ha muita sobreposicao de picos. Entdo, além de evitar o preparo fases mdveis
com altas concentracdes de dgua para tentar alcangar a separagao, essa abordagem
mostrou que em concentracdes proximas da regido de 85% de acetonitrila a separagao
poderia ser feita no modo HILIC. De fato, essa medida € uma aproximacao, por ser
propensa aos erros do modelo sob altas concentragdes de acetonitrila, e a separacao foi

atingida também em concentragcao de 80% acetonitrila, como mostrado na Figura 48.
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Figura 48: Separagdes de neurotransmissores na coluna poliltMEDSA-co-DiIEDMA)
nao modificada (Coluna 1). / = 182 mm, id =100 um, a) 80% ACN, 20 % H-0, vazao =
0,33 uL min™!, pressdo = 88 bar b) 90% ACN, 10 % H-0, vazio = 0,67 uL min™,
pressdo = 83 bar; todas fases moveis preparadas com adic¢ao de 0,1% TFA; Deteccao
UV a2l4 nm

A coluna modificada pela metade do comprimento durante 10 minutos (Coluna
2) também teve as curvas determinadas para cada composto, que sdo mostradas na

Figura 49, e determinados os coeficientes a1, mgrp e muiLic da Equagdo 3. De maneira

geral as curvas e coeficientes obtidos nao diferem muito do monolito base (Tabela 7).
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Figura 49: Efeito da concentracdo de H>O nas fases mdveis aquosas-organicas
sobre os fatores de retencao, k, de neurotransmissores na Coluna 2, poli (MEDSA-co-
DiEDMA) modificada pela metade com 2-metacriloil-oxietil fosforilcolina (MPC)
durante 10 minutos. Faixa de composicao: 5-90% acetonitrila
As curvas de resolucdo da Coluna 2 (Figura 50) ndo apresentaram mudangas em
relacdo as curvas obtidas com a Coluna 1, prevendo teoricamente a composi¢ao que
promove a separacao de todos os picos com resolucdo de valor pelo menos 1 em torno
de 85% de acetonitrila, idem a coluna nao modificada. Na Figura 50 os dois tltimos
picos a serem resolvidos ao usar fase mével com crescente concentragdo de acetonitrila
sao os da L.-DOPA e norepinefrina, os mesmos que na coluna ndo modificada.
Experimentalmente, foi observado que com 85% de acetonitrila ocorre uma

sobreposicao parcial entre dopamina e epinefrina (Figura 51), picos que apresentam

curva de resolucdo préxima a regido de resolugao igual a 1.
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Figura 50: Curvas de resolucao obtida para a Coluna 2, com aumento na regiao de
resolugdo igual a 1, construido com os valores de fator de retencdo tedricos obtidos com
as curvas da Figura 49. Destaque para a resolu¢do entre L-DOPA e norepinefrina
(verde), e dopamina e epinefrina (laranja)

Por isso a composi¢ao da fase mdvel em que foi alcancada a separacao total dos
analitos na Coluna 2 foi de 90% acetonitrila e 10% H20O, que pode ser encontrada na
Figura 51.

Para observar com dados experimentais os fatores de retengao previstos pelo
mecanismo RP-HILIC, separacdes foram feitas na Coluna 2 por toda a faixa de
composi¢dao, mesmo nas composi¢des do modo RP em que se sabia que ndo seria

possivel atingir a separa¢do, obtendo cromatogramas com diferentes fases méveis que

sao apresentados na Figura 51.
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Figura 51: Separagdes de neurotransmissores na coluna politMEDSA-co-DiIEDMA)
modificada pela metade com 2-metacriloil-oxietil fosforilcolina (MPC) durante 10 minutos,
Coluna 2 . / = 160 mm, id =100 pum, a) 5% ACN, 95 % H>0, vazao = 0,32 uL min™', pressdo =
162 bar b) 20% ACN, 80% H>0, vazao = 0,33 uL min', pressao = 162 bar; ¢) 40% ACN, 60%
H>O, vazao = 0,35 uLL min’!, pressdo = 162 bar; d) 60% ACN, 40 % H>0, vazao = 0,40 uL min
! pressdo = 173 bar; e) 80% ACN, 20 % H-0, vazdao = 0,36 uLL min, pressdo = 162 bar; f)
85% ACN, 15 % H>0, vazao = 0,32 uL min™!, pressdo = 65 bar; g) 90% ACN, 10 % H-O0,
vazdo = 0,557 uL min™!, pressdo = 70 bar; todas as fases méveis preparadas com adigio de
0,1% TFA; Detec¢ao UV a 214 nm
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Na Figura 51 € possivel visualizar a diminui¢do da retencdo do acido
homovanilico e do DOPAC conforme sao usadas fases méveis aquosas-organicas com
maiores concentragdes de acetonitrila (segundo a ordem a, b, c, d, e, f, g) até chegarem
em um ponto minimo préximo de 80% acetonitrila, a partir do qual a reten¢do das duas
moléculas é governada pelo mecanismo HILIC e ha um aumento na retencao (de 80%
para 90% ACN). A tiramina permanece pouco retida até 80% acetonitrila, quando tem
um pequeno aumento na reteng¢do pelo mecanismo HILIC. Para os demais analitos,
dopamina, epinefrina, L-DOPA e norepinefrina a retengdo € baixa e eles coeluem até a
fase mével com aproximadamente 60% acetonitrila, a partir da qual sdo retidos pelo
modo HILIC e sdo separados com alta resolucdo como observado no cromatograma
obtido com 90% acetonitrila. Esses cromatogramas sao complementares nesse trabalho,
e mostraram experimentalmente o mesmo efeito descrito pela Equacdo 3, da
dependéncia dos tempos de reten¢do em funcdo da composi¢ao da fase movel aquosa-
organica, com tempos de retencdo atingindo um valor minimo na transicao entre o
mecanismo RP para HILIC.

A coluna modificada por completo durante 30 minutos (Coluna 3) passou pela
mesma caracterizacdo. A Figura 52 apresenta o gréfico de log k vs ¢ H>O e a Figura 53
as curvas de resolucio tedricas. As curvas do grafico log k vs ¢ H2O t€ém o mesmo
aspecto do que as colunas anteriores, e de maneira geral os coeficientes nao diferem
muito da Coluna 1 e da Coluna 2. As curvas de resolucdo em sua maioria sao similares,
com o pico de resolu¢ado entre a L-DOPA e norepinefrina préximo a 1 quando a
composi¢ao de fase movel € proxima a 85 % acetonitrila, entretanto € notada uma
diferenca na resolucao entre o pico do dcido homovanilico e tiramina (os dois primeiros
picos eluidos no modo HILIC). A curva R (HA, TIR) estd apontada na Figura 53 em

azul e mostra que se fosse usada a fase mével proxima de 93% acetonitrila os dois picos

143



teriam resolu¢do menor que 1. A composi¢ao de 85% acetonitrila foi usada para

separacdo (Figura 54) e foi notada uma pequena sobreposicao entre os dois picos.

1,0 5
: Coluna 3
TIR A DOPAC a
E

« L-DOPA

A HHA @
v DA &

¢, H,O

Figura 52: Efeito da concentracdo de H,O nas fases mdveis aquosas-organicas
sobre os fatores de retencao, k, de neurotransmissores na Coluna 3, poli (MEDSA-co-
DiEDMA) modificada por todo comprimento com 2-metacriloil-oxietil fosforilcolina

(MPC) durante 30 minutos. Faixa de composi¢do: 5-90% acetonitrila
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Figura 53: Curvas de resolucao obtida para a Coluna 3, com aumento na regiao
de resolugdo igual a 1, construido com os valores de fator de retencao tedricos obtidos
com as curvas da Figura 52. Destaque para a resolucao entre HA e TIR (azul), DOPAC
e DA (laranja) e L.-DOPA e norepinefrina (verde)
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Figura 54: Separacdo de neurotransmissores na coluna poliMEDSA-co-DiEDMA)
modificada com MPC por todo o comprimento durante 30 minutos (Coluna 3). [ = 172
mm, id =100 um, Fase mével 85% ACN, 15 % H>O + 0,1% TFA, vazao = 1,12 uL min
! pressdo = 148 bar; Deteccdo UV a 214 nm
A coluna modificada por UV grafting na metade do comprimento por 30
minutos (Coluna 4) apresentou maior varia¢do dos coeficientes (Tabela 7) em relacdo as

outras colunas, o que reflete no aspecto diferenciado das curvas de resolucao. Em
comparacao com as outras curvas, a resolucao entre L-DOPA e norepinefrina na Figura
56 tem uma curvatura mais fechada (R (L-DOPA, NE), apontada em vermelho), e limita
a resolugdo a valor menor do que 1 em torno de 19% de H>O. A resolucdo entre acido
homovanilico também € mais fechada (R (HA, TIR), apontada em azul), limitando a

resolucao em concentracdo 10% de H»>O, enquanto na Coluna 3 essa limitagao ocorre

somente em 7%.
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Figura 55: Efeito da concentracdo de H,O nas fases mdveis aquosas-organicas
sobre os fatores de retencao, k, de neurotransmissores na Coluna 4, poli (MEDSA-co-
DiEDMA) modificada pela metade do comprimento com 2-metacriloil-oxietil
fosforilcolina (MPC) durante 30 minutos. Faixa de composi¢ao: 5-85% acetonitrila
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Figura 56: Curvas de resolugdo obtida para o monolito Coluna 3, com aumento
na regido de resolucdo igual a 1, construido com os valores de fator de retengdo tedricos
obtidos com as curvas da Figura 55. Destaque para resolucao entre HA e TIR (azul),
DOPAC e DA (verde claro) e L-DOPA e norepinefrina (vermelho) e DA e E (laranja)
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Teoricamente, existe um intervalo em que a resolucao é maior do que 1 na
Coluna 4, que fica entre 21 e 19 % de H>O, delimitado pela resolucdo entre os picos da
dopamina e epinefrina (R (DA, E), curva laranja apontada na Figura 56) e entre L-
DOPA e a norepinefrina (curva vermelha). A separagdo utilizando 20% de H>O e 80%
de acetonitrila estd nessa janela, e na pratica resultou em separag¢do dos picos, com uma
pequena sobreposicdo do DOPAC com dopamina (R (DOPAC, DA), que também se
encontra na regido (Figura 56). De acordo com as curvas de resolucao R (L-DOPA, NE)
e R (HA, TIR), teoricamente esses picos ndo estariam resolvidos usando em torno de
10% de H>O. Isso foi observado na pratica ao usar fase moével de 10% H>O e 90%
acetonitrila na separacdo (Figura 58), em que a seletividade apresentou mudanca

significativa em comparagao com 20% H>O e 80% acetonitrila (Figura 57).
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Figura 57: Separagdo de neurotransmissores na coluna poliMEDSA-co-DiEDMA)
modificada com MPC pela metade do comprimento durante 30 minutos (Coluna 4). /=
182 mm, id =100 um, Fase mdvel 80% ACN, 20 % H>O + 0,1% TFA, vazao = 0,06 uL

min™!, pressdo = 20 bar; Detec¢do UV a 214 nm
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Figura 58: Separagdo de neurotransmissores na coluna poliMEDSA-co-DiEDMA)
modificada com MPC pela metade do comprimento durante 30 minutos (Coluna 4).1=
182 mm, id =100 um, Fase mével 90% ACN, 10 % H>0, a) vazdo = 0,06 uL min’!,
pressdo = 16 bar, b) vazdo = 0,6 uL min™! pressdo = 83 bar, b) vazdo = 0,95 uL min

pressdo = 104 bar; Fases mdveis preparadas com adi¢@o de 0,1% TFA Deteccdo UV a
214 nm

A coeluicao dos picos do dcido homovanilico e tiramina e da L.-DOPA e norepinefrina na
fase movel de 90% acetonitrila e 10% H>O mostra uma mudanga na seletividade dessa
coluna em comparagdo com as colunas anteriores, em que esse perfil de eluicao dos analitos
nao foi observado em nenhuma fase mével plausivel para atingir a separagdao no modo

HILIC. As duas sobreposi¢des foram apontadas teoricamente e foram observadas
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experimentalmente ao usar a fase mdvel de 90% acetonitrila e 10% H20. Mesmo em
diferentes vazdes as sobreposi¢des ocorreram, mostrando que nao foi um efeito de
alargamento de picos resultante da vazao. Por mais que com esse grupo de analitos a
modificac@o afetou negativamente a separacao (que ja foi obtida entre todos os analitos com
o monolito ndo modificado), no caso da mistura conter outros neurotransmissores, a
separacdo no modo HILIC feita com o monolito base poderia nao ser atingida com
facilidade, deixando a modificacdo por UV grafting de grupos polares como uma alternativa
para resolver picos que ndo eram resolvidos anteriormente. Em outras palavras o monolito
base pode ndo ter polaridade superficial suficiente para reter diferencialmente no modo
HILIC neurotransmissores de polaridade muito parecida, e foi demonstrado que o aumento
da densidade de sitios polares (ao fazer o UV grafting de mondmeros zwitteridnicos) causa
mudanca de seletividade, o que pode aumentar a capacidade de separacdo dos monolitos.
Ao modificar a coluna na metade as duas regides contém grupos zwitterionicos e
retém os analitos, porém com intensidades diferentes, ja que a metade modificada com MPC
contém os grupos na superficie, enquanto o monolito base 0o MEDSA pode estar
parcialmente inacessivel a interagdes. A maior diferenca de seletividade obtida com a coluna
modificada pela metade durante 30 minutos (Coluna 4) do que com a coluna modificada por
inteiro (Coluna 3) € decorréncia de diferentes retencdes em regides delimitadas do
comprimento da coluna conforme os analitos passam da regido que exibe maior polaridade
(modificada) para a regido que exibe menor polaridade (ndo modificada), em vez de
manterem a mesma retengao por toda a coluna, o que mostrou ser de maior influéncia na
seletividade do que na coluna modificada por inteiro. Como a Coluna 2 foi modificada na
metade por 10 minutos e ndo apresentou a mesma mudanga de reten¢ao do que a Coluna 4
pode-se afirmar que o tempo de 10 minutos nao foi suficiente para promover o enxerto de

monomero MPC suficiente na superficie do monolito poliMEDSA-co-DiEDMA).
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3.5. CONCLUSAO
A separacdo dos neurotransmissores foi atingida em todas as colunas polares

zwitteridnicas poliMEDSA-co-DiEDMA) em pelo menos uma fase mével no modo
HILIC.

A seletividade foi fortemente dependente da composic¢ao da fase mével
acetonitrilica:aquosa e da polaridade do analito, fornecendo um grafico em “forma de
U” que apresenta um minimo onde ocorre a transferéncia de mecanismo RP para HILIC
ou vice-versa. Os dados experimentais de fatores de reten¢do em funcido da composi¢cao
da fase mdvel foram satisfatoriamente ajustados por regressao nao linear com o modelo
que descreve o mecanismo duplo RP-HILIC e a partir do modelo foram calculadas
curvas de resoluc¢do que foram tteis para prever com boa aproximacao a seletividade em
diferentes composicoes de fases mdveis bindrias.

Foi observada uma mudanca de seletividade ap6s modificacdo por grafting de
metade do comprimento da coluna durante 30 minutos de exposi¢do de luz UV do
monolito na presenca do mondmero zwitterionico MPC. No futuro pode ser
demonstrada a modificacdo em maiores variagdes de tempo e diferentes regides da
coluna, por exemplo um terco ou dois tercos do comprimento, para estudar mais a fundo
o efeito da modificacdo de comprimentos delimitados da coluna.

No futuro a coluna poliMEDS A-co-DiEDMA) pode ser aplicada para a

separacdo de neurotransmissores em amostras bioldgicas.
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4. CONCLUSAO GERAL

Nessa tese foi demonstrada a versatilidade e a flexibilidade no preparo de
monolitos porosos poliméricos para aplicacdes em Extracdo em Fase Sdlida e
Cromatografia liquida, duas de suas mais importantes aplicacdes realizadas em colunas.
Colunas monoliticas baseadas em polimetacrilatos foram modificadas apds a
polimerizacdo de diferentes maneiras para adquirir propriedades favordveis para a
aplicagcdo. Na primeira parte a coluna poli(GMA-co-EDMA) foi modificada com o
complexante dcido iminodiacético (IDA) para aumentar a capacidade de adsorcao de
metais pelo suporte sélido na Extracdo em Fase Solida. Na segunda parte a coluna
politMEDSA-co-DiEDMA) foi modificada com mondmero zwitteridnico 2-
metacriloil-oxietil fosforilcolina (MPC) para aumentar a polaridade da coluna, o que é
importante na cromatografia de interag@o hidrofilica. A alta variedade de composi¢cdes
quimicas e modifica¢des possiveis, juntamente com o ajuste das condi¢des de

polimerizacdo, tornam monolitos poliméricos um importante tipo de fase estaciondria.
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