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RESUMO

Santos, M. S. F. Eletroforese Capilar com Derivatizacdo Eletroquimica de
Compostos Neutros: Novas Aplicacoes, Otimizacdo e Miniaturizacdo do
Sistema em Fluxo EC-CE-C’D. 2016. 138p. Tese (Doutorado) - Programa de Pés-
Graduagdo em Quimica. Departamento de Quimica Fundamental, Instituto de
Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

A combinacao de célula eletroquimica (EC) com a entrada do equipamento de
eletroforese capilar (CE), apesar de recente, tem permitido realizar determinacao de
anions radicais; pré-concentracdo eletroquimica de metais pesados, seguida de
redissolucdo, separacdo e deteccdo; bem como monitorar produtos carregados
formados por oxidacao eletrocatalitica de espécies neutras, como alcoois primarios
e glicerol. Empregando o sistema EC-CE-CD desenvolvido pelo grupo, a
determinacdo simultdnea de cations, anions (no contra fluxo) e espécies neutras
(detectadas apds derivatizacao eletroquimica) foi demonstrada pela primeira vez,
tendo o antisséptico bucal (Listerine® Tartar Control) como amostra real. Embora
constante e reprodutivel, a conversdo dos alcoois primarios nos respectivos
carboxilatos apresentou rendimento relativamente baixo, ~16%, nas condi¢cdes
anteriormente adotadas, 1,6 V vs. Ag/AgClkci sm empregando eletrodo de platina em
meio &cido (HNOs; 5mmolL" / HCI 1 mmol L'"). Dessa maneira, avaliou-se a
oxidacao de alcoois primarios de cadeia normal (C2 — C5) sobre diferentes materiais
de eletrodo (ouro e platina) em diferentes meios (acido, neutro e alcalino). Os
carboxilatos gerados foram monitorados injetando uma aliquota da amostra
derivatizada no capilar (50 um d.i., 45cm de comprimento e 20 cm efetivo)
aplicando 5 kPa durante 5 s, e durante as separacgdes, 30 kV foi aplicado entre as
extremidades do capilar preenchido com Tris 30 mmol L' / HCI 10 mmol L™ usado
como BGE. Os resultados obtidos com o sistema EC-CE-C*D apontaram maior
conversao dos alcoois nos respectivos acidos carboxilicos em meio acido, tanto em
ouro quanto em platina. Adicionalmente, em eletrodo de ouro a formagdo dos
carboxilatos apresentou certa seletividade ndo observada sobre platina,
favorecendo a conversao dos alcoois de cadeia menor. Noutra vertente, buscando
atender as necessidades atuais por metodologias que possibilitem monitorar a
eletrooxidacao do glicerol em reatores eletroquimicos, desenvolveu-se um método
que permitiu determinar simultaneamente o glicerol e alguns de seus possiveis
produtos de oxidacao neutros, como gliceraldeido e dihidroxiacetona, explorando a
formacao de complexo carregado com borato (presente no BGE composto por
HsBOs 60 mmol L' / LIOH 30 mmol L"), além dos produtos ionizaveis (4cidos
carboxilicos) que sdo comumente analisados por CE. O equipamento de CE
utilizado, munido de dois detectores C*D, também permitiu avaliar a interagdo de
alguns 4acidos carboxilicos com os modificadores de EOF, Polybrene® e CTAB,
empregando MES 30 mmol L™ / His 30 mmol L' como BGE. Seguindo a atual



tendéncia a miniaturizacdo de sistemas analiticos, avaliou-se a possibilidade de
construir um sistema EC-CE-C*D miniaturizado. Para isso, um novo método para
fabricacdo de microdispositivos em vidro, baseado em ablacdo a laser de CO,
assistida por parafina, como alternativa aos dispendiosos métodos de corrosédo por
via umida foi desenvolvido. Os dispositivos obtidos por esse método apresentaram
canais de perfil semicircular, e as dimensdes puderam ser controladas variando a
poténcia e/ou a velocidade de ablacdo do laser. Contudo, pelos desafios ainda
encontrados para se construir um sistema EC-CE-C*D completo em substrato de
vidro por ablagcao a laser de CO,, optou-se por iniciar a miniaturizacdo do sistema
EC-CE-C*D com um sistema hibrido em que se aproveita as caracteristicas mais
bem definidas e favoraveis dos tubos capilares de silica fundida usados em CE
convencional. Esse sistema permitiu a determinagdo quantitativa de metanol na
presenca de alta concentragdo de etanol, possibilitando, numa primeira aplicacao,
realizar o monitoramento da quantidade de metanol e etanol nas fracbes iniciais
coletada durante o processo de destilacdo fracionada na producédo de uisque de
milho (moonshine) feito em laboratério. Visto a maior seletividade para conversao
dos &alcoois de cadeia menor obtidas em eletrodo de ouro e meio &cido, esse foi
escolhido para a presente aplicagdo. As condi¢cdes que apresentaram melhores
resultados no sistema hibrido EC-CE-C*D abrangeram diluicdo de 100 vezes da
amostra em HNOs; 2 mmol L, eletrooxidagdo a 1,4 V vs. Ag durante 60 s, injecdo
eletrocinética no capilar mediante aplicacdo de 3 kV durante 4 s, e a separacao dos
carboxilatos realizada aplicando 3 kV entre as extremidades do capilar (50 um d.i.,
15 cm de comprimento com 12 cm efetivo), preenchido com CHES 10 mmol L™ /
NaOH 5 mmol L™, usado como BGE. A anélise das primeiras fracdes destiladas da
“labmade moonshine” apresentou um aumento na concentracdo de etanol (variando
de ~80 % a ~100 %) e simultineo decréscimo da concentragdo de metanol
(variando de 4 % a ~0,1 %). Em suma, avangou-se tanto no leque de aplica¢des da
derivatizagdo eletroquimica hifenizada com a eletroforese capilar como na
miniaturizacdo da instrumentagdo analitica para EC-CE-C'D, favorecendo a
disseminacao dessa poderosa combinagao de trés técnicas eletroquimicas.

Palavras-chave: Derivatizacdo eletroquimica, Eletroforese capilar, Andlise de
etanol e metanol, Eletroforese em microchip, Miniaturizacdo, Instrumentacéo
analitica, Ablagéo em vidro, Laser de CO,, Eletrooxidagao de glicerol.



ABSTRACT

Santos, M. S. F. Capillary Electrophoresis with Electrochemical Derivatization
of Neutral Compounds: New Application, Optimization and Miniaturization of
the Flow System EC-CE-C’D. 138p. Doctoral Thesis - Graduate Program in
Chemistry. Department of Fundamental Chemistry, Institute of Chemistry, University
of Sdo Paulo, Sao Paulo - Brazil.

The direct couple of electrochemical cell (EC) with the inlet of the capillary
electrophoresis (CE) equipment, recently demonstrated, has allowed the
determination of radical anions; to perform electrochemical preconcentration of
traces of heavy metals, followed by stripping, injection, separation and detection; and
the generation of charged species by electrochemical oxidation of neutral molecules,
e.g. primary alcohols and glycerol. Employing the EC-CE-C*D system developed by
our group, the simultaneous determination of cations, anions (in the counter EOF
mode) and neutral species (after electrochemical derivatization) was demonstrated
for the first time and a mouthwash (Listerine® Tartar Control) was used as a real
sample. Although constant and reproducible, the conversion of primary alcohols into
carboxylates had a low yield (~16%), under the adopted conditions, 1.6 V vs.
Ag/AgClkc aw using platinum electrode in acid medium (5 mmol L' HNOsz /
1 mmol L' HCI). Thus, the yield of carboxylates was studied for the oxidation of
alcohols (C2 — C5) on two electrode materials (gold and platinum) in different media
(acid, neutral and alkaline). After the electrooxidation step an aliquot of the
derivatized sample was automatically injected into the capillary (50 pm i.d., 45 cm in
length and 20 cm up to detector) by applying 5 kPa during 5 s. The separation was
carried out applying 30 kV between the capillary ends previously filled with
30 mmol L™ Tris / 10 mmol L™ HCI BGE. Cyclic voltammograms show higher current
density for alcohols oxidation in alkaline medium than in acid one both on gold and
platinum electrodes. On the other hand the yields of carboxylic acids were higher in
acidic medium. Besides that, only on gold electrode some selectivity for the
carboxylate formation was observed favoring the conversion of the short chain
alcohols. In order to meet the current needs for methodologies that allow the
monitoring of the electrooxidation of glycerol in electrochemical reactors, a method
was also developed that allowed the determination of glycerol and some of its
possible neutral oxidation products, such as glyceraldehyde and dihydroxyacetone,
by exploring the formation of borate complexes (provided in the BGE composed of
60 mmol L™ H3BO3 / 30 mmol L™ LiOH), together with ionizable ones like carboxylic
acids. The employed CE equipment with two C*D detectors allowed the evaluation of
the interaction between some carboxylic acids and the EOF modifiers, Polybrene®
and CTAB, using 30 mmol L' MES / 30 mmol L™ His as BGE. Aligned with a current
trend of analytical instrumentation, the miniaturized EC-CE-C'D system was
attempted. For that, a new method for manufacturing microdevices in glass, based
on paraffin-assisted CO, laser ablation, was developed as an alternative to costly
wet-etching methods. The devices obtained by this method presented channels of
semicircular profile and the dimensions could be controlled by varying the laser
power and/or ablation velocity. Due to remaining challenges in the construction of a
complete laser ablated EC-CE-C*D system on glass, a miniaturized system based
on a hybrid approach is presented in the thesis, by taking advantage of the more
defined and favorable characteristics of the well known fused silica capillary tubes
used in CE. This system allowed the quantitative determination of methanol in the



presence of high ethanol concentration by taking advantage of the higher yield of
short-chain carboxylic acid formation on gold in acidic medium. The first application
was the monitoring of the amount of methanol and ethanol in the initial fractions
collected during the fractional distillation process in the production of corn whiskey
(moonshine) made in the laboratory. The conditions that showed the best results
with the hybrid EC-CE-C*D system included a 100-fold dilution of the sample in
2 mmol L HNOs, electrooxidation at 1.4 V vs. Ag for 60 s, electrokinetic injection
into the capillary by applying 3 kV for 4 s and separation of the carboxylates carried
out under 3 kV between the ends of the capillary (50 ym i.d., 15 cm in length and
12 cm up to detector) previously filled with 10 mmol L' CHES / 5 mmol L' NaOH,
used as BGE. Analysis of the first distilled fractions of labmade moonshine showed
an increase in ethanol concentration (ranging from ~ 80% to ~ 100%) and a
simultaneous decrease in methanol concentration (ranging from 4% to ~ 0.1%). In
short, both the range of applications of electrochemical derivatization hyphenated
with capillary electrophoresis as well the miniaturization of analytical instrumentation
for EC-CE-C*D were improved, favoring the dissemination of this powerful
combination of three electrochemical techniques.

Keywords: Electrochemical derivation, Capillary electrophoresis, Analysis of ethanol
and methanol, Microchip electrophoresis, Miniaturization, Analytical instrumentation,
Glass ablation, CO; laser, Glycerol electrooxidation.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Au — Ouro

BGE — Eletrdlito de corrida

B e BR — Reservatorio do tampao

C*D — Deteccao condutométrica sem contato por acoplamento capacitivo
CCD — Deteccao condutométrica sem contato
CE - Eletroforese capilar

CGE - Eletroforese capilar em gel

CHES — Acido 2 (ciclohexilamino)etanossulfénico
Cl — Cromatografia de ions

CMC - Concentracao micelar critica

CZE - Eletroforese capilar de zona

CTAB — Brometo de cetiltrimetilaménio

DAFC — Célula combustivel de alcool direto
d.e. — Didmetro externo

d.i. — Didmetro interno

EAI — Injecéo eletroquimicamente assistida

EC - Eletroquimica

EPC — Pré-concentracao eletroquimica

EOF — Fluxo eletroosmético

FTIR — Infravermelho com transformada de Fourier
GC - Cromatografia gasosa

HPLC — Cromatografia liquida de alta eficiéncia
LD — Limites de deteccéao

LIF — Fluorescéncia induzida por laser

MEKC — Cromatografia eletrocinética micelar
MES — Acido 2[N-morfolino]etanosulfénico

MS — Espectrometria de massas

UCE — Eletroforese capilar em microchip

UTAS — Micro sistema analitico total

NACE — Eletroforese capilar em meio ndo aquoso
Pd — Paladio

PDMS - Polidimetilsiloxano

PMMA — Polimetilmetacrilato

Pt — Platina

SDS - Dodecil sulfato de sédio

S e SR — Reservatério da amostra

SW — Reservatoério de descarte da amostra
Tris — 2-amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol
UV — Ultravioleta

ve — Velocidade eletroforética

v;— Velocidade aparente

Vosm — Velocidade eletroosmética

Vis — Visivel

W e WR — Reservatério de descarte
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1. INTRODUCAO

1.1. ELETROFORESE

Eletroforese € uma técnica de separacao, na qual espécies carregadas sao
separadas entre si quando submetidas a um campo elétrico numa célula pela qual
circula corrente. Devido a acdo do campo elétrico estabelecido entre os eletrodos,
espécies carregadas positivamente (cations) migram no sentido do catodo (eletrodo
de carga negativa), enquanto as carregadas negativamente (anions) migram no
sentido do anodo (eletrodo de carga positiva). Além de promover a separacao entre
cations e anions de uma amostra inserida num eletrélito, a eletroforese possibilita
separar entre si espécies catibnicas com carga ou raio hidrodindmico diferente e,

portanto, mobilidades diferentes, sendo o mesmo valido para anions.

1.1.1. Breve Historico

A primeira demonstracdo do uso analitico da eletroforese foi concebida no
inicio da década de 1930 pelo quimico sueco Arne Tiselius!" que, com o método de
fronteira moével, realizou a separacdo de algumas proteinas presentes no soro
sanguineo. Em 1937 descreveu um aparelho que favoreceu a difusdo da técnica e
ficou conhecido como Tiselius Apparatus. Por suas brilhantes contribuicdes, Tiselius
foi agraciado com Prémio Nobel de Quimica em 1948.

O melhoramento da rapidez e da eficiéncia das separacdes por meio do
aumento do campo elétrico aplicado no aparelho de Tiselius esbarra no aumento da

temperatura, por efeito Joule, vez que, para certa resistividade do eletrélito, a
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corrente que flui é diretamente proporcional a diferenca de potencial, enquanto a
quantidade de calor gerada cresce com o produto dessas duas variaveis.
Insuficiente dissipacdo do calor gerado pode levar a formacado de gradientes de
temperatura e, consequentemente, gradientes de densidade, originando conveccao
com dispersao das bandas durante a separacdo. Em caso extremo, o aquecimento
Joule pode provocar a formagdo de bolhas ou até mesmo a decomposicdo de
espécies presentes na amostral®. Visando minimizar os efeitos do aquecimento,
materiais anticonvectivos, como derivados de celulose e materiais gelatinosos,
passaram a ser explorados, servindo de meio e substrato para separacoes. Esses
materiais tiveram ampla aplicacdo na separacdo de compostos biolégicos'®, sendo
utilizados até os dias atuais. Contudo, esses sistemas se mantiveram restritos a
valores de campo elétrico da ordem de 10 a 30 Vcm™, mesmo praticando a
separacao em camadas delgadas, que oferecem relagao area/volume mais favoravel
a dissipacgao do calor do que os tubos originalmente usados por Tiselius.

A primeira evolucao significativa da técnica da eletroforese sé veio quase 4
décadas depois do seu surgimento. Buscando superar os inconvenientes atrelados
ao efeito Joule, Hjertén!® demonstrou, pela primeira vez, a possibilidade de
empregar tubos de quartzo de 300 um de diametro interno (d.i.), sob rotacao,
permitindo realizar separacdes sob campo elétrico da ordem de 80Vcm™. O
aumento da relagédo entre a area de contato com as paredes e o0 volume interno dos
tubos de pequeno didmetro interno favorece a dissipagdo do calor gerado. A
contribuicdo de Hjertén foi o primeiro passo para o desenvolvimento da eletroforese
capilar (CE, do inglés Capillary Electrophoresis) da forma que conhecemos hoje.

Em meados da década de 1970, Pretorius e colaboradores! demonstraram a

utilizacdo do fluxo eletroosmético (EOF, do inglés Electroosmotic Flow) para
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bombeamento de solucado e apresentaram as vantagens de empregar o EOF em
relacdo aos mecanismos tradicionais de bombeamento utilizados em cromatografia.

No inicio da década de 1980, Jorgenson e Lukacs!®, aproveitando-se do
aumento da eficiéncia de dissipacao do calor com a reducédo do diametro interno do
tubo, utilizaram pela primeira vez, tubos capilares de 75 pum (d.i.), demonstrando as
potencialidades da técnica para aplicacao analitica. Essa implementacdo marcou o
inicio da utilizacdo da técnica nos laboratérios de pesquisa, na modalidade de
eletroforese capilar de zona (CZE, do inglés Capillary Zone Electrophoresis) ou,
como é mais conhecida atualmente, simplesmente CE.

Em 1984, Terabe e colaboradores!®, empregando o que seria uma
combinacdo de cromatografia e eletroforese, demonstraram a possibilidade de
separar espécies neutras pela, entdo denominada, cromatografia eletrocinética
micelar (MEKC, do inglés Micellar Electrokinetic Chromatography). Adicionando ao
eletrdlito de corrida tensoativos em concentragdo superior a micelar critica (CMC),
espécies neutras puderam ser separadas beneficiando-se da diferenca nos seus
coeficientes de particdo entre micelas carregadas e o eletrélito de corrida.

A eletroforese capilar experimentou diversos avancos nas ultimas décadas,
permitindo aplicacdo analitica, qualitativa e quantitativa a quase, se nao, todas as
classes de compostos. Além das aplicacées tradicionais a cations e anions,
organicos e inorganicos!”®, vale citar as separacdes de isémeros empregando
sistemas seletivos a compostos quirais®'", a utilizacdo de capilares preenchidos
com géis em eletroforese capilar em gel (CGE, do inglés Capillary Gel

gl12-14]

Electrophoresis) aplicada a separacao de biomolécula , separacbes em meio

)[15,16]

nao aquoso (NACE, do inglés Non-Aqueous Capillary Electrophoresis , até a

determinacdo simultanea de cations, anions e neutros numa mesma corridal'’],
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dentre outras. Uma visdo mais aprofundada sobre a técnica e suas potencialidades
e limitagdes pode ser obtida em livros texto!'®'® e excelentes artigos de revisao!?2”

publicados em portugués.

1.1.2. Eletroforese Capilar

Em CE, espécies ibnicas ou ionizaveis sao separadas no interior de um tubo
capilar pelo mesmo principio das separacdes eletroforéticas em papel ou gel, porém
mais rapidamente, como consequéncia da auséncia da dispersdo decorrente dos
multiplos caminhos nao equivalentes que os analitos encontram no papel ou no gel,
e do uso de valores mais elevados de campo elétrico, situados no intervalo de 100 a
700 V cm™. Os tubos capilares utilizados em CE sao geralmente confeccionados em
silica fundida, tipicamente com diametro interno na faixa de 20 a 100 um e
comprimento entre 50 e 100 cm, sendo submetidos a diferencas de potencial da
ordem de 20 a 30 kV. Devido a fragilidade da silica quando riscada, os capilares sdo
recobertos com um filme polimérico (geralmente poliimida) que lhes confere
flexibilidade e protecdo mecéanica. A injecdo da amostra no capilar pode ser
eletrocinética ou hidrodinamica?. A injecdo eletrocinética é realizada aplicando uma
diferenga de potencial entre os reservatorios contendo a amostra e o eletrélito de
corrida (BGE, do inglés Background Electrolyte), sendo os analitos mobilizados pelo
mesmo fendmeno de eletroforese. Consequentemente a proporcdo entre os analitos
na aliquota injetada difere da amostra, favorecendo as espécies de maior mobilidade
e com carga oposta a do pélo da injecédo. A injecao hidrodinamica pode ser realizada
aplicando maior pressdo no reservatério contendo a amostra frente ao reservatoério

do lado oposto do capilar, seja por pressurizagdo de um extremo, reducédo da
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pressao do lado oposto ou por sifonagem (elevando o reservatério contendo a
amostra). Por deslocar mecanicamente uma aliquota de solugcao (amostra) para o
interior do capilar, ndo ocorre discriminacao de analitos, sendo admitida no capilar
uma fragao representativa da amostra.

Por ser feito de silica, a superficie interna do capilar apresenta grupos silanol
terminais que entram em contato com a solugdo em seu interior. Esses grupos
possuem um carater fracamente acido (pKa médio = 5,9), de modo que, em contato
com solucdo aquosa de pH com valor superior ao pKa, se dissociam
significativamente (acima de 50 %) liberando ions H* e deixando a superficie interna
do capilar carregada negativamente. A regido adjacente a superficie interna do
capilar se comporta como a dupla camada elétrica e pode ser descrita pelo modelo
de Gouy-Chapman-Stern-Grahame®", segundo o qual cations sdo atraidos
eletrostaticamente e adsorvem na superficie. Nesse modelo, o centro dos ions
adsorvidos na superficie define um plano paralelo a superficie do capilar. Quando
ha suficiente interacdo quimica para deslocar a camada de hidratagdo interposta
(adsorcéao dita especifica), esse plano € denominado de plano interno de Helmholtz
(IHP, do inglés Inner Helmholtz Plane). Quando a bainha de hidratagdo dos ions
persiste e precisa ser somada a distancia entre os planos (adsor¢ao nao especifica),
€ denominado de plano externo de Helmholtz (OHP, do inglés Outer Helmholtz
Plane). Uma terceira regido, definida como camada difusa, corresponde a um
gradiente de concentracdo dos ions de carga oposta a superficie, que diminui com a
distancia da superficie do capilar até atingir a concentracdo do amago (bulk) da
solucdo. Ao ser aplicado o potencial de separagcédo, os cations proximos a interface
negativamente carregada migram, sob a influéncia do campo elétrico, no sentido do

eletrodo de carga oposta (catodo), arrastando consigo o restante do liquido contido
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no dmago do fino capilar, sendo esse processo denominado fluxo eletrosmético
(EOF). O EOF ja é detectavel a partir de pH 2,5, tornando-se maior com o aumento
do pH da solugdao, como consequéncia da dissociagdao dos grupos silanol, atingindo
um patamar, de valor maximo, em pH superior a 7,9.

Por ser gerado pelo deslocamento de uma camada catidénica, o EOF migra no
sentido do catodo, com uma velocidade denominada de velocidade do fluxo
eletroosmotico (vosm), que ao se manter fixo o comprimento do capilar e o campo
elétrico aplicado, depende do pH do meio, da composicao e da concentracdo do
BGE. Dessa maneira, na presenca do EOF, cations tém seu deslocamento
acelerado em direcao ao catodo (e ao detector, quando posicionado neste extremo),
migrando com velocidade aparente (v) que corresponde a soma das velocidades
eletroforética (ver) da espécie e eletroosmética (vosm) do EOF. Por outro lado, apenas
os anions com velocidade inferior ao EOF alcancardao o detector, enquanto os que
apresentam velocidade maior que o EOF migrardo para fora do capilar na
extremidade em que foi realizada a injecdo. As espécies neutras, por nao sofrerem
influéncia do campo elétrico, sdo deslocadas pelo EOF, ou seja, sem que haja
separacao entre duas ou mais.

Frente as técnicas de separacdo em fase liquida como cromatografia de ions
(IC, do inglés lon Chromatography) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC,
do inglés High Performance Liquid Chromatography), a CE apresenta vantagens
como baixo volume de amostra necessario para analise (alguns pL, dos quais 1 a
10 nL sdo injetados) e pequeno consumo de eletrdlito diluido, resultando em baixa
geracao de residuos. O mecanismo eletroosmoético de transporte gera um perfil
radial linear, minimizando os efeitos de dispersao das bandas observados em fluxo

com perfil parabdlico, caracteristico de propulsédo realizada por pressdao, como em
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HPLC e IC. O equipamento trabalha a pressdo atmosférica, dispensando o uso de
bombas de alta pressdo, e 0 tempo necessario para separacao é geralmente menor,
enquanto a capacidade de resolugao dos picos é superior a da HPLC, alcancando,
em alguns casos, um milhdo de pratos teéricos'®.

Os avancgos obtidos em CE estdo relacionados, parcialmente, com a
possibilidade de utilizar os mesmos detectores empregados em HPLC, como por
exemplo, os espectrométricos (absorcao, fluorescéncia, Raman e massas) e/ou
eletroquimicos (condutividade, amperometria, potenciometria e voltametria). Devido
ao baixo volume de amostra injetado e consequentemente, a pequena quantidade
de mols do analito, os limites de deteccdo (LDs) em CE sdo geralmente menos
favoraveis que os alcancados para compostos organicos por HPLC ou metais por
espectrometria de emissao ou absorcao atdbmica. Entre as alternativas usadas para
melhorar o LD existem estratégias aplicaveis dentro do préprio capilar, como o
stacking, e outras, de pré-concentragao®*?. O stacking’®* consiste em introduzir a
amostra num meio com condutividade inferior a do tampéao de corrida, de modo que
essa regido estara sujeita a maior campo elétrico, promovendo rapida acumulagcéo
dos analitos numa banda estreita na interfase entre o plug de amostra e o tampéao de
corrida, a partir de onde passam a ser separados normalmente. Os exemplos mais
conhecidos de pré-concentracdo do analito incluem os processos de extracdo (em

)[25,26]

fase solida, liquido-liquido ou géas-liquido , sendo possivel realizar acumulagao

também por meios eletroquimicos!?’?%!,

Recentemente, buscando viabilizar determinagbes de metais tdéxicos nos

27l introduziram a

baixos niveis exigidos pela legislacdo, Gutz e colaboradores!
combinacdo da pré-concentragdo eletroquimica (EPC, do inglés Electrochemical

Preconcentration) com a CE. Nesse sistema, os analitos sdo pré-concentrados na
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superficie de um eletrodo em uma célula eletroquimica em fluxo e posteriormente
redissolvidos por eletrooxidacédo e injetados no CE. Durante a separacao, além da
pré-concentracao eletroquimica, os autores empregaram adicionalmente stacking e,
com o aproveitamento simultineo das duas estratégias, alcangcaram uma
intensificacdo do sinal de até cinco ordens de grandeza, sendo duas devido a

EPC®" e de uma a trés devido ao stacking®”.

1.1.3. Deteccao Condutomeétrica para Eletroforese Capilar

A primeira utilizacdo da deteccdo condutométrica em eletroforese capilar foi
reportada na década de 1970, no trabalho de Van Der Steen et. al.”®!, demonstrando
sua aplicacdo em isotacoforese. Em 1987, Zare e colaboradorest®” inseriram dois
microeletrodos de platina (25 um de diametro) em capilares de 50 e 75 um. Para
perfurar os capilares, os autores recorreram ao laser de CO,, obtendo células
condutométricas de aproximadamente 30 pL de volume. Contribuigdes significativas
no desenvolvimento tedrico e fundamental nos mecanismos de deteccdo para
eletroforese foram as de Katzmayar e colaboradores®". Nesse trabalho os autores
discutiram sobre a otimizacdo do tampao de corrida para deteccdo condutométrica
em CE, demonstrando que as diferencas de condutancia observada, bem como a
relacao sinal-ruido ndo sao dependentes apenas das diferencas de mobilidade entre
o analito e o co-ion do tampao, mas também do contra-ion utilizado.

O detector condutométrico, por responder indiretamente a diferenca de
condutividade entre componentes da amostra e o tampao de corrida (detector
universal), permite monitorar todas as espécies que possam ser separadas por CE.

Apesar da universalidade desse detector, amplamente usado na cromatografia de
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ions, a laboriosidade para construcdo da célula condutométrica (devido a
necessidade de fazer furos micrométricos e fixacao dos eletrodos sem bloquear o
capilar) e inativacdo dos eletrodos devido ao desgaste (p. ex., ao usar eletrodos de
cobre ou niquel) ou adsorcdo de espécies presentes na amostra e/ou tampao,
restringiram o seu uso em CE.

O surgimento dos detectores condutométricos por acoplamento capacitivo,
sem contato direto com a solucao, também chamados de detectores oscilométricos
ou de impedancia, no fim da década de 90, superou os inconvenientes citados,
marcando o inicio duma combinacao que viria a ganhar destaque nessa area. Como
os eletrodos sao posicionados do lado externo do capilar, sem entrar em contato
com a solucdo, problemas como contaminacdo e desgaste dos eletrodos séo
eliminados e os efeitos do campo elétrico aplicado durante as separacdes
eletroforéticas sao minimizados.

A oscilometria, datada da primeira metade do século XX para medi¢des de
constante dielétrica e posteriormente também usada em titulagbes, caiu em desuso
nos laboratérios analiticos até que a aplicacao dos detectores condutométricos sem
contato em CE foi introduzida simultaneamente, em publicacées independentes, por
Fracassi da Silva e do Lago'®?, com um protétipo operado a 600 kHz, e por Zemann

e colaboradorest®

, com um protdtipo operando a 20 e 40 kHz. Nesse tipo de
detector, uma onda senoidal de radiofrequéncia é aplicada entre os dois eletrodos
externos ao capilar (tipicamente em forma de anel) e a corrente alternada circulante
entre eles é retificada e amplificada, correspondendo ao sinal, predominantemente,
de condutancia. Apesar dos eletrodos nao estarem em contato com a solucéo, a

medida de condutividade é possivel, pois, com 0 aumento da frequéncia, a reatancia

capacitiva diminui e consequentemente a impedancia da parede do capilar também
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€ reduzida. A diminuicao da reatancia capacitiva possibilita monitorar as variagdes
de condutividade da solucdo no interior do capilar, mesmo com os eletrodos
posicionados do lado externo. Quando aplicado a CE, esses detectores se
consagraram com o nome de deteccao condutométrica sem contato (CCD, do inglés
Contactless Conductivity Detection) e, posteriormente, C*D (Capacitively Coupled
Conctactless Conductivity Detection). O numero de trabalhos que empregam esse
tipo de deteccdo vem crescendo significativamente nas Ultimas décadas®*, e um
entendimento mais aprofundado no que se refere a fundamentacao teorica e aos

mecanismos de detecgao, pode ser obtido em artigos de revisaol**=7.

1.2.  ACOPLAMENTO DE ELETROQUIMICA COM ELETROFORESE

Além do uso como detectores, células eletroquimicas também tém sido
combinadas com técnicas espectrométricas e analiticas de separacao,
principalmente com finalidade de pré-concentragdo ou tratamento da amostra. Serve
de exemplo a determinacdo de catecolaminas e seus produtos de eletrooxidacao
gerados em uma célula eletroquimica acoplada & HPLC com deteccdo UV-visi®®, a
geracao de fase mével com gradiente de pH para separacdo cromatografica de
proteinast®®*% e a determinacdo de tracos de cadmio e chumbo por espectrometria
de absorcdo atdmica apds a pré-concentracdo em uma célula eletroquimica*'.

A hifenacdo da célula eletroquimica com a entrada do equipamento de
eletroforese capilar (EC-CE) é mais recente, mas sua versatilidade tem possibilitado
o desenvolvimento de diversas estratégias novas a serem exploradas. Em 2003,

Osaka e colaboradores!*? demonstraram a separacéo e deteccdo de anions radicais

de quinonas por eletroforese capilar com deteccao espectrofotométrica empregando



25

um detector por arranjo de diodos, ap6s geracdo dos radicais numa célula
eletroquimica acoplada ao CE. No mesmo ano, Matysik!*®! introduziu o que chamou
de injecdo eletroquimicamente assistida (EAl, do inglés Electrochemically Assisted
Injection), demonstrando a separacao e deteccédo de derivados de ferroceno por CE-
UV. Em 2011, com uma célula eletroquimica melhorada, Scholz e Matysik!*4
passaram a efetuar a deteccédo de ferroceno e alguns derivados por espectrometria
de massas apos a separacao por CE. Apesar de abrir perspectivas favoraveis, esses
protétipos ndo se aplicavam a determinacdo quantitativa, vez que o capilar ficava
posicionado a distancias diferentes do eletrodo a cada montagem do sistema. Em
2012, Palatzky e Matysik*® empregaram um microposicionador para delimitar a
distancia entre a ponta do capilar e o eletrodo de trabalho na célula eletroquimica,
possibilitando assim a aplicacdo desse sistema também para quantificacdo dos
analitos.

Em 2010, Gutz e colaboradores!®”

publicaram um sistema automatizado em
fluxo designado EC-CE-C*D (ElectroChemistry - Capillary Electrophoresis -
Capacetively Coupled Conctactless Conductivity Detection) com o qual ampliaram as
perspectivas de aplicacdo das pesquisas exploratdrias apresentadas em tese
defendida em 2008*°!. Nesse sistema, a ponta do capilar foi lapidada em angulo (em
forma de bisel), de modo a tocar na superficie do eletrodo de trabalho sem bloquear
o orificio do capilar, que permanece numa distancia fixa da superficie do eletrodo,
permitindo um posicionamento reprodutivel, dispensando o inconveniente uso de
microposicionadores. Inicialmente esse sistema foi aplicado a determinacdo de
metais pesados em nivel traco, apds pré-concentracdo eletroquimica na superficie

do eletrodo, seguida de redissolucdo e inje¢do no capilar?”?®. Noutra vertente, foi

possivel estudar os produtos da eletrooxidacdo do glicerol em diferentes eletrodos
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de metais nobres (Au, Pd e Pt), abrindo perspectivas para acompanhar produtos
iGnicos ou ionizaveis formados durante processos eletrocataliticos!”.

Esses trabalhos pioneiros de EC-CE-C*D inspiraram a avaliacdo do sistema
para derivatizacao eletroquimica de compostos neutros, visando a determinacao
quantitativa dos produtos gerados, na qual se demonstrou pela primeira vez, a
determinacdo quantitativa de &lcoois primarios!*®, apés a conversdo em seus
respectivos carboxilatos, numa célula eletroquimica em fluxo com eletrodo de
trabalho de Pt, acoplada ao equipamento de CE com deteccdo por
C*D. Aprofundando os estudos nesta linha (durante o doutoramento), foi possivel
demonstrar também, pela primeira vez, a determinacao simultinea de cations,
anions (no contra fluxo) e espécies neutras (apds derivatizagéo) por CE-C*D numa

Unica corrida, empregando antisséptico bucal como amostra real'’”.

1.3. DETERMINACAO DE ESPECIES NEUTRAS POR ELETROFORESE

CAPILAR

Em eletroforese capilar, a determinacao de compostos neutros é possivel
empregando a cromatografia eletrocinética micelar (MECK)***%, Alternativamente &
MEKC, a formacdo de complexo carregado®' ou derivatizagdo quimica da

molécula®?

, gerando uma espécie carregada, podem ser empregadas previamente
ou durante a etapa de separacédo. A derivatizacdo prévia do analito é geralmente a
mais utilizada, mas esse tipo de estratégia implica num aumento do numero de
espécies a serem separadas, da forga idbnica do meio e do risco de interferentes na

analise. Nesse contexto, a derivatizagdo eletroquimica da molécula consiste numa

estratégia atraente.
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1.3.1. Cromatografia Eletrocinética Micelar (MEKC)

A idéia de separar analitos neutros por eletroforese empregando micelas
carregadas foi proposta, pela primeira vez, por Nakagawa® em 1981, porém sua
aplicacdo so foi realizada em 1984, por Terabe e colaboradores!®, demonstrando a
separacdo de 15 compostos fenélicos por CE. Nesse trabalho, 1 mmol L™ de dodecil
sulfato de sédio (SDS) foi usado para formar as micelas negativamente carregadas
no eletrélito de corrida, composto por 20 mmol L™ de tamp&o borato/fosfato, pH 7,0.

Em MEKC, surfactantes sdo adicionados ao eletrdlito de corrida, em
concentracao superior a CMC, e as micelas formadas, geralmente aniénicas, migram
sob acao do campo elétrico aplicado. Em CE com eletrélitos neutros ou alcalinos,
devido a velocidade alta do EOF em comparagdo com a velocidade de migragéao de
micelas carregadas negativamente em direcao ao anodo, essas sao arrastadas até o
detector (quando posicionado na extremidade préxima ao catodo e oposta a da
injecdo) com velocidade que corresponde a soma vetorial das duas citadas. Quando
houver diferenga nos coeficientes de particdo dos analitos neutros a separar entre as
micelas carregadas e o BGE, cada analito alcangard o detector num determinado
tempo. Isso porque os analitos (neutros) mais sollUveis nas micelas (anidnicas)
sofrerdo maior atraso que os mais soluveis no BGE e, na média desse equilibrio
dindmico, serdo arrastados pelo EOF por fracdo proporcionalmente maior do tempo
rumo ao detectort*®°%. Nessa técnica, as micelas agem como uma fase estacionaria
(fase pseudo-estacionaria) enquanto o eletrélito de corrida age como uma fase
mébvel em analogia com as separacdes cromatogréaficas. Dessa forma, a separagao
das espécies, apesar de depender do campo elétrico, ocorre principalmente devido a

particao diferenciada dos analitos entre as duas fases, como em cromatografia.
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Quando a separagdo dos analitos por MEKC!™® nao ¢ satisfatéria, aditivos
tem sido empregados para melhorar a seletividade e aumentar a eficiéncia das
separacoes. Devido a similaridade da técnica com HPLC, na qual solventes
organicos sao geralmente empregados para melhorar as separacdes, também na

MEKC os solventes tem sido os aditivos mais avaliados?®*

, seguidos das
ciclodextrinas, mas nesse caso como complexantes auxiliares?®>°®. As ciclodextrinas
sao constituidas de 6 a 8 moléculas de glicose e apresentam formato cbnico, que
permite a interagdo com o analito em seu interior. Por serem neutras, as
ciclodextrinas sao simplesmente arrastadas pelo EOF até o detector e a
diferenciacao agora ocorre devido as diferencas na particdo dos analitos nos trés
meios (o interior da ciclodextrina, o interior da micela e o eletrélito de corrida).

Por nao exigir modificacdo no equipamento de CE, e principalmente devido a
maior disponibilidade de instrumentos que possuem esse tipo de detector, em MEKC

s*95758] - Agsim

a deteccao é geralmente realizada por espectrofotometria UV-vi
como em CZE, é necessario realizar derivatizagao (previa ou durante a separacao)
de analitos que nado absorvem para inserir um grupo cromoéforo ou, empregar
deteccdo indireta, adicionando um co-ion croméforo ao eletrélito de corrida. Os
limites de deteccao alcancados em MEKC empregando deteccdao UV-vis, tal como
em CZE, sdo menos favoraveis que os alcangados com técnicas de detec¢do mais
sensiveis, entre as quais tem ganhado preferéncia a fluorescéncia induzida por laser

5% Com a elevada sensibilidade e

(LIF, do inglés Laser-Induced Fluorescence)
adicional capacidade de identificacdo dos picos, a espectrometria de massas (MS,
do inglés Mass Spectrometry)®™ tem se mostrado como a técnica de detecgdo mais
favoravel para as técnicas de separacdo em geral. Contudo, o elevado custo de

aquisicdo de um MS (ficando um equipamento de LIF em posicao intermediaria)
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juntamente com o alto custo de manutencédo, tem fomentado a busca por
alternativas mais acessiveis, sendo que, dentre elas, os sistemas eletroquimicos de
deteccdo tem ganhado destaque. Apesar de ainda poucos trabalhos utilizarem
deteccao eletroquimica em MEKC, vale ressaltar a quantificacdo de alcodis
primarios!®"! e a determinacdo simultanea de cafeina e taurinal® usando C*D, e a

determinacao de compostos fendlicos empregando deteccdo amperométrical®?.

1.3.2. Derivatizacao

A derivatizacdo é uma estratégia de preparo/manipulacdo da amostra e tem
sido amplamente utilizada em técnicas de separagdo, como HPLC!®*%! ¢ CE®26667]
com a finalidade de melhorar ou permitir a deteccdao do analito de interesse. A
derivatizacdo pode acontecer previamente a separagao (pre-column ou pre-
capillary), diretamente no capilar (on-column ou on-capillary) e ap6s separagao
(post-column ou post-capillary). De maneira geral, a derivatizacdo consiste em
realizar uma modificacdo da espécie quimica, como por exemplo, inserindo grupos
cromoforos ou fluordéforos em espécies que nao absorvem, permitindo assim a
deteccdo por espectrofotometria UV-vis ou fluorescéncia, respectivamente. Em
alguns casos, a derivatizagdo pode ser empregada para permitir a separacao de

compostos quirais. Adicionalmente, reagdes que visam conferir carga a moléculas

neutras com finalidade de permitir separacdo desses compostos por CE, por

[68] [69,70] [71] 72]

exemplo, élcoois™, polidlcoois , alcoois graxos!’!) aldeidos!’®, cetonas, e
acucares, tém sido empregadas.
O pré-processamento eletroquimico tem se mostrado uma alternativa a

analise de espécies neutras por CE quando estas sao susceptiveis a eletrooxidacao
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ou eletrorreducdo com formacao de espécies idnicas ou ionizaveis. Até o momento,
essa estratégia foi explorada para: determinacdo de tracos de metais pesados
através da pré-concentracao em fluxo, seguida de redissolucao, separacao por CE e

DI#728l: estudo de processos de eletrooxidagcdo de espécies

deteccdo por C*
organicas sobre diferentes materiais de eletrodo, monitorando os produtos gerados
durante a eletrocatdlise por CE-C*D¥*#1 ¢ CE-UV/Vis!™®; deteccdo de anions
radicais de quinonas gerados na superficie do eletrodo de trabalho'*?; e geracéo de
espécies ionizaveis a partir de neutras, permitindo a quantificacdo de alcoois
priméarios por CE-C*D!"*8] monitorando os &cidos carboxilicos gerados durante a
eletrooxidacdo. Adicionalmente, essa técnica tem sido utilizada para melhorar a
eficiéncia de ionizacdo de espécies no electrospray quando empregada deteccéo

por espectrometria de massas!*+*°.

1.4. ANALISE SIMULTANEA DE CATIONS, ANIONS E ESPECIES NEUTRAS

POR ELETROFORESE CAPILAR

Apesar da elevada capacidade da cromatografia a gas (GC, do inglés Gas
Chromatography) para separacao e quantificacdo de espécies volateis, compostos
ndo volatilizaveis (p. ex., metais) ou termicamente instaveis ndo podem ser
analisados por essa técnica sem derivatizacdo previa’¥. Por outro lado, HPLC
possui ampla aplicabilidade, porém, também apresenta algumas limitagdes. Por
exemplo, para analise simultdnea de céations e anions por cromatografia de ions,
duas diferentes colunas sdo necessarias!’>"®. Nesse contexto, a eletroforese capilar
€ uma técnica versatil que permite a separacao simultanea de espécies catidnicas e

anidnicas (organicas ou inorganicas)!’”"8.
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Em CE, ao se colocar o detector no extremo negativo do capilar, serdo
separados e detectados os cations em ordem decrescente de mobilidade, seguidos
pelos anions que estiverem migrando com velocidade inferior a do fluxo

[79,80]

eletroosmoético (separacdo em contra-fluxo) Nos Ultimos anos, diversos

trabalhos tém reportado a separagdo simultinea de cations e anions por CE""8
sendo algumas estratégias particularmente interessantes. Utilizando um
equipamento com dois detectores, um em cada extremidade do capilar, e
transportando a amostra hidrodinamicamente até o meio do capilar antes da
aplicacao da alta tensao, a separagcao simultanea é possivel vez que, sob efeito do
campo elétrico aplicado, os cations migram no sentido do catodo e os anions, do
anodo, passando pelos detectores, como demonstrado por Hauser e
colaboradorest®!. Kuban e colaboradores!® demonstraram a possibilidade da
deteccao simultanea injetando a amostra em ambas as extremidades do capilar.
Nessa implementacdo basta um detector na regidao intermediaria, mas a distingéo
entre cations e anions é dificultada, vez que espécies provenientes de extremos
opostos do capilar podem alcancar o detector ao mesmo tempo. Nesse contexto,
como apresentado nos resultados desta tese, a separacdao de cations, anions (no
contra fluxo) e espécies neutras (detectando as espécies carregadas que foram

geradas ap0s derivatizacao eletroquimica) pode ser demonstrada pela primeira vez,

empregando o sistema automatizado em fluxo EC-CE-C*D!""..
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1.5. ELETROFORESE CAPILAR EM MICROCHIP

1.5.1. Miniaturizacao de Sistemas Analiticos

A partir da década de 1960, com o desenvolvimento da microtecnologia, o
mundo vem experimentando uma tendéncia a miniaturizacdo dos sistemas,
extraordinariamente bem sucedida no campo da eletrénica, mas néao restrita a ela.
Assim também na Quimica Analitica ha muita atividade de pesquisa em curso nesse
campo, das quais ja derivaram dispositivos comerciais, especialmente na area de
biodiagndsticos®. As vantagens observadas abrangem producdo em massa, menor
volume de amostras e reagentes, menor tempo de analise, custo relativamente baixo
e descartabilidade do dispositivo, se conveniente (amostras infectantes ou
radioativas).

Os primeiros dispositivos microfluidicos para aplicagdo analitica apareceram

na década de 1970 e foram desenvolvidos em wafer de silicio® 8, quartzo e

[86] [87-90]

vidro usando o0s, hoje bem consolidados, métodos fotolitograficos
provenientes da tecnologia eletrénica de microfabricacao. O nivel de integracao das
diferentes etapas do processo analitico em sistemas miniaturizados vem crescendo
e ja na década de 1990 foi cunhado o termo uTAS, para designar um micro sistema
analitico total. Também na mesma época, para uma designagdo mais ampla, nao
restrita a sistemas analiticos, o termo Lab-On-a-Chip passou a ser empregado,
correspondendo a integracéo de etapas completas de procedimentos desenvolvidos
em bancada num unico bloco de dimensdes reduzidas, podendo contemplar etapas

de amostragem, pré-tratamento, reagdes quimicas, separagdo e deteccao®?.
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Entre os sistemas de deteccdo que conferem maior sensibilidade e
seletividade ao uTAS estdo a LIF e a MS. Todavia, quando aplicaveis, outras
técnicas de custo e dimensdes mais reduzidas e mais facilmente integraveis no
préprio chip durante a fabricacdo despertam grande interesse, destacando-se entre
elas as técnicas eletroquimicas!®' ..

Principalmente devido a simplicidade da instrumentagdo, a eletroforese
capilar € a técnica de separacdo mais utilizada em sistemas miniaturizados.
Basicamente, as etapas de injecao (eletrocinética) e separagdo necessitam apenas
de fontes de alta tensdo, dispensando o uso de aparatos externos como bombas de
pressdo usadas em LC ou GC!®. O uso de bombas e micro valvulas no préprio
chip também pode ser evitado ou minimizado.

Para fabricacdo de microdispositivos, o vidro € um excelente material por
possuir caracteristicas préoximas as da silica fundida (empregada para fabricacao
dos capilares usados em CE): é inerte a grande parte dos reagentes quimicos, facil
de limpar, resistente a altas temperaturas e possui boas propriedades épticas. O
processo de microfabricacdo em vidro € realizado, em geral, através dos métodos
fotolitograficos, que requerem longos tempos de processamento, custo elevado e
necessitam do uso de salas limpas®®®°.. Por outro lado, isso tem fomentado a busca

por materiais e métodos de fabricacao alternativos.

Entre as mais populares alternativas ao vidro figuram materiais poliméricos

[96,97] [98,99] [100,101]

como polidimetilsiloxano (PDMS) , policarbonato , toner-poliéster e
polimetiimetacrilato  (PMMA)!'%2%! " que permitem rapida prototipagem, fécil
manipulagéo, custo relativamente baixo e menor fragilidade que o vidro. Os métodos
empregados para microfabricacdo nesses materiais incluem litografia soft®*”, hot

embossing®®'%! impressdo diretal'® ' e ablagdo a laser!'®*'%'%] Nessa linha,
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uma alternativa de facil implementagdo em qualquer laboratério, por requerer
somente uma impressora a laser, foi introduzida por do Lago e colaboradores!'®,
Nesse trabalho, um filme de poliéster (material das antigas transparéncias para
retroprojetor) foi usado como substrato para fabricacdo do dispositivo e os canais de
espessura micrométrica foram delimitados pela deposi¢édo de toner por impressao a
laser, seguida de selagem térmica entre dois filmes impressos com auxilio de uma
laminadora (empregada para plastificar documentos). A deteccdo condutométrica
sem contato é compativel com esses dispositivos impressos desenhados para CE,
vez que os eletrodos podem ser aplicados na face externa do filme de poliéster.
Contrapondo-se as vantagens supracitadas, algumas caracteristicas dos polimeros
que sao relevantes a algumas aplicagdes, como resisténcia quimica, transparéncia
Optica e resisténcia a alta temperatura, sao inferiores as obtidas com vidro.

Realizar, por ablacdo a laser, gravacdo de estruturas em vidro com
dimensdes maiores e menos precisas que as atingiveis por fotolitografia, dispensa o
uso de salas limpas e evita a necessidade de mascaras e moldes empregados
durante o processo de micro fabricacdo, porém, devido ao elevado custo a excecao
do laser de CO., esses equipamentos nao sao facilmente encontrados em

laboratérios de quimical'®!.

A versatil ablacdo com laser de CO, tem sido
largamente empregada para prototipagem em materiais poliméricos, como por
exemplo, PDMS!'1 ¢ PMMAl%41951%91 " mas em vidro foi pouco explorada até o

momento!' 12!

. Talvez isso se deva aos desafios encontrados para conseguir
dispositivos de vidro isentos de rachaduras, uma vez que, devido a alta poténcia do
laser requerida para a ablagcédo, o aquecimento acompanhado de expansao térmica

local resulta na quebra do dispositivo e/ou obtencao de canais de baixa qualidade.
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1.5.2. Deteccao Eletroquimica para Eletroforese em Microchip

Geralmente, a detecgdo eletroquimica, quando aplicada a técnicas de
separagao (HPLC, CE ou UCE) refere-se ao uso de amperometria, salvo na
cromatografia de ions, em que prevalece a condutometria convencional e na
eletroforese capilar, que conta com crescente presenca da condutometria sem
contato, técnica ja introduzida no item 1.1.3 da tese. De uma forma mais ampla, a

deteccao eletroquimica engloba o uso de sensores voltamétricos, amperométricos,

5l93.113]

potenciométricos e condutométrico e todos foram avaliados na ampla

literatura a respeito, sendo que detalhes e o0s avancos recentes podem ser

encontrados em artigos de revisaol®>'"11,

As primeiras aplicagcbes da detecgcdo amperométrica para CE em microchip
surgiram no final da década de 1990!"'®, com a introdugédo da técnica por Wang e

colaboradores, e desde entdo, o niumero de trabalhos que empregam esse tipo de

0!91-93]

deteccdo vem aumentando a cada an . Entre os substratos para a fabricacao

dos microchips figuram o vidro e diversos materiais poliméricos (PDMS, PMMA,

etc.), e como aplicagdes, servem de exemplo compostos de interesse bioldgico e

112,117] 118]

ambiental, como compostos fendlicos! , carboidratos!''®, metabolitos!''?,

aminoacidos e anticorpos!'?”, dentre outros!'%”:11%121],

Com a detecgédo condutométrica sem contato para CE em microchip nao foi
diferente; desde 2002, quando foi demonstrada pela primeira vez por Wang e

colaboradores!'??, é cada vez mais utilizada, como reportado em artigos de revisdo

93,113]

sobre o tema! . As aplicac6es abrangem a determinacao de agentes quimicos

[123,124] sl s!'?8l cations e anions inorganicos!'?”,

explosivos , metais pesado , amina

aminoacidos e alcaléides!'?®, dentre outros!''®'2%,
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1.6. ALCOOIS

As aplicacdes analiticas dos sistemas EC-CE-C*D abordadas nessa tese
envolvem, principalmente, alcoois alifaticos de cadeia curta, largamente empregado
em diversos ramos da industria (farmacéutica, cosméticos, tintas, etc.) como
matéria-prima e/ou solvente. Devido, principalmente, a sua importancia na producao
de bebidas alcodlicas (fermentadas e destiladas) e como combustivel alternativo ou
aditivo aos derivados de petréleo, o etanol ocupa um lugar de destaque. O etanol é
eficientemente produzido a partir de biomassa, sendo no Brasil, a cana-de-acucar,
devido ao maior rendimento por area plantada, a principal matéria prima para
producdo em larga escala. O Brasil € o segundo maior produtor de etanol no mundo,
ficando atras apenas dos Estados Unidos, tendo alcancado em 2015 o recorde de
30 bilhdes de litros produzidos, conforme publicagdo anual da Empresa de Pesquisa
Energética (Ministério de Minas e Energia)!'*?.

Devido as propriedades fisico-quimicas dos alcoois alifaticos, a técnica mais
difundida para a analise de amostras contendo essas espécies € GC com coluna

Capilar[131,132]

, pois, em geral, possibilita a injecdo sem derivatizacao, requer tempo
de analise relativamente curto e proporciona excelente resolucdo e baixo limite de
deteccdo. Alguns trabalhos realizam a determinacdo desses compostos por HPLC,
sendo, nesses casos, principalmente devido aos sistemas de deteccédo utilizados,
necessario realizar derivatizagdo dos alcoois, por exemplo, inserindo um grupo
croméforol'®3 3% ou fluoréforol'®,

Por serem neutros, alcoois alifaticos ndo podem ser separados por CZE,

sendo necessario, por exemplo, recorrer-se a MEKC. Assim como por HPLC, devido

aos detectores utilizados em CE, a derivatizacao para inserir um grupo croméforo ou
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fluoréforo se faz necessaria, afora trabalhos que utilizam detecgdo indiretal'®® ou
empregam deteccao eletroquimica, amperométrical’®”! ou condutométrica®'’.

Alcoois alifaticos podem ser facilmente oxidados quando na presenca de
espécies fortemente oxidantes em meio acido, como por exemplo, permanganato
(MnO4/H*) ou dicromato (Cr,O;%/H*), sendo possivel, em alguns casos, realizar a
determinacdo indireta de alcoois, e.g. o etanol'*®, com base na mudanca de cor,
pela reducdo dos ions Cr®* (amarelo) para Cr** (verde) ou Cr?* (violeta). Por
processo eletrocatalitico, alcoois também podem ser oxidados em eletrodos
metalicos, como platina, ouro, paladio, cobre e niquel polarizados positivamente.
Essa propriedade favoreceu o aumento dos estudos desses compostos como
alternativa aos combustiveis gasosos (p. ex., metano e hidrogénio), visando a
aplicacdo em células combustivel, principalmente pela facilidade de obtencao,
manipulagéo e armazenamento.

Para aplicacdo em células combustivel de alcool direto (DAFC, do inglés
Direct Alcohol Fuel Cell), a oxidacao total do alcool (conversdo a CO.) é desejada

considerando a maior densidade energética obtidal'*"!

. A oxidacgéao total de alcoois
com mais de um atomo de carbono, p. ex., etanol, implica na quebra da ligacao
carbono-carbono, sabidamente dificil. Nesse contexto, por ter apenas um atomo de
carbono, favorecendo a conversdo total a CO,, o metanol tem se mostrado mais
eficiente para aplicagdo em DAFCs!'*?!. Por outro lado, devido & sua toxidade, outros
combustiveis liquidos, como etanol, tém sido avaliados como alternativa ao metanol.

A oxidacao de alcoois primarios em eletrodos de metais nobres, como Pt, Pd
e Au, geram como produtos principais aldeidos, acidos carboxilicos e diéxido de
carbono (CO,), enquanto que &lcoois secundarios formam predominantemente

141]

cetonas e CO.'*Y. Dessa forma, os principais produtos da oxidacdo catalitica do
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etanol sdo acetaldeido (CH3COH) e acido acético (CH3COOH), com uma pequena
fracao sendo convertida a didxido de carbono (CO.), dependendo da composicado do
eletrélito, pH do meio!*?, temperatura, material do eletrodo e concentragdo do
alcool™®!. Além disso, intermediarios gerados como o monéxido de carbono (CO),
podem adsorver fortemente no eletrodo, levando a inativagcdo (envenenamento)
devido ao bloqueio da superficie.

Resultados semelhantes sdo observados com polidlcoois, por exemplo, o
glicerol. Com o aumento da producao do biodiesel, quantidades elevadas de glicerol
sdo geradas como subproduto. Apesar de o glicerol ser amplamente utilizado nas
indUstrias farmacéuticas, de cosméticos e de alimentos!'*®, ha excedente,
justificando a pesquisa de novas aplicagdes como o uso em células combustivel
(DAFC)". Como citado previamente, em DAFC ¢ interessante, em termos de
rendimento energético, alcancar a oxidacdo total do combustivel, ou seja, a
conversdao a CO,, porém, a quebra da ligagdo C-C tem sido um desafio. Nesse
contexto é importante conhecer os intermediarios e produtos envolvidos na
eletrooxidacao do glicerol.

A eletrooxidagao do glicerol em eletrodos de platinal’*!, ouro e paladio!'*®

pode
gerar espécies neutras, como gliceraldeido e dihidroxiacetona, e ibnicas ou
ionizaveis (dependendo do pH), como os &cidos glicérico, tartrénico, glicélico,
hidroxipiravico, oxalico e férmico. A andlise dos intermediarios e produtos da
eletrooxidacdo do glicerol é geralmente realizada por combinacdo de técnicas
voltamétricas com espectroscépicas, como FTIR'*, ou de separacdo, como CE*"l e
HPLC!". Por CE, o glicerol pode ser determinado indiretamente medindo o iodato
formado por sua reacdo com periodato®®’? ou através da formagdo de complexo

com borato em meio alcalino®'.
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2. OBJETIVOS

Como objetivo geral, buscar-se-a ampliar e aprofundar as pesquisas para
aplicacao analitica quantitativa da derivatizacao eletroquimica de compostos neutros
no sistema em EC-CE-C*D, especialmente:

a) Avaliar melhor a influéncia do meio e do material de eletrodo, comparando
platina e ouro em meios acido, neutro e alcalino, buscando otimizar a eficiéncia e
reprodutibilidade da conversdao de alcoois alifaticos a carboxilatos, bem como
estudar o efeito de interferentes;

b) Avaliar a possibilidade de empregar o sistema EC-CE-C*D para
determinacao simultanea de cations, anions e espécies neutras numa unica corrida;

c) Avaliar a possibilidade de projetar e construir um sistema EC-CE-C'D

miniaturizado, preferencialmente num unico chip.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. REAGENTES E SOLUCOES

Todas as solucdes foram preparadas com agua desionizada (resistividade
> 18 MQ cm) obtida em sistema de purificacdo Nanopure® (Barnstead, NH, USA).
Todos os reagentes comumente utilizados em laboratério, como hidréxido de soédio,
hidréxido de litio, cloreto de sddio, cloreto de potassio, nitrato de potassio, metanol,
etanol, n-propanol, n-butanol, n-pentanol, glicerol, e os acidos férmico, acético,
propandico, bérico, cloridrico (37%, m/v) e nitrico (65%, m/v) foram de grau de
pureza analitica ou superior, sendo parte desses obtidos de empresas nacionais
como Synth® ou Vetec™. Os reagentes mais especificos como gliceraldeido,
dihidroxiacetona, 2-amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol (Tris), acido
2-(ciclohexilamino)etanossulfénico (CHES), sacarina sodica, salicilato de metila,
acido 2[N-morfolino]etanosulfénico (MES), dopamina, catecol, histidina (His),
brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB), Polybrene® e os acidos benzéico, Urico,
glicérico, hidroxipiravico, glicélico, glioxilico, mesoxalico e tartrénico, foram obtidos

da Sigma-Aldrich (Saint Louis, MI, USA) ou Merck (Darmstadt, HE, Alemanha).

3.1.1. Sistema Automatizado em Fluxo EC-CE-C*D

Para as corridas realizadas no sistema automatizado em fluxo EC-CE-C*D,
solugdo de Tris 30 mmol L™ + HCI 10 mmol L™ (pH 8,6) foi utilizada como eletrélito
de corrida (BGE). Eletrélitos compostos por: HNOs 5 mmol L' + HCI 1 mmol L™

(meio &cido, pH 2,3), KNO3 5 mmol L™ + KCI 1 mmol L' (meio neutro, pH 6,9) e
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NaOH 5 mmol L' + NaCl 1 mmol L' (meio alcalino, pH 11,7) foram usados para
eletrooxidacdo dos alcoois durante a otimizagdo do sistema. A amostra de
antisséptico bucal (Listerine® Tartar Control) foi diluida 50 vezes no eletrdlito usado
para eletrooxidacdo, composto por HNO3; 5 mmol L' e HCI 1 mmol L™, pH 2,3. No
inicio de cada dia de trabalho, os capilares foram condicionados passando

NaOH 0,1 mol L', 4gua e BGE durante 10 minutos cada.

3.1.2. Eletroforese Capilar com dois Detectores C*D

Para as corridas realizadas no CE munido de dois C*D, H3sBO3 60 mmol L +
LiOH 30 mmol L™ (pH 9,1) foi utilizado como eletrélito de corrida para separacao das
espécies neutras e para separacao simultdnea (neutros e carboxilatos no contra
fluxo). Para as separacOes dos acidos carboxilicos utilizando inversao de fluxo,
MES 30 mmol L™ + His 30 mmol L™ (pH 6,0) foi usado como BGE, ora tratando o
capilar previamente com solugéo de Polybrene® 5 % (m/m), ora adicionando CTAB
(0,2mmol L") ao BGE. As solugdes padrdao contendo glicerol, gliceraldeido,
dihidroxiacetona e os acidos férmico, glicérico, hidroxipiruvico, glicélico, glioxilico,
mesoxalico e tartronico, 1,0 mmolL"' cada, foram preparadas em NaOH
10 mmol L. Antes de iniciar os experimentos, o capilar foi condicionado passando

NaOH 0,1 mol L'™!, 4gua e BGE durante 10 minutos cada.

3.1.3. Microchip de Vidro por Ablacao a Laser

Nos experimentos com o microchip de vidro, Na;HPO4 10 mmol L' + SDS

0,5mmol L™ (pH 9,0) foi utilizado como BGE. Uma solugdo padrdo contendo
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dopamina, catecol e acido drico, 100 pmol L' cada, foi preparada em BGE e
utilizada como sistema modelo. No inicio de cada dia de trabalho, os canais do
microchip foram condicionados passando NaOH 0,1 mol L, 4gua e BGE durante 10

minutos cada.

3.1.4. Sistema Hibrido Miniaturizado EC-CE-C*D

No sistema hibrido miniaturizado EC-CE-C*D, as corridas foram realizadas
empregando CHES 10 mmol L' + NaOH 5 mmol L™ (pH 9,2). Para eletrooxidacdo
dos alcoois nesse sistema, HNOz 2 mmol L™ foi usado como eletrélito de suporte. As
solucdes padrao de acidos carboxilicos (metandico, etandico e propandico) também
foram preparadas no mesmo eletrélito de suporte. As fragdes do uisque de milho
(moonshine), produzido em laboratério por fermentacdo seguida de destilagdo
fracionada, foram diluidas 100 vezes no eletrélito de suporte. Algumas imagens do
processo de fabricagcdo da moonshine no laboratério estdo disponiveis no Anexo I.
Antes de iniciar os experimentos, o capilar foi condicionado passando NaOH

0,1 mol L', agua e BGE durante 10 minutos cada.

3.2. INSTRUMENTAGAO

3.2.1. Sistema Automatizado em Fluxo EC-CE-C*D

%8 que compée o sistema EC-CE-C*D

O equipamento de eletroforese capila
foi construido no préprio laboratério pelo grupo do Prof. Dr. Claudimir Lucio do Lago,

que também desenvolveu o detector do tipo C*D utilizado!'*®. Para construgéo do
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presente sistema, o0 equipamento de eletroforese capilar sofreu algumas
modificacdes, por exemplo, o reservatorio de eletrélito situado na parte aterrada do
equipamento foi substituido por uma célula eletroquimica em fluxo®”, como
apresentado na Figura 1 (desenho esquematico fora de escala, com énfase na
célula eletroquimica). Devido aos elevados valores de tensdo aplicada durante as
separacOes eletroforéticas, um potenciostato com protecdo a descargas elétricas
acidentais foi construido no laboratério e acoplado ao sistema®” (S1, S2 e S3, na
Figura 1, representam os relés responsdveis por conectar e desconectar o
potenciostato durante o procedimento). O software para aquisicdo e controle de
dados do sistema EC-CE-C*D foi desenvolvido no laboratério utilizando LabVIEW
8.0, National Instruments (Austin, TX, EUA). Os experimentos foram realizados
utilizando capilares de silica fundida (Agilent) com 50 um de didmetro interno e
45 cm de comprimento (com comprimento efetivo variavel - entre 15 e 25 cm).
Durante as separagdes, o0 equipamento permite aplicar até 30 kV entre as
extremidades do capilar.

O sistema EC-CE-C*D ¢ totalmente baseado em fendmenos eletroquimicos,
tem funcionamento automatizado e as solugdes sado propelidas para a célula
eletroquimica por microbombas solendide. Esse sistema permite injetar no capilar
alguns nanolitros de amostra colhida a poucos micrometros na interface
eletrodo/solucao, distancia esta definida pelo angulo de lapidacédo da extremidade do

capilar, como descrito em trabalho do grupo®!.
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Figura 1: Esquema da célula eletroquimica em fluxo acoplada ao CE. Flow in e Out:
entrada e saida de solucées, respectivamente. S1, S2 e S3: relés para chavear os
eletrodos da célula eletroquimica entre controle pelo potenciostato ou somente o auxiliar
pelo CE'7!.

A célula eletroquimica acoplada ao equipamento de eletroforese capilar (em
destaque na Figura 1) € composta por dois blocos separados por um espacador de
200 um de espessura. A parte inferior € um bloco de Kel-F com dois eletrodos,
sendo um utilizado como eletrodo de trabalho e outro como auxiliar. No presente
projeto, dois blocos foram utilizados (um com eletrodos de platina e outro com
eletrodos de ouro), mas em experimentos diferentes. A parte superior da célula, que
foi construida no laboratorio, consiste de um bloco de acrilico com um orificio para
entrada do capilar, um orificio para entrada e outro para saida do fluxo de solugéo e
um 42 orificio no qual esta embutido um fio de prata recoberto por um filme de
cloreto de prata, utilizado como eletrodo de referéncia (quase-referéncia). Essa
célula foi anteriormente desenvolvida no préprio laboratério e esta detalhadamente

descrita na literatura®,
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Para propulsao das solucoes, o sistema dispée de 3 microbombas solendide
modelo 090SP - Biochem Valve (Boonton, NJ, USA), nao representadas na Figura 1.
A propulsdo do tampao de corrida e agua é realizada, respectivamente, pelas
microbombas 1 (uB1) e 2 (uB2), de volume nominal fixo de 10 pL/pulso, enquanto
gue a microbomba 3 (uB3), de volume nominal de 5 pL/pulso, é responsavel pela
propulsao da amostra. Tubos de Teflon de 0,5 mm de diametro interno sao utilizados
para conectar as bombas a célula e aos reservatdérios com as solugdes. Mais
detalhes sobre a instrumentacdo e o funcionamento do equipamento podem ser

obtidos em tese de doutorado defendida por integrante do grupo!'*.

3.2.2. Eletroforese Capilar com dois Detectores C*D

O equipamento de eletroforese capilar utilizado dispée de dois detectores do
tipo C*D posicionados a 10 centimetros de cada extremidade do capilar. Tanto o

8 quanto os detectores!'! foram construidos no préprio

equipamento de CE!
laboratério pelo grupo do Prof. Dr. Claudimir Lucio do Lago. O uso de dois
detectores C*D permite realizar o monitoramento de reagdes quimicas (ou
interacdes) que ocorram no interior do capilar, como por exemplo, interacdes entre
analito e modificadores de superficie (p.ex., CTAB)"®" ou formacdo de espécies
(p.ex., adutos) com curto tempo de meia-vida!'®?. Para as corridas eletroforéticas,
utilizou-se um capilar de silica fundida (Agilent) de 50 um de diametro interno e
60 cm de comprimento, com comprimento efetivo de 10 centimetros (primeiro

detector) e 50 centimetros (segundo detector). Durante as separacdes, o

equipamento permite aplicar até 30 kV. Para aquisicao e controle de dados durante
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as analises, empregou-se um software desenvolvido no nosso laboratorio,

empregando LabVIEW 8.0, National Instruments (Austin, TX, EUA).

3.2.3. Microchip de Vidro por Ablacao a Laser

O desenvolvimento do método que permitiu a fabricagdo dos microchips de
vidro por ablacao a laser de CO, foi realizado durante o estagio sanduiche na
Universidade de Clemson (Clemson University — South Carolina — USA).

Todos os canais e reservatérios foram fabricados em laminas de vidro para
microscopia com dimensbées de 76,2 x 25,4 x 1,0 mm, obtidas da Propper
Manufacturing Co. Inc. (Long Island, NY, USA). As estruturas a serem gravadas nas
laminas foram desenhadas em CorelDRAW® Graphics Suite X6, Corel Corporation
(Ottawa, ON, Canada). Antes de realizar as ablacdes, uma fina e uniforme camada
de parafina obtida da Pillar Candle Unscented, MVP Group International (Bentonville,
AR, USA) foi depositada em ambas as faces da lamina de vidro. Para fazer a
camada inferior de parafina, 0,20 g de parafina triturada foram derretidos sobre uma
lamina de silicio (wafer, que serviu de suporte) utilizando uma chapa de
aquecimento a 70 °C. Em seguida, uma lamina de vidro limpa foi colocada sobre a
parafina derretida e pressionada com a mao contra a superficie do wafer para
eliminar o excesso de parafina. Eventuais bolhas de ar retidas na parafina entre a
lamina de vidro e o wafer, foram eliminadas realizando movimentos circulares com a
propria lamina de vidro. Logo apés, fundiu-se 0,40 g de parafina sobre a lamina de
vidro para formar a fina camada superior. Para esfriar a parafina, o wafer de silicio
com a lamina parafinada foram colocados sobre a bancada em granito (plana e

nivelada) durante aproximadamente 10 s, tempo suficiente para que o aspecto da
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parafina mudasse de transparente para opaco, sinalizando a solidificacao
(temperatura inferior a 60 °C). A uniformidade da camada de parafina também pode
ser visualmente inspecionada pela coloragdo da parafina. Imagens da lamina de
vidro com parafina, antes e apds a ablagdo usando a gravadora a laser de CO;
estao disponiveis no Anexo Il. A disposicdo das camadas (lamina de vidro, parafina
e wafer de silicio) do substrato pronto para ser gravado, pode ser melhor

compreendida no desenho esquematico representado, em detalhe, na Figura 2.

CO, LASER
ABLATION

CHANNEL
PROFILE

<€— SILICON

Figura 2: Desenho esquematico da fabricacdo do microchip de vidro por ablagao a laser de
CO,. Em detalhe: visualizagdo do perfil semicircular do canal (channel profile), cruzamento
utilizado para injecdo da amostra e ampliagdo da borda mostrando as camadas dos
materiais empregados durante a ablacdo (silicon: wafer de silicio, wax: parafina e glass:
lamina de vidro)''".

Todas as ablag¢des foram realizadas usando uma gravadora/cortadora a laser
de CO, Mini 24 (30 W) obtida da Epilog Laser Systems (Golden, CO, USA) provida
com laser no comprimento de onda de 10,6 um e sistema automatico de foco para
delimitar a distdncia da superficie da pega (no modo manual, o equipamento

também permite a usinagem fora da distancia focal). Esse instrumento possui um

conjunto de espelhos e lentes acopladas a bragos mecanicos méveis para que o
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feixe do laser percorra, por reflexdo e focalizacdo, a superficies das pecas nas
regides desejadas (semelhante a um plotter). Ele possui dois modos de ablacao, o
vetorial (usado para realizar cortes e gravar canais), com velocidade maxima dos
bracos de 90 mms"' e o raster (usado para fazer rebaixos nas pecas), com
velocidade maxima de 2200 mms'. Um desenho esquematico do processo de
gravacado da lamina de vidro utilizando laser de CO,, mostrando em detalhe a
disposicdo das camadas dos materiais, o perfil semicircular do canal obtido e o
cruzamento utilizado para injecao da amostra, é apresentado na Figura 2.

Os canais com aproximadamente 400 um de largura e 70 um de profundidade
usados para injecao e separacado no microchip foram fabricados usando a gravadora
a laser no modo vetorial com 80 % de poténcia e 10 % de velocidade, enquanto que
os furos de 3 mm de diametros usados para fazer os reservatérios foram cortados no
modo vetorial com 100 % de poténcia e 2 % de velocidade (com 5 passes
consecutivos). Todas as ablag6es foram realizadas com a distancia focal do feixe do
laser ajustado 0,5 mm abaixo da superficie do vidro. Para injecao da amostra, os
canais dos reservatérios da amostra e descarte da amostra foram desenhados com
configuragdo “T duplo”. A distancia entre esses dois canais, que define a zona de
amostra (ou plug de amostra) foi 500 um, correspondendo a um volume de 3,5 nL de
amostra no canal central (canal de separacdo). O comprimento total do canal de
separacao foi 5 cm, sendo 4,5 cm o comprimento efetivo.

Para fabricar os microchips, os vidros gravados foram limpos (lavagem com
isopropanol) e selados permanentemente contra uma manta de PDMS (0,25 mm de
espessura) usando um Plasma Cleaner PDC-32G da Harrick (lthaca, NY, USA).
Para conferir sustentacdo mecénica e evitar deformacado dos canais (a0 passar

solugdo sob pressédo pelo microchip), a manta de PDMS foi previamente selada
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contra uma lamina de vidro ndo gravada. O processo de separacdo das espécies!''?
foi monitorado por detecgdo amperométrica no fim do canal (end channel)t'®>117:120,
Como demonstrado na Figura 3, um fio de ouro de 25 um de didametro (identificado
por Au), posicionado ao fim do canal de separacdo, na interseccao com O
reservatério de descarte, foi usado como eletrodo de trabalho. Um fio de prata e
outro de platina (0,5 mm de diametro), posicionados no reservatorio de descarte,
foram usados como eletrodos de pseudo-referéncia e auxiliar, respectivamente (ndo
aparecem na Figura 3). Uma imagem do microchip de vidro em funcionamento, com
todos os eletrodos posicionados e identificados, esta disponivel no Anexo lll. Todos
0os experimentos eletroquimicos foram realizados empregando um potenciostato

Electrochemical Analyzer CHI 810B, CH Instruments (Austin, TX, USA). Uma

imagem do microchip obtido nas condicdes especificadas é apresentada na Figura 3.

Figura 3: Imagem de um microchip de vidro produzido por ablagcdo a laser de CO. de
uma ldmina de microscdpio recoberta com parafina. Os canais e reservatorios foram
preenchidos com corante alimenticio verde (solucao 5 %). Au- eletrodo de trabalho (fio
de ouro de 25 um de diametro), EC- contato elétrico feito com fio de cobre e cola de
prata, W- reservatorio de descarte, B- reservatdrio do BGE, S- reservatdrio da amostra e
SW- reservatério de descarte da amostral’*?.

Para realizar a mobilizacdo (injecdo) da amostra e separacdo dos analitos,
uma fonte de alta tensdo automatizada HVS448 High Voltage Sequencer, com 8

canais, obtida da LabSmith (Livermore, CA, USA) foi utilizada. Um microscopio
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éptico (LEXT™ OLS 4000) da Olympus® (Center Valley, PA, USA) foi usado para
obter as imagens 3D e realizar as medi¢cdes de largura, profundidade e rugosidade
dos canais (lente com aumento 20 x). Para obter as imagens dos reservatérios e dos
canais, foi usado um microscopio BX41M da Olympus (Center Valley, PA, USA) com

aumento de 25 x, acoplado a uma camera (Infinity 1), controlado por software.

3.2.4. Sistema Hibrido Miniaturizado EC-CE-C*D

A miniaturizacdo do sistema EC-CE-C'D foi realizada durante o estagio
sanduiche na Universidade de Clemson (Clemson University — South Carolina —
USA).

O desenho esquematico do sistema hibrido EC-CE-C*D é apresentado na
Figura 4A. O sistema é composto de (i) uma célula eletroquimica utilizada para
realizar a derivatizacao eletroquimica dos analitos, injecdo da amostra e semi-célula
anodica durante as separacoes eletroforéticas (indicada como electrochemical cell
na Figura 4A); (ii) um capilar de silica fundida de 15 cm de comprimento e 50 um d.i.
(indicado como capillary na Figura 4A); (iii) um detector condutométrico sem contato
(indicado como C*D na Figura 4A); (iv) um reservatério de descarte também usado
como semi-célula catédica durante as separacoes (indicado com WR na Figura 4A);
(v) uma fonte de alta tenséo para eletroforese em microchip; e (vi) um potenciostato
para controle dos potenciais aplicados na célula eletroquimica. A fonte de alta
tensdo e o potenciostato ndo aparecem na Figura. Imagens do sistema hibrido
miniaturizado EC-CE-C*D, com os eletrodos posicionados e identificados, estdo

disponiveis no Anexo IV.
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Como apresentado na Figura 4B, a célula eletroquimica € composta por trés
partes: dois paralelepipedos em PMMA (15 x 15 x 3 mm) com um furo central (2 mm
de diametro) para fixar o tubo Tygon® (2 mm d.e. e 0,3 mm d.i.). Na peca frontal, o
tubo é usado para segurar o capilar de silica fundida (0,36 mm d.e.), enquanto que
na de fundo é utilizada para fixar o eletrodo de trabalho (fio de ouro de 0,5 mm de
didmetro); a terceira parte, a peca do meio, foi cortada em forma de “U” como
mostrado na Figura 4B. Quando vista por cima, a parte interna do “U” possui a forma
de um quadrado de 10 x 10 mm. As pecas foram seladas com cloroférmio para se
obter o reservatorio.

Como pode ser observado na Figura 4A, o reservatério de descarte e semi-
célula catddica (indicado como WR) foi construido da mesma maneira que a célula
eletroguimica, porém, apenas umas das pecas (a frontal) possui o furo com o tubo
Tygon®, que nesse caso é usado para fixar o capilar. As pecas de PMMA foram
cortadas usando uma cortadora a laser de CO, comercial Mini 24 de 30 W de
poténcia, obtida da Epilog Laser Systems (Golden, CO, USA). Dois fios, sendo um
de platina (0,5 mm de diametro) e outro de prata (0,5 mm de diametro), foram
usados como eletrodos auxiliar e pseudo-referéncia, respectivamente (néao
mostrados na Figura 4). Imagens do sistema hibrido miniaturizado EC-CE-C*D e da
célula eletroquimica, com os eletrodos posicionados e identificados, estao
disponiveis no Anexo IV. Apéds a eletrooxidacao dos alcoois, os eletrodos auxiliar e
pseudo-referéncia sdo removidos da célula eletroquimica e substituidos pelo
eletrodo para realizar a injecdo eletrocinética e a separacao eletroforética. Os
desenhos esquematicos das Figura 4B e C detalham, respectivamente, a montagem
da célula eletroquimica e a ponta do capilar (lapidada em bisel) tocando o eletrodo

de trabalho. Essa estratégia de polir o capilar em angulo para definir uma distancia
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fixa entre a ponta do capilar e a superficie do eletrodo de trabalho foi demonstrada
previamente pelo grupo de pesquisa do orientador desse trabalho 2728, Além disso,
essa estratégia permitiu pela primeira vez, realizar anélises quantitativas por EC-

CE™® superando a falta de reprodutibilidade devido ao reposicionamento do capilar.

Figura 4: Desenho esquematico do sistema hibrido EC-CE-C'D (A). Desenho
esquematico da montagem da célula eletroquimica para derivatizacdo (B) e mostrando a
ponta do capilar (polida em angulo) tocando o eletrodo de trabalho (C). a- capilar de silica
fundida (50 um d.i.), b- tubo de Tygon®, c- eletrodo de trabalho (fio de ouro com 0,5 mm
de didmetro), d- célula eletroquimica construida em PMMA, BR- reservatorio do tampé&o,
SR- reservatério da amostra, WR- reservatério de descarte e C’D- detector
condutométrico sem contato™?.

As separacdes foram realizadas empregando um capilar de silica fundida
(Agilent) de 50 um de didametro interno e 15 cm de comprimento (com 12 cm de
comprimento efetivo). Para realizar a separacdo e mobilizacdo da amostra (injecao

eletrocinética), utilizou-se uma fonte de alta tensdo de 8 canais, HVS448 High
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Voltage Sequencer, LabSmith (Livermore, CA, USA), controlada por computador.
Para aplicar e controlar os potenciais utilizados durante os processos de
eletrooxidacao dos analitos, um potenciostato Electrochemical Analyzer CHI 8108,
CH Instruments (Austin, TX, USA) foi empregado. Imagens da interface dos software
usados para controlar o potenciostato e a fonte de alta tensao estdo disponiveis no

Anexo IV.

3.3. PROCEDIMENTO

3.3.1. Sistema Automatizado em Fluxo EC-CE-C*D

Inicialmente, através da uB1, 0,2mL (vazdo 0,2 mL min") do tampdo de
corrida sdo bombeados pela célula eletroquimica. Aplicando aproximadamente
5 kPa, durante 20s, no reservatério situado na extremidade oposta a célula
eletroquimica, todo o capilar do CE é preenchido com tampao (armazenado no
reservatério do CE). Em seguida, 0,1 mL (vazdo 0,2 mL min™') de 4gua deionizada
sao propelidos pela uB2 para lavagem da célula. Em casos onde se deseja explorar
a estratégia de pré-concentracao por stacking, ainda nessa etapa, um plug de agua
pode também ser injetado no capilar, previamente ao processamento e injecdo da
amostra, como ja demonstrado em trabalhos do grupo'®®. Posteriormente, através da
uB3, 0,2mL (vazdo 1mLmin') da amostra sdo bombeados pela célula
eletroquimica. A eletrooxidacdo das espécies, nesse caso, alcoois, é promovida
aplicando um potencial constante, durante determinado tempo. Apds a etapa de
eletrooxidacdo, a amostra é injetada no CE aplicando pressdo negativa no

reservatoério situado na extremidade oposta a célula eletroquimica, durante 3 s, e em
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seguida 0,3 mL (vazdo 1 mL min™") do tamp&do sdo bombeados através da célula
eletroquimica. Finalmente, um potencial de 30 kV (670 Vcm™) é aplicado com o
objetivo de separar e detectar as espécies catibnicas e anibnicas presentes na
amostra, assim como os produtos ibnicos formados durante a oxidagédo. Para
comutar entre padrées e amostras, recorreu-se a uma valvula solendide multicanal;
para operar ininterruptamente com muitas amostras, bastaria acoplar um trocador
automatico de amostras.

O software desenvolvido possibilita programar um numero ilimitado de
corridas, variando parametros como tempo e potencial de oxidacao. Isso permite a
automacao da andlise e facilita realizar estudos por longos periodos, como por
exemplo, para otimizacao de condicdes, avaliacao de repetibilidade e calibragéo.

Durante a etapa de eletrooxidacao dos alcoois, os potenciais aplicados sao
referenciados versus Ag/AgClyuase-refersncia, que consiste em um fio de prata recoberto

com um filme de cloreto de pratal*®

. Uma vez que a célula utilizada no sistema
EC-CE-C*D é de camada delgada, existe uma queda de potencial entre o eletrodo
de trabalho e o eletrodo de quase-referéncia, ou seja, o produto /R ndo compensado
pelo potenciostato, que varia de acordo com o meio, a magnitude da corrente e a
area do eletrodo utilizado. Apesar da correcao do potencial (versus Ag/AgCl,kciam)
nao ter sido feita para alguns experimentos em que se optou por reportar o potencial
versus AQ/AQClguase-referencia, €SSe  procedimento pode ser realizado como

demonstrado na Dissertacdo de Mestrado!'®?.
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3.3.2. Eletroforese Capilar com dois Detectores C*D

Inicialmente, aproximadamente 1,5 mL de eletrélito de corrida sdo colocados
nos dois reservatorios do CE. O capilar é preenchido com BGE reduzindo a pressao
no reservatoério situado na extremidade oposta ao ponto de injecao. Em seguida, o
reservatoério situado do lado da injecao é substituido por um reservatério contendo
amostra e aplica-se 5 kPa durante 3 s para introdugdo de uma aliquota no capilar.
Apés injecdo, o reservatorio da amostra € retirado, retornando o reservatorio
contendo BGE e a corrida é realizada ligando a fonte de alta tensédo, sendo, nesse

caso, 30 kV aplicados entre os eletrodos nas extremidades do capilar (500 V. cm™).

3.3.3. Microchip de Vidro por Ablacao a Laser

Durante as andlises, todos os reservatorios sdo preenchidos com 20 uL de
solucdo, sendo o reservatério da amostra (S) preenchido com amostra e cada um
dos outros reservatoérios (tampao (B), descarte (W) e descarte da amostra (SW))
preenchido com BGE. A injecdo da amostra foi realizada no modo pullback,
aplicando +700, +200 e +800 V nos reservatérios B, SW e S, respectivamente,
enquanto que durante a separagado eletroforética, os potenciais aplicados foram
+1100, +850 e +850 V, respectivamente. O reservatorio de descarte permaneceu
aterrado durante todas as etapas. O potencial aplicado para deteccao
amperométrica é +0,8 V, condicao ja definida em trabalhos publicados pelo grupo do

Prof. Dr. Carlos D. Garcial''>"""%%],
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3.3.4. Sistema Hibrido Miniaturizado EC-CE-C*D

Inicialmente, o reservatério do descarte (WR) é preenchido BGE enquanto o
reservatério do tampao/amostra (SR/BR) é preenchido com 50 uL da amostra. Em
seguida, os eletrodos auxiliar e pseudo-referéncia sao posicionados na célula
eletroquimica e aplica-se o potencial desejado no eletrodo de trabalho, durante o
tempo necessario para promover a eletrooxidacao dos alcoois, sendo que, nesses
estudos, avaliou-se de 1,2 a 1,5V (vs. Ag) durante 60 s. Posteriormente, os
eletrodos (auxiliar e pseudo-referéncia) sdo removidos da célula e os eletrodos de
platina sao posicionados (um em cada reservatério). Em seguida, uma fracao da
amostra derivatizada é injetada eletrocineticamente no capilar aplicando 3 kV no
reservatério WR durante 4 s, mantendo o SR/BR aterrado. Apdés a injecédo, a
amostra é removida por succ¢ao (usando uma micropipeta) e o reservatério SR/BR é
preenchido com 50 yL de BGE. Finalmente, a separacgéo é iniciada aplicando 3 kV
entre as extremidades do capilar (200 V cm™). Para evitar contaminacéo ou efeito de
meméria durante consecutivas anélises, por serem a amostra e o BGE alocados no
mesmo reservatério, cada troca de solugcdo é feita em duplicata, ou seja, o
compartimento € lavado e condicionado com uma aliquota de 50 pL, renovada em

seguida.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

41. APLICACAO DO SISTEMA EC-CE-C'D PARA DETERMINACAO
SIMULTANEA DE CATIONS, ANIONS E ESPECIES NEUTRAS

Durante o desenvolvimento do projeto de mestrado!'®, mostrou-se a
possibilidade de empregar o sistema EC-CE-C'’D para realizar determinacéo
quantitativa de alcoois primarios apds conversao eletroquimica nos respectivos
carboxilatos. Aproveitando as condicdes que se mostraram satisfatorias para essa
aplicacdo*®, BGE composto por Tris 30 mmol L™ + HCI 10 mmol L™ (pH 8,6) e HNO;
5 mmol L' + HCI 1 mmol L™ (pH 2,3) como eletrélito para eletrooxidagéo, avaliou-se
a possibilidade de realizar determinacao simultanea de cations, &nions (no contra
fluxo) e espécies neutras (detectadas apds derivatizacao eletroquimica) empregando
o sistema EC-CE-C*D. Para fazer a demonstracdo do novo conceito, 0 antisséptico
bucal (Listerine® Tartar Control) foi escolhido como amostra reall”.

De acordo com o fabricante, o antisséptico bucal Listerine® Tartar Control é
uma solug¢do aquosa contendo &cido benzdico e benzoato de sédio, sacarina sédica,
etanol, salicilato de metila, mentol, eucaliptol, n-propanol, timol, sorbitol, fluoreto de
sédio, sucralose, aroma, corantes azuis e um surfactante nao iénico (poloxamero
407). A concentracao desses componentes ndo esta descrita no rétulo dos produtos

comercializados no Brasil e a formulagédo pode variar de um pais para o outro.
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4.1.1. Analise das Espécies lonicas Presentes na Formulacao

Das espécies presentes na formulacdo, o ion sbédio pode ser faciimente
determinado por CE-C*D e, por possuir uma maior mobilidade que o co-ion presente
no tampao de corrida (Tris*), o sinal previsto corresponde a um pico positivo no
eletroferograma. No tampao utilizado Tris/CI" (pH 8,6), o benzoato (pKa 4,08) e a
sacarina (pKa 4,83) encontram-se ionizados, permitindo a separacao e deteccao por
CE-C*D em contra fluxo vez que possuem mobilidade inferior & do EOF e sdo
arrastados até o detector. O benzoato e a sacarina possuem uma mobilidade menor
que o co-ion do BGE (CI), dessa forma, um pico negativo (vale) é esperado no
eletroferograma para esses anions. Mais detalhes sobre os fundamentos e
mecanismos de deteccdo do C*D podem ser obtidos em trabalhos disponiveis na
literatura®>%¢!. Apesar de presente na formulagdo, o ion fluoreto nao foi detectado,
pois, por possuir mobilidade superior a do EOF nessas condi¢des, ndo € deslocado
no sentido do detector. Um eletroferograma da injecdo da amostra sem
derivatizacdo é apresentado na Figura 5. Os picos foram identificados por
fortificacdo com padrdes (spiking) e baseando-se no tempo de migracdo das

espécies obtido em simulagdo no PeakMaster 5.3 Complex®.
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Figura 5: Eletroferograma obtido pela injecdo da amostra de Listerine diluida 50 vezes
em HNOs; 5mmol L' / HCI 1 mmol L. Capilar: 50 um de d.i., 45 cm de comprimento
(20 cm efetivo), potencial de separagéo: 30 kV, tempo de inje¢do: 5 s, tamp&o de corrida:
30 mmol L' Tris / 10 mmol L' HCI. Na*: sédio, EOF: fluxo eletroosmético, Bz : benzoato
e Sac’: sacarinato.

4.1.2. Anadlise das Espécies Neutras apds Derivatizacao

Sem realizar a derivatizagdo eletroquimica, apenas sinais para os anions
benzoato e sacarinato sao observados nos eletroferogramas, como apresentado na
Figura 6 (curva EC OFF). Apds a etapa de eletrooxidacao, os picos negativos do
etanoato (oxidacdo do etanol) e pentanoato (oxidacao do n-pentanol usado como
padrao interno) também sdo observados (curvas 1,54 e 1,67 V). Os potenciais
aplicados durante a etapa de eletrooxidagédo foram referenciados vs. Ag/AgCl,kci aum.
O uso de um padrdo interno neutro eletrooxidavel como o n-pentanol foi descrito
anteriormente para correcdo de eventuais variagcbes nas condi¢cdes experimentais
durante a oxidacdo eletroquimical®® e, por ndo esti presente nessa amostra, foi
escolhido para essa aplicagdo. A pequena perturbacédo na linha de base apds o pico

do etanoato corresponde ao bicarbonado (HCOg3') presente na amostra e no BGE. A
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presenca do bicarbonado nas solugdes pode ser atribuida a dissolucdo de CO, do
ar, ou mesmo, do CO, produzido durante a eletrooxidacao dos alcoois, que no pH do
meio, 8,6, encontra-se majoritariamente na forma de HCO3;. Um segundo padrao
interno para corregcao dos sinais do sodio, benzoato e sacarinato ndo foi necessario
devido a alta repetibilidade de todas as etapas controladas pelo software, incluindo a
de injecao no capilar (a reducao de pressao durante a injecao foi estabilizada por
20 cm de coluna d’agua). Alguns eletroferogramas obtidos sem (EC OFF) e com

(1,54 e 1,67 V) eletrooxidacdo da amostra sao apresentados na Figura 6.

EC OFF
1,54V

1,67V

Pent! Bz Et

1,6 2,0 24
Tempo / min

Figura 6: Eletroferogramas sem (EC OFF) e com derivatizagdo da amostra diluida 50
vezes em HNO; 5 mmol L' / HCI 1 mmol L, com adicdo de 10 mmol L' de n-pentanol
(padréo interno) na solugéo final. Potencial de oxidacdo: 1,54 e 1,67 V vs. Ag/AgCl,«c) su-
Tempo de oxidagao: 60 s. Capilar: 50 um de d.i., 45 cm de comprimento (20 cm efetivo),
potencial de separagdo: 30 kV, tempo de injecdo: 5s, tampdo de corrida: 30 mmol L™
Tris / 10 mmol L HCI. Pent : pentanoato, Bz : benzoato, Sac : sacarinato, Et: etanoato e
HCO; : bicarbonato!"”.

Além do sédio, sacarina (na forma de sacarinato) e benzoato, todas as outras
espécies presentes na formulacédo sao neutras no pH do tampao, sendo que o etanol
e 0 n-propanol podem ser convertidos a etanoato e propanoato, respectivamente,

por derivatizacdo eletroquimica*®. Como apresentado na Figura 6, o etanoato foi
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efetivamente separado e detectado utilizando essa estratégia, mas o propanoato
nao foi detectado mesmo em menor diluicado da amostra (diluida 10 vezes ao invés
de 50 vezes). Duas hipodteses poderiam justificar ndo ter sido observado o pico
correspondente ao n-propanol, a co-migragcao do propanoato com alguma espécie
presente na amostra ou sua presenca em concentracao inferior ao LD da técnica
nessas condicdes. Dessa maneira, optou-se por adicionar 10 mmol L de n-propanol
na amostra diluida 50 vezes e, ap0s a derivatizacao eletroquimica, um pico bem
resolvido foi obtido para o propanoato. Apesar de, na formulagao descrita no rétulo
do produto constar n-propanol como ingrediente, a concentracao presente nao é
informada, e, na formulagado brasileira, € provavelmente inferior a faixa relatada
numa Patente (0,5 a 0,75 % de n-propanol em massa)!'*®.. Eletroferogramas obtidos
com e sem derivatizacdo eletroquimica ap6s fortificacdo da amostra (diluida 50

vezes) com 10 mmol L™ de n-propanol e n-pentanol sdo apresentados na Figura 7.

0,8 1,6 24
Tempo / min
Figura 7: Eletroferogramas com (1,67 V) e sem (EC OFF) derivatizagcao eletroquimica da
amostra diluida 50 vezes em HNOs; 5mmol L / HCl 1 mmol L', como adicdo de
10 mmol L de n-propanol e n-pentanol (padrdo interno). Potencial de oxidacdo: 1,67 V
vs. Ag/AgClkci su- Tempo de oxidagdo: 60s. Capilar: 50 um de d.., 45cm de
comprimento (25 cm efetivo), potencial de separagdo: 30 kV, tempo de injegdo: 5 s,
tamp&o de corrida: 30 mmol L' Tris / 10 mmol L" HCI. Na*: sédio, Pent : pentanoato, Bz :
benzoato, Sac : sacarinato, Prop’: propanoato (spiking de n-propanol) e Et : etanoato.
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Salicilato de metila também pode ser medido na forma de salicilato apés
hidrélise alcalina. A concentracao presente na amostra diluida 50 vezes foi inferior
ao limite de deteccdo, e um pico bem resolvido foi obtido apds fortificacdo da
amostra com salicilato de metila, seguida de hidrélise pela adicao de NaOH
(10 mmol L™" na solucéo final). Ao analisar a amostra menos diluida, p. ex. 10 vezes,
observou-se reducao gradual no fluxo eletroosmoético apds consecutivas injegdes,
provavelmente devido a acumulacdo de surfactantes adsorvidos na parede do
capilar. Isso deve ser evitado por exigir uma frequente regeneracdo do capilar.
Outros ingredientes presentes na formulacao sao dificeis de eletrooxidar para formar
espécies ionizaveis no potencial aplicado. Em potenciais mais elevados, além da
formacao de O,, outras espécies como metanoato (formiato) e CO, sado formadas,
porém, uma vez que, mais de um alcool pode gerar ambas as espécies em
condicoes mais extremas, nao é possivel fazer uma relagdo quantitativa direta entre

essas espécies e a concentracdo do analito de interesse.

4.1.3. Variacao do Potencial Aplicado para Derivatizacao

O conjunto de eletroferogramas apresentados na Figura 8 mostra o efeito da
variacao do potencial aplicado durante a derivatizacao. A fracéo de etanol convertido
em etanoato aumenta significativamente entre 1,47V e 1,67V, enquanto do
pentanol convertido em pentanoato aumenta no intervalo de 1,47V a 1,60 V. Os
ganhos na sensibilidade e limite de deteccdo para os alcoois em potenciais mais
altos foram acompanhados por alargamento na base do pico, mas sem comprometer
a resolucdo entre o pentanoato e o benzoato nas concentracbes testadas. Em

1,74 V a eletrélise da agua ja ocorre em escala suficiente para ocasionar eventual
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formacao de bolhas de oxigénio dentro da célula eletroquimica, reduzindo a area
ativa do eletrodo e, em casos extremos, interrompendo o filme de liquido no canal,
com consequente perda do controle de potencial pelo potenciostato. Os potenciais
de 1,50 ou 1,54 V sao apropriados para a analise vez que o ganho de sensibilidade
em 1,67V, referente a conversdao de etanol em etanoato, é dispensavel dada a
concentragdo relativamente alta de etanol na formulagcdo. Como se observa, o
potencial de derivatizacdo € um parametro facilmente ajustavel que proporciona
certo grau de controle sobre a sensibilidade de diferentes espécies, mas nem
sempre na ordem desejada, sendo o presente caso um exemplo favoravel. Todos os
potenciais aplicados durante a etapa de eletrooxidagdo foram referenciados vs.
AQ/AgCl,kci awm.

Na* ?e(\’{ 61«
SN
—

s HCO, Met

s/ 1,74V
Et 1,67V
16V

1,54 V

1,50 V

. 1,30V
| EC OFF

-
N
w
=

Tempo / min

Figura 8: Conjunto de eletroferogramas da amostra diluida 50 vezes em HNO;
5mmol L'/ HCI 1 mmol L', como adicdo de 10 mmol L' de n-pentanol (padrao interno),
variando o potencial aplicado (vs. Ag/AgCl,kciam) durante a derivatizagdo eletroquimica
para determinacdo simultdnea de cations, &nions e espécies neutras por EC-CE-C*D.
Na’: sdédio, Pent: pentanoato, Bz: benzoato, Sac: sacarinato, Et: etanoato, HCOs:
bicarbonato e Met: metanoatd’”. Todos os pardmetros sdo semelhantes aos descritos
na Figura 7.
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A amostra do antisséptico bucal diluida 50 vezes (com adicdo de n-pentanol
como padrao interno) foi eletrooxidada em diferentes potenciais e os dados obtidos
da area dos picos de cada espécie presente na amostra em fungéo do potencial de
derivatizacdo sao apresentados na Figura 9. Os sinais correspondentes aos
carboxilatos apresentam crescimento com perfil sigmoidal tendendo a um patamar,
como esperado em voltametria. Independentemente da altura dos patamares, os
potenciais a meia altura sdo semelhantes para o pentanoato, o etanoato e o
metanoato, indicando que a determinacao direta por voltametria seria inviavel. A
separacao e detecgcdo de espécies neutras, como por exemplo, n-pentanol, etanol e
metanol, ndo seria exequivel por CE-C*D. O sucesso foi alcangado somente com a
conjugacao das trés técnicas eletroquimicas, voltametria ou, mais precisamente,
microeletrolise a potencial controlado, eletroforese capilar e condutometria sem
contato.

Além do crescimento das areas dos picos dos carboxilatos com o potencial
aplicado, especialmente acima de 1,5 V, notou-se ligeira atenuagdo das areas de
pico das espécies ibnicas da amostra, como pode ser observado na Figura 9. Em
potenciais de eletrooxidagcédo suficientemente altos, o benzoato e a sacarina podem
ser oxidados a CO, e/ou produtos intermediarios, como por exemplo, metanoato e
salicilato no caso do benzoato, ou outras espécies nao ibnicas indetectaveis.
Especulacdao semelhante ndo se aplica, todavia, aos ions de sédio, cujo pico
também apresentou decréscimo de cerca de 5 % entre o patamar observado até
1,50 V e o0 patamar acima de 1,55 V.

Uma mudanga menor na forma do pico e na linha de base ajustada para a
integracao do pico do sodio foi observada experimentalmente na presenga de mais

produtos de eletrdlise, possivelmente devido a mudanca na condicao de stacking do
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plug da amostra durante a separacéo eletroforética. Uma pequena diminuicdo de
concentracao de ions sédio proximo ao eletrodo devido a sua migragao, afastando-
se do anodo durante a eletrélise, poderia também influenciar a quantidade de sodio
injetada no capilar, se bem que o transporte de carga por migracao na solucao é

realizado majoritariamente pelos ions H* presentes no eletrélito em pH 2,3.

14,
121
104
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14 15 16 17 18
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Figura 9: Variagcao do sinal dos analitos (area dos picos) em fungéo do potencial aplicado
durante a derivatizacdo eletroquimica para a andlise da amostra de Listerine® Tartar
Control diluida 50 vezes. Condicées do experimento semelhantes as da Figura 7",

Uma vez que o potencial de derivatizagcdo para uma amostra é escolhido e
mantido constante, a curva de calibragcao para cada analito é pouco afetada, exceto
qguando a concentracdo de um analito apresenta grande variacao, p. ex., antisséptico
bucal alcodlico versus nao-alcodlico. Nesta situacdo o uso de adicao de padrao
interno para as espécies ibnicas € indispensavel, além da adicdo de n-pentanol
(padrao interno) para corrigir os analitos derivatizados.

Embora a avaliacdo da determinacdo quantitativa de todas as espécies
detectaveis no antisséptico ndo tenha sido realizada, curvas analiticas para

benzoato, sacarinato e etanoato (etanol) foram obtidas visando cobrir a faixa de
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concentracao aproximada dessas espécies na amostra. As caracteristicas do
método obtidas para benzoato, sacarinato e etanoato estdo sumarizadas na Tabela
1. A estabilidade do eletrodo durante repetidas analises, nessas condi¢des, nao foi
avaliada, contudo, espera-se que o comportamento do sistema EC-CE-C*D para a
quantificagdo dessas espécies ndo difira muito da andlise de éalcool em cerveja,
demonstrada recentemente!*®, na qual a avaliagdo da repetibilidade durante 40
sucessivas determinagdes ndo mostrou decréscimo no sinal que indicasse gradual
inativagao do eletrodo.

Tabela 1: Coeficiente de correlacdo (R), limite de detecgdo (LD) e limite de quantificacao

(LQ) para benzoato, sacarinato e etanoato. O desvio padréo (s) do ruido da linha base foi de
0,00057 u.a.

Coeficiente angular da Coeficiente LD (mmol L") LQ (mmol L'1) Faixa de conc.
curva de calibracdo de correlacao (3 X Suig0) / @ (10 X Siq0) /@ avaliada
(u.a. mmol™ L) (R) (0,00171) /a (0,0057) / a (mmol L")
Benzoato 0,194 0,999 0,009 0,029 0,05-0,20
Sacarinato 0,168 0,995 0,010 0,034 0,02-0,10
Etanoato 0,0316 0,997 0,054 0,180 5,0-75,0

4.1.4. Eletrooxidacao de Outros Componentes da Amostra

Em adicdo ao efeito do potencial de derivatizacdo nos sinais do etanoato e
pentanoato, um pico correspondente ao metanoato foi observado, aparecendo 4
minutos apds injegao (Figura 8). Devido a sua elevada toxicidade, obviamente
metanol ndo é um ingrediente da amostra, ou um contaminante detectavel no
antisséptico bucal alcodlico. O metanoato parece entao ter se formado a partir da
quebra de ligacdo carbono-carbono ou carbono-oxigénio (éster) de algum
ingrediente da amostra, com possivel geracao de intermediarios como metanol e
metanal. Dessa maneira, procurou-se identificar qual substancia poderia produzir
metanol (convertido a metanoato apds derivatizacdo eletroquimica) ou metanoato

durante a etapa de eletrooxidacao.
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O salicilato de metila presente na formulagao poderia ser o responsavel, uma
vez que, em hidrdlise alcalina, produz salicilato e metanol"*”'%®, Contudo, além da
baixa concentracao desse ingrediente na formulacdo, o antisséptico bucal € uma
solucdo acida (pH em torno de 3,9) e o eletrdlito usado durante a etapa de
eletrooxidacao também é acido (pH 2,3), desfavoravel a hidrélise em extensao
significativa. Apesar disso, uma solucdo de salicilato de metila 1,0 mmol L™ em
HNO3 5 mmol L™ / HCl 1 mmol L foi avaliada no sistema EC-CE-C'D em trés
condicoes: sem (EC OFF) eletrooxidacao e aplicando 1,50 e 1,67 V durante 60 s. Os
eletroferogramas obtidos sao apresentados na Figura 10. Como pode ser
observado, mesmo sob condicdo mais extrema, 1,67V vs. Ag/AgCl,kciam, Nao

aparece sinal referente ao metanoato.

EC OFF

1,50 V

~—1,67 V

1 2 3 4 5
Tempo / min

Figura 10: Eletroferogramas obtidos para salicilato de metila 1,0 mmol L'" em HNO;
5mmol L'/ HCI 1 mmol L' sem (EC OFF) e com eletrooxidacao aplicando 1,50 e 1,67 V
vs. Ag/AgCl,kci su durante 60 s. Todos os pardmetros sdo semelhantes aos descritos na
Figura 7.

Dando continuidade, uma solugéo de sacarina sédica 1,0 mmol L™ em HNO;
5mmol L' / HCl 1 mmol L foi avaliada sem (EC OFF) e com eletrooxidacéo,

aplicando 1,47, 1,54 e 1,67 V vs. Ag/AgCl,kcisw usando o sistema EC-CE-C*D. Em
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condicdes fortemente oxidantes, como na presenca de radicais hidroxilal'®, alguns
acidos carboxilicos, como por exemplo, os acidos férmico, maléico e oxalico podem
ser formados a partir da oxidagcdo da sacarina. Contudo, assim como observado
para solugdo de salicilato de metila, nenhum sinal correspondendo a metanoato
apareceu nos eletroferogramas registrados apés eletrooxidacdo do sacarinato nas
condi¢cées experimentais utilizadas. Um conjunto de eletroferogramas obtido em

cada condicao é apresentado na Figura 11.

~ EC OFF
1,47V
1,54V
1,67V
Sac
1 2 3 4
Tempo / min

Figura 11: Eletroferogramas obtidos para sacarinato 1,0 mmol L' em HNOs; 5 mmol L' /
HCI 1 mmol L' sem (EC OFF) e com eletrooxidacdo aplicando 1,47, 1,54 e 1,67 V vs.
Ag/AgCl,kci sm durante 60 s. Todos os pardmetros sdo semelhantes aos descritos na
Figura 7.

Visto que a eletrooxidagao de sacarina sodica ou de salicilato de metila nao
deu indicios da formagdo de metanoato avaliou-se solucdo de acido benzdico
1,0mmol L' em HNOs; 5mmolL" / HCI 1 mmolL"' sem (EC OFF) e com
eletrooxidacdo aplicando 1,50 e 1,67 V empregando o sistema EC-CE-C*D. Na
primeira condi¢cdo de eletrooxidacao, 1,50 V, observou-se um sinal em 3,5 minutos,

que poderia corresponder ao metanoato. Dessa maneira, ampliou-se o leque de
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valores de potencial aplicados para eletrooxidacdo do benzoato para 1,47, 1,50,
1,54, 1,60, 1,67 e 1,74 V (vs. Ag/AgCl,kci am)-

Como apresentado na Figura 12, os eletroferogramas obtidos apéds
eletrooxidacao da solucao de benzoato apresentaram sinal atribuido ao metanoato a
partir de 1,47 V (identificacédo realizada através do tempo de migracao e fortificacao

da solugao padrao com metanol).

EOF

1 2 3 4
Tempo / min

Figura 12: Eletroferogramas obtidos para benzoato 1,0 mmol L' em HNOs; 5 mmol L /
HCI 1 mmol L'" sem (EC OFF) e com eletrooxidagdo aplicando 1,47, 1,50, 1,54, 1,60,
1,67 e 1,74 V vs. Ag/AgCl,«ci sm durante 60 s. Todos os parametros sdo semelhantes aos
descritos na Figura 7.

Trabalhos reportados na literatura empregaram um equipamento de HPLC
acoplado com uma célula eletroquimica para estudar espécies sollveis geradas
durante eletrooxidacao do acido benzoico sobre eletrodos de diamante dopado com
boro!'®. Nessas condicdes, tracos de acido salicilico, acido 2,5-hidroxibenzéico e
hidroquinona foram detectados. Empregando espectrometria de massas, CO, foi
reportado como o principal produto volatil para oxidacao irreversivel do acido

benzoico adsorvido em eletrodos de platina policristalina em meio acido!'®". Embora
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volatil, o acido féormico nao foi detectado, provavelmente devido a producao nao
significativa nessas condicoes.

Como pode ser observado na Figura 13, além da formacado de metanoato
durante a eletrooxidacao do benzoato em 1,67 V, uma ampliacdo da regidao em torno
de 1,8 min no eletroferograma (Figura 13B) revela um pico quase imperceptivel apds
derivatizacao eletroquimica. Esse pico pode corresponder ao salicilato (baseando-se
no tempo de eletromigracdo de um padrdo de salicilato), indicando que uma
pequena quantidade de acido salicilico é formada nao sé em eletrodos de diamante
dopado com boro, mas também em platinal'®®. Uma identificagao conclusiva do pico
do salicilato ainda é necesséaria, no entanto, os resultados iniciais mostram a
potencialidade do sistema EC-CE-C’D para realizacdo desse tipo de pesquisa.
Adicionalmente, a variacao do sinal obtido para os picos identificados como salicilato
e metanoato em funcado do potencial aplicado para derivatizacdo eletroquimica é

apresentado na a Figura 13A e C, respectivamente.
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Figura 13: Comparagdo de eletroferogramas obtidos para 1,0 mmol L' de 4cido benzéico
em HNO; 5 mmol L' / HCI 1 mmol L' sem derivatizagao eletroquimica (EC OFF) e apds
60 s de eletrooxidacao a 1,67 V. A — Variacdo no sinal do salicilato com o potencial de
derivatizagdo. B — Ampliagdo do sinal do salicilato. C — Variagdo no sinal do metanoato
com o potencial de derivatizacao'”. Condicées semelhantes as da Figura 7.

4.2.  OTIMIZACAO DO SISTEMA EC-CE-C*D

Baseando-se na literatura consultadal'®®141:1421621841 o nog  estudos
voltamétricos realizados durante o mestrado!'>*, definiu-se o eletrodo de platina em
meio &cido (HNOz; 5 mmol L™ + HCI 1 mmol L") como melhor condig&o a ser explorada.
Esse trabalho pioneiro demonstrou a quantificacdo de alcoois primarios por CE
convencional, medindo o0s respectivos carboxilatos gerados durante a
eletrooxidacdo!*®. Utilizando as condigdes que se mostraram satisfatérias para essa
aplicacao, foi possivel demonstrar, pela primeira vez, a separacao simultidnea de
cations, anions (no contra fluxo) e espécies neutras (apds derivatizacao

eletroquimica)!'”.
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Mesmo sendo constante e reprodutivel sobre platina policristalina polida, a
eficiéncia da conversao eletroquimica dos alcoois nos respectivos carboxilatos foi
relativamente baixa nas condi¢des utilizadas, em torno de 16%. Esses resultados
motivaram a retomada dos estudos nesta tese visando a otimizacdo da conversao
de alcoois aos seus respectivos carboxilatos. Para tanto, avaliou-se a eficiéncia em
eletrodos policristalinos polidos de ouro e de platina nos meios acido, neutro e

alcalino.

4.2.1. Eletrooxidacao dos Alcoois em Eletrodo de Platina

Como os estudos iniciais para conversado eletroquimica dos éalcoois foram
realizados empregando eletrodo de platina em meio acido e se mostraram

satisfatérios para a aplicacdo propostal*®'

, utilizou-se essa condicdo para
comparagdo com as outras avaliadas. Um conjunto de eletroferogramas obtidos no
sistema EC-CE-C*D para oxidagao de uma solucdo padrdo contendo 1 mmol L™ dos
alcoois (etanol, n-propanol, n-butanol e n-pentanol) em meio acido, variando o
potencial aplicado durante a eletrooxidagéo, é apresentado na Figura 14A.

No grafico com as areas dos picos em funcao do potencial aplicado (Figura
14B), observa-se um aumento da area dos picos até 1,50V, decrescendo para
valores mais elevados de potencial. Essa diminui¢do do sinal pode estar associada,
provavelmente, a ocupacao parcial do eletrodo de trabalho por microbolhas de O,

observaveis mesmo a “olho nu”. Por apresentar sinal de maior magnitude, 1,5 V foi

definido como melhor potencial para oxidacao dos alcoois em platina em meio acido.
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Figura 14: (A) Variacdo do potencial aplicado para oxidacdo duma solugdo de 1 mmol L™
dos alcoois em eletrodo de platina (vs. Ag/AgClyuase-reteréncia.)- (B) Areas dos picos (média das
triplicatas) em fungdo do potencial aplicado. Eletrélito de oxidacdo: HNO; 5 mmol L / HCI
1mmol L. Tempo de oxidagcdo: 50 s, tempo de injecdo: 2s (5kPa). Potencial de
separacdo: 30 kV. Pent: pentanoato, Buf: butanoato, Prop: propanoato, Et: etanoato.
Comprimento do capilar: 45 cm (20 # 2 cm efetivo), tamp&o de corrida: Tris 30 mmol L'/ HCI
10 mmol L.

Ap6s definir o potencial para oxidacao, avaliou-se a influéncia do tempo de
eletrolise. Um conjunto de eletroferogramas obtidos durante a eletrooxidacao dos
alcoois, aplicando 1,5V, é apresentado na Figura 15A. Para as areas de todos os

picos em fungdo do tempo verifica-se na Figura 15B um aumento até 45 segundos,
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seguido de estabilizacao ou decréscimo. Esse comportamento pode estar associado
ao progressivo esgotamento do alcool na camada delgada de solugao, difusdo do
acido carboxilico ja formado e/ou consumo deste por gradual oxidacdo a CO,. Sendo
assim, adotou-se 45 segundos como melhor tempo de oxidacdo em eletrodo de

platina e meio &cido.

A

15s

30s
45 s
K \‘\/\/".V//\/NGOS

Tempo / min

2.
. —&— Pent’
1- —e— But

Area

—a&— Prop’
—v—Et
0 L] v LJ v L] L}

20 40 60 80
Tempo /s
Figura 15: (A) Variacdo do tempo de oxidagdo duma solugdo de 1 mmol L'’ dos &lcoois em
eletrodo de platina. (B) Areas dos picos (média das triplicatas) em fungdo do tempo de
oxidacdo. Eletrdlito de oxidagdo: HNOs; 5 mmol L' / HCI 1 mmol L. Potencial de oxidac&o:
1,50 V (vs. AQ/A9Clyuase-reterencia). Outros parametros sdo semelhantes aos da Figura 14.
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Mesmo sendo raramente utilizado para estudos de oxidagao catalitica de
alcoois, o meio neutro também foi avaliado. Estudos da eletrooxidacdo de alcoois
primarios, como etanol, em funcdo do pH da solucido, indicam aumento da
intensidade de corrente com o aumento do pH do meio!*?. Isso pode ser atribuido
ao aumento da disponibilidade de ions OH’, adsorvidos na superficie do eletrodo,
responsaveis por fornecer o oxigénio extra, necessario para oxidacao do alcool até

espécies dioxigenadas, como &cido carboxilico e CO,!"®?!

, propiciando transferéncia,
ao eletrodo, de maior quantidade de elétrons por molécula. Os sinais observados
para os carboxilatos gerados apds eletrooxidagao apresentaram menor intensidade
que em meio acido, indicando menor rendimento na obtencdo dessas espécies de
interesse. Um conjunto de eletroferogramas para oxidagdo em meio neutro a
diversos potenciais é apresentado na Figura 16A. Assim como observado em meio
acido, as curvas das areas dos picos crescem em funcdo do potencial aplicado

(Figura 16B) ate 1,50 ou 1,55 V, mantendo-se ou decrescendo em potenciais mais

altos.
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Figura 16: (A) Variagcdo do potencial aplicado para oxidacdo duma solucdo de 1 mmol L’
dos alcoois em eletrodo de platina (vs. Ag/AgClyuase-reteréncia)- (B) Areas dos picos (média
das triplicatas) em fungdo do potencial aplicado. Eletrélito de oxidacdo: KNO; 5 mmol L
/ KCI 1 mmol L. Tempo de oxidagdo: 50 s. Outros pardmetros sdo semelhantes aos da
Figura 14.

Diferentemente do observado em meio acido, ao construir uma curva da area
dos sinais obtidos para os acidos carboxilicos (Figura 17A) em funcédo do tempo de
eletrdlise a 1,5 V, observa-se um crescimento linear até o limite estudado de
90 segundos, 0 que permite realizar a eletrélise por periodos mais longos,

aumentando o rendimento (Figura 17B). Contudo, nas mesmas condi¢cdes, as areas



77

dos picos obtidas em meio neutro em 90s correspondem a ndo mais que

aproximadamente 60 % das areas obtidas em meio acido em 50 s de eletrdlise.

A

15s
30s
45 s
60 s
75s
K 90 s
Pent But Prop
1,2 15 18
Tempo / min
B
1,5-
c 1,0 :
:?’ —a— Pent’
0.5- —&— But
’ —A— Prop’
—v—Et
0,0 e e T —
20 40 60 80 100
Tempo /s

Figura 17: (A) Variagdo do tempo de oxidagdo duma solugdo de 1 mmol L' dos &lcoois em
eletrodo de platina. (B) Areas dos picos (média das triplicatas) em fungdo do tempo de
oxidagao. Eletrdlito de oxidacdo: KNOs 5 mmol L / KCI 1 mmol L. Potencial de oxidag&o:
1,50 V (vs. AQ/AGClyuase-retersncia)- Outros pardmetros sdo semelhantes aos da Figura 14.

Platina tem se mostrado um eficiente catalisador para oxidacao de pequenas
moléculas organicas como etanoll'39:141:142.162.164-168] * \/gtamogramas  ciclicos

registrados em meio alcalino mostram que a intensidade de corrente possui

magnitude superior (em torno de 5 vezes) a observada em meio 4cido!'*?. Isso pode
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estar associado a diminuicAo da sobretensdo, faciltando a oxidacao de
intermediarios adsorvidos e a quebra da ligacdo C-C!'®* aumentando a fracédo
convertida a CO,, que pode gerar seis ou trés vezes a quantidade de elétrons
envolvida na oxidacdo do etanol a aldeido ou a acido carboxilico,
respectivamente!’®. Além disso, o potencial de oxidagdo dos &lcoois é antecipado,
provavelmente devido a melhor estabilizacdo dos ions H" (gerados durante a
oxidacdo) pelos fons OH do meio, como pode ser observado para o etanol'**,
Porém, mesmo em meio alcalino, a quebra da ligacdo C-C é dificil, sendo ainda
significativa a fracdo convertida ao acido carboxilico!'*?.

Apesar das expectativas favoraveis advindas dos voltamogramas ciclicos, a
eletrooxidacdo dos alcoois em meio alcalino apresentou menor rendimento em
carboxilatos que em meio neutro ou &cido, ao menos nas condicbes em que 0S
eletroferogramas da Figura 18 foram obtidos, ou seja, em eletrélito composto de
NaOH 5 mmol L' e NaCl 1 mmol L. Nota-se que, em estudos voltamétricos, a
concentracdao de eletrélito de suporte €, geralmente, mais elevada do que em
EC-CE, sendo valores tipicos da ordem de 50 a 100 vezes a concentracao do
analito. Isso permite trabalhar em valores de pH mais elevados (a0 menos uma
unidade maior), sendo que, mudancgas de fracdo de unidade de pH podem causar

alteracdes significativas nos processos eletrocataliticos!'*?.
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M153V

1,4V

1,5V
16V
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0,9 1,2 1,5
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Figura 18: Variacdo do potencial aplicado para oxidagdo duma solucdo de 1 mmol L™
dos alcoois em eletrodo de platina (vs. Ag/AgClauase-rereréncia)- Eletrolito de oxidagdo: NaOH
5mmol L / NaCl 1 mmol L. Tempo de oxidacdo: 50 s. Outros pardmetros sdo
semelhantes aos da Figura 14.

Et

4.2.2. Eletrooxidacao dos Alcoois em Eletrodo de Ouro

Apesar de possuir eficiéncia inferior a platina para eletrooxidacao de
pequenas moléculas organicas, como etanol, ouro tem sido investigado como
catalisador em meio 4cido e alcalino!'*?. Através de estudos voltamétricos é possivel
observar baixa densidade de corrente para eletrooxidacao de etanol em meio acido,
porém em meio alcalino, a magnitude da corrente obtida chega ser uma ordem de
grandeza maior!*?,

Por serem os estudos de carater investigativos, o0 meio acido foi avaliado para
eletrooxidacdo dos 4&lcoois, mesmo conhecendo a baixa atividade quando
comparada a experimentos realizados em meio alcalino, como descrito na

literatural'#?!

. Um conjunto de eletroferogramas obtidos para eletrooxidacdo dos
alcoois € apresentado na Figura 19A. Os resultados obtidos mostraram quantidade

significativa dos carboxilatos e desfavorecimento da conversao dos alcoois de maior
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cadeia em potencial mais elevado. Colocando o sinal obtido em fungédo potencial
aplicado (Figura 19B), observou-se aumento na area dos picos até 1,55V, exceto
para o pentanoato, que também apresenta deformacdo do pico. Sendo assim,

1,50 V foi definido como potencial para investigacao do tempo de eletrélise.

EC OFF
A

K
Et
Pent pBut Prop
12 1,6 20
Tempo / min
B
64 | —=—Pent I

Area

135 1,40 145 150 1,55

Potencial / V
Figura 19: (A) Variagcdo do potencial aplicado para oxidacdo duma solucdo de 1 mmol L’
dos alcoois em eletrodo de ouro (vs. Ag/AQClyuase-reteréncia)- (B) Areas dos picos (média
das triplicatas) em fungdo do potencial aplicado. Eletrélito de oxidacdo: HNO; 5 mmol L’
/ HCI 1 mmol L. Tempo de oxidacdo: 50 s. Outros pardmetros semelhantes aos da
Figura 14.
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Mantendo constante o potencial aplicado (1,50 V), avaliou-se o efeito da
variacdo do tempo de eletrolise na formagcao dos acidos carboxilicos a partir dos
alcoois (Figura 20A). Uma curva da area dos picos em funcédo do potencial (Figura
20B) mostrou aumento do sinal de todos os carboxilatos até 75 segundos de
eletrolise, sendo que em tempos maiores, uma leve diminuicdo do sinal foi
observada, afora para o etanoato. Esse decréscimo pode estar associado ao
esgotamento do alcool na camada delgada de solucdo e consumo do &acido
carboxilico ja formado por gradual oxidacdo a CO., sendo, aparentemente, a
oxidacao do etanol a etanoato favorecida (frente a oxidacdo dos outros alcoois)
nessas condicdes. Dessa forma, 75 segundos representa a escolha mais satisfatéria

para oxidacao dos alcoois em meio acido nas condi¢des dadas.
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Figura 20: (A) Variacdo do tempo de oxidagdo duma solugdo de 1 mmol L' dos &lcoois em
eletrodo de ouro. (B) Areas dos picos (média das triplicatas) em funcdo do tempo de
oxidagdo. Eletrélito de oxidagdo: HNOs 5 mmol L' / HCI 1 mmol L. Potencial de oxidag&o:
1,50 V (vs. AQ/AGClyuase-reterencia). Outros parametros sdo semelhantes aos da Figura 14.

Embora um numero elevado de trabalhos tenha estudado a oxidacao
eletrocatalitica do etanol em eletrodos metalicos, como ouro e platina, inclusive

gl139.141.142,162,164-168] * arissimos sdo os que abordam o efeito da

monocristalino
composicdo do meio, sendo que, 0s que visam um estudo mais amplo do pH,
empregam geralmente tampao fosfato!'*?. Apesar do meio neutro ser raramente

utilizado para estudos de oxidacado catalitica de alcoois, no presente trabalho
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avaliou-se também essa condicao, empregando eletrélito de suporte composto por
KNO3; e KCI (usado para estabilizar o potencial do eletrodo de quase-referéncia, por
manter constante a concentracdo de ions cloreto na solugédo). A Figura 21A mostra
um conjunto de eletroferogramas obtidos, variando o potencial aplicado durante a
eletrolise. Constata-se que em meio neutro foi possivel realizar a oxidacao dos
alcoois em potenciais mais elevados que em meio acido sem observar deformacao
nos picos ou instabilidade na linha de base. Mesmo em potenciais maiores, as
alturas dos picos nos eletroferogramas obtidos em meio neutro foram inferiores as
alcancadas em meio &cido, porém, o mesmo perfil de intensidades relativas
(aumentando dos alcoois de cadeia maior para os de cadeia menor) foi observado.
Um grafico da area do pico em funcao do potencial aplicado (Figura 21B) mostrou
um aumento dos sinais até 1,50 V, certo decréscimo em 1,55 V e valores constantes

até o maior potencial examinado, 1,65 V.
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Figura 21: (A) Variagdo do potencial aplicado para oxidacdo duma solugdo de 1 mmol L’
dos alcoois em eletrodo de ouro (vs. Ag/AGClyuase-referéncia)- (B) Areas dos picos (média das
triplicatas) em funcdo do potencial aplicado. Eletrdlito de oxidagdo: KNO3; 5 mmol L' / KCI
1mmol L. Tempo de injecdo: 2s, tempo de oxidacdo: 50 s. Outros pardmetros
semelhantes aos da Figura 14.

Mantendo o potencial constante em 1,50 V, variou-se o tempo de eletrdlise,
como mostrado no conjunto de eletroferogramas da Figura 22A. Um gréafico da area
dos picos em fungédo do potencial aplicado (Figura 22B) mostrou um aumento dos
sinais até 75 segundos de eletrdlise, diminuindo em tempos maiores, assim como

em meio acido, provavelmente devido ao esgotamento do alcool na camada delgada
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de solucdo e/ou consumo do acido carboxilico por gradual oxidacdo a CO.. Os
resultados apontaram 75 segundos como melhor tempo de eletrélise para meio

neutro, semelhante ao observado em meio acido.
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Figura 22: (A) Variacdo do tempo de oxidagdo duma solucdo de 1 mmol L' dos &lcoois em
eletrodo de ouro. (B) Areas dos picos (média das triplicatas) em fungdo do tempo de
oxidacao. Eletrdlito de oxidacdo: KNOs 5 mmol L / KCI 1 mmol L. Potencial de oxidac&o:
1,50 V (vs. AQ/AGClyuase-retersncia)- Outros pardmetros sdo semelhantes aos da Figura 14.

Assim como em eletrodo de platina, em eletrodo de ouro e meio alcalino, a
fracao dos alcoois convertida aos respectivos carboxilatos foi baixa. Voltamogramas

ciclicos disponiveis na literatura mostram um aumento significativo da densidade de
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corrente (geralmente 10 vezes maior) obtida durante a eletrooxidacao de etanol em
eletrodos de ouro em meio alcalino, quando comparado com meio acido!'*?. Além
disso, apesar de favorecida em meio alcalino, a quebra da ligacdo carbono-carbono
ainda é dificil de ocorrer, sendo reportado que o &cido carboxilico € o produto
majoritario da eletrooxidagdo de alcoois primarios com mais de um carbono!'®?,
como etanol. Os resultados obtidos com o sistema EC-CE-C*D apontam, todavia,
uma fragdo muito baixa de carboxilatos gerados nessas condicdes (Figura 23A),
inferior a registrada em meio acido, porém, que se inicia em valores menores de
potencial, sendo detectavel a partir de 0,85V, ao invés de 1,4 V. Isso pode estar
associado a diminuicdo da sobretensao, facilitando a oxidacao de intermediarios

(164 aumentando a

adsorvidos na superficie do eletrodo e a quebra da ligacdo C-C
fracado convertida a CO.. Além disso, o potencial de oxidacdo dos alcoois é
antecipado, provavelmente devido a uma melhor estabilizacdo dos ions H* (gerados

durante a oxidacdo) pelos fons OH do meiol"*

, como observado para eletrodo de
platina. Vale ressaltar que estudos realizados por voltametria ciclica utilizam
eletrélito geralmente em concentracfes 100 vezes maiores que as dos analitos.
Tipicamente NaOH 1,0 mol L' é empregado como meio alcalino, enquanto que para
EC-CE ndo é possivel trabalhar com valores superiores a 0,01 mol L, pois o
aumento da forga ibnica do meio, causa um aumento na temperatura devido a
corrente que flui no sistema (efeito Joule), gerando por exemplo, instabilidade na
linha de base do CE. Apesar dos sinais pequenos e com desvios padrao relativo
maiores, quando comparados aos obtidos em meio acido e neutro, a tendéncia de

aumento das areas dos picos em funcdo do potencial persiste, como seria de

esperar (Figura 23B).
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Figura 23: (A) Variacdo do potencial aplicado para oxidacdo duma solugdo de 1 mmol L™
dos alcoois em eletrodo de ouro (vs. Ag/AGClyuase-referéncia)- (B) Areas dos picos (média das
triplicatas) em fungdo do potencial aplicado. Eletrdlito de oxidacdo: NaOH 5 mmol L' / NaCl
1mmol L. Tempo de injecdo: 2s, tempo de oxidacdo: 50 s. Outros pardmetros
semelhantes aos da Figura 14.

4.2.3. Comparacao dos Resultados Obtidos nos Eletrodos de Ouro e Platina
Apesar da superior eficiéncia da platina policristalina quando comparada com

ouro para oxidagdo de alcoois!'*%16%1841668] 'haseando-se na densidade de corrente

gerada durante a eletrocatdlise, no presente trabalho os sinais de carboxilatos
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obtidos para eletrooxidacdo dos alcoois em eletrodo de ouro foram superiores aos
obtidos em platina nas mesmas condicdes, como apresentado na Figura 24. Nos
experimentos realizados com eletrodo de platina, os sinais obtidos para os
carboxilatos possuiam intensidade semelhante, apresentando uma leve diminuicao
do sinal correspondente ao carboxilato de cadeia maior para o de cadeia menor.
Esse fendbmeno pode ser explicado pelo mecanismo de deteccao utilizado, pelo qual
o sinal observado corresponde a diferenca de mobilidade entre o co-ion (espécies
de mesma carga presente do eletrélito de corrida) e o analito. Como o co-ion
empregado nessas analises € o cloreto (ion de alta mobilidade), para uma mesma
concentragdo, os carboxilatos de cadeia maior apresentam condutividade ibnica
molar menor, dando uma diferenca maior, enquanto que na mesma concentracao,
os de cadeia menor, mais rapidos, geram um sinal de menor intensidade, como
detalhado em trabalho sobre o detector condutométrico sem contato!®>3¢.

No eletrodo de ouro a variacdo nos sinais obtidos foi inversa ao esperado,
indicando uma tendéncia ou seletividade para maior rendimento da oxidacao a
carboxilato para os alcoois de cadeia menor frente aos de cadeia maior. Quando
comparado com platina, o sinal correspondente ao pentanoato possui mesma
intensidade nos eletrodos de ambos os metais nobres, enquanto que o sinal do
etanoato em ouro tem aproximadamente 4 vezes a area do obtido em platina, nas
mesmas condicdes, como pode ser visualizado na Figura 24. Essa diferenca pode

ser mais facilmente observada ao realizar o acerto na linha de base dos

eletroferogramas, como apresentado na Figura 24B.
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Figura 24: Comparacdo dos eletroferogramas obtidos para oxidacdo duma solugdo de
1 mmol L' dos &lcoois em platina e ouro antes (A) e apés (B) acerto da linha de base.
Potencial de oxidagdo: 1,50V (vs. AQ/AQClyase-retersncia)- Eletrolito de oxidagdo: HNO;
5mmol L'/ HCI 1 mmol L. Tempo de injecdo: 2 s, tempo de oxidagdo: 50 s. Comprimento
do capilar: 45 cm (15 £ 2 cm efetivo).



90

4.3. MONITORAMENTO DA ELETROOXIDACAO DO GLICEROL POR

CE-C*D: DETERMINACAO DE ESPECIES NEUTRAS E IONICAS

Ja foi dito na introdugéo (item 1.6) que o glicerol € um poliol obtido em larga
escala como sub-produto da fabricacao de biodiesel. Pesquisas visando a conversao
do glicerol excedente em produtos de maior valor abrangem a sua oxidacéao,
inclusive, por via eletroquimica e o monitoramento desses processos demanda
métodos analiticos apropriados. A possibilidade de comparar a eficiéncia de
eletrocatalisadores em microescala recorrendo ao sistema EC-CE-C'D para
eletrooxidar glicerol e separar e determinar alguns dos produtos i6nicos ou
ionizaveis foi demonstrada anteriormente pelo grupo do orientadort*”). Na pratica, ha
interesse em estudar o desempenho de reatores eletroquimicos de maior dimensao,
sob diversas condicboes e em fungcédo do tempo de eletrélise, monitorando também o
consumo do glicerol e a formagado de dibis, além de carboxilatos. Dessa forma,
avaliou-se a possibilidade de desenvolver um método para determinacao de glicerol
ao lado de alguns de seus possiveis produtos de oxidacdo, como gliceraldeido e
dihidroxiacetona (espécies neutras), bem como espécies ibnicas (acidos
carboxilicos), facilmente determinaveis por CE. A principal diferenca dos métodos
analiticos por CE-C*D apresentados a seguir frente aos ja apresentados por
EC-CE-C*D esta no detalhe da etapa eletroquimica ocorrer ex-situ, em célula de
maior volume e com eletrélises prolongadas (varias horas) durante as quais séo
coletadas amostras de pequeno volume para analise imediata ou posterior. Essa
parte do trabalho foi realizada em colaboragdo com o grupo de pesquisa do

Professor Jonas Gruber, também do Instituto de Quimica da USP, que buscavam um
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método analitico para monitorar os produtos formados durante a eletrooxidagdo do
glicerol.

Como ja mencionado, para a separagao de espécies neutras por CE faz-se
necessario recorrer a MEKC, derivatizagdo ou ainda formagdo de complexo
carregado. A conhecida formacao de complexo entre polibdis e borato pode ser
aproveitada para permitir a separacao do glicerol de outras espécies neutras por CE,
dispensando a necessidade de realizar reacdes prévias. E conveniente que o borato
requerido para a formagdao do complexo com o glicerol esteja presente no préprio
eletrolito de corrida (BGE), o que se consegue escolhendo tampao composto por

acido borico e hidréxido de litio, pH 9,12,

4.3.1. Determinacao Quantitativa do Glicerol, Gliceraldeido e

Dihidrixiacetona.

Uma solucdo contendo padrdes de glicerol, gliceraldeido e dihidroxiacetona
1,0 mmol L™ foi preparada em NaOH 10 mmol L™ e injetada no CE. A separagéo dos
complexos formados entre os analitos e o borato foi realizada no contra-fluxo e
monitorada empregando os dois detectores C*D. Como esperado, somente apds o
sinal correspondente ao EOF, surgiram os picos para glicerol, dihidroxiacetona e
gliceraldeido, em 2,1, 2,3 e 2,6 minutos, respectivamente (o tempo total de analise
foi inferior a 3,5 minutos). Um eletroferograma obtido no segundo detector é
apresentado na Figura 25A. A separacdo dos trés analitos até o primeiro detector
(10 cm) foi alcangada, porém observou-se co-migragdo entre o pico correspondente
ao glicerol e um pico de sistema. A separacdo desse par critico pode ser

efetivamente alcancada com resolucéo (1,8) de linha de base no segundo detector,
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como apresentado na Figura 25A. O curto tempo necessario para separacao e
determinacgdo das espécies usando CE-C*D permite realizar o monitoramento do
processo de eletrooxidacdo do glicerol com alta freqiiéncia analitica, quando
comparada com o elevado tempo de eletrélise do glicerol num reator eletroquimico.
Injecoes das solugdes contendo glicerol, dihidroxiacetona e gliceraldeido em
concentracdes crescentes foram realizadas em triplicada e as curvas de calibracéo
obtidas para as areas dos picos dos complexos formados sdo apresentadas na
Figura 25B. Na faixa linear avaliada (de 0,2 a 20,0 mmol L"), coeficientes de
correlacao superiores a 0,999 foram obtidos para todas as espécies, e os limites de
deteccao calculados (LODs) para glicerol, dihidroxiacetona e gliceraldeido foram 15,
15 e 10 pmol L', respectivamente. Dentre essas espécies, maior sensibilidade foi
obtida para o gliceraldeido (maior coeficiente angular), como pode ser observado na
Figura 25B. Como discutido anteriormente, o sinal obtido no detector condutométrico
sem contato refere-se a diferenca entre a mobilidade do analito e o seu co-ion!®>3¢l,
Nesse caso, a diferenga na intensidade dos picos observada no eletroferograma se
deve, além da condutancia, a fatores como constante de equilibrio (complexacéo e
acido-base) e raio hidrodinamico de cada complexo, que alteram o tempo de

migracao e a detectabilidade.
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Figura 25: (A) Eletroferograma da separagdo dos complexos formados de polidis com
borato, 1-glicerol, 2-gliceraldeido e 3-dihidroxiacetona, todos a 1 mmol L. Tempo de
injecdo: 3 s, potencial de separacdo: 30 kV. Comprimento do capilar: 60 cm (50 cm
efetivo, segundo detector), 50 um de didmetro interno, tampao de corrida: H;BO;
60 mmol L' / LIOH 30 mmol L' (pH 9,1). (B) Curva de calibracdo na faixa de
concentragdo de 0,2 a 20,0 mmol L.

4.3.2. Determinacido dos Acidos Carboxilicos

Para demonstrar a possibilidade de determinar glicerol e seus principais
produtos de eletrooxidacao (neutros e idnicos), uma solugcao padrdo contendo
glicerol, dihidroxiacetona, gliceraldeido, e os acidos glicérico, hidroxipiravico,

glicdlico, glioxilico, mesoxalico, tartrénico e férmico, todos a 1 mmol L’ foi
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preparada em NaOH10mmolL' e injetada no CE-C'D utilizando
H3BO3 60 mmol L™ + LiOH 30 mmol L™ (pH 9,1) como BGE. No primeiro detector, a
separacdo da maioria dos picos nao ficou resolvida, enquanto que no segundo
detector, todas as espécies, com excecao do mesoxalato, foram separadas, como
apresentado na Figura 26. A principal vantagem desse método é a possibilidade de
determinar a maioria dos produtos provenientes da eletrooxidacdo do glicerol num
unico procedimento. Por outro lado, além da variagdo observada na linha de base,
devido ao mecanismo de deteccdo do C*D, os carboxilatos com mobilidade préxima
a do EOF apresentam baixa detectabilidade e os carboxilatos com mobilidade
superior a do EOF nao podem ser determinados, pois saem do capilar apo6s aplicar a
alta tensdo. Adicionalmente, o pico correspondente ao tartronato (Ultima espécie
detectada) aparece somente 8 minutos apdés injecao, elevando o tempo de analise.
Com isso, estratégias normalmente empregadas para analises de anions, baseadas
no uso de modificadores de superficies para inverter sentido do EOF, foram
avaliadas para determinacao dos carboxilatos. Recorreu-se a um BGE composto por
MES 30 mmol L™ + His 30 mmol L™ (pH 6,1) para comparar o Polybrene® com o
CTAB como inversor de fluxo. Cabe lembrar que, nessas condicdes, as espécies
neutras sao simplesmente arrastadas pelo EOF, ndo havendo discriminacao entre

elas.
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Figura 26: Eletroferograma obtido (segundo detector) para a solugdo padrdo de: 1-
glicerol, 2-gliceraldeido, 3-dihidroxiacetona, 4-glicerato, 5-hidroxipiruvato, 6-glioxilato, 7-
glicolato, 8-formiato e 9-tartronato (todos a 1 mmol L’). Tampdo de corrida: HsBOj;
60 mmol L' / LiOH 30 mmol L™ (pH 9,1), tempo de injegdo: 3 s, potencial de separacéo:
30 kV. Comprimento do capilar: 60 cm (50 cm efetivo, segundo detector), 50 um de
diametro interno.

A mesma solugédo padréo contendo 1 mmol L' de cada carboxilato foi injetada
no CE em duas condigdes, a saber, usando (i) MES 30 mmol L™ + His 30 mmol L™
apds modificacdo do capilar com solugdo de Polybrene® 5 % (m/m)!"%17% ¢ (ii) MES
30 mmol L™ + His 30 mmol L' + 0,2 mmol L' CTAB. Eletroferogramas obtidos no
primeiro e segundo detector empregando Polybrene® como modificador de fluxo é
apresentado na Figura 27A e B, respectivamente. Como pode ser observado, os
sinais para formiato, glicolato, glioxilato e glicerato aparecem separados em ambos
os detectores, enquanto tartronato e mesoxalato ndo apresentam separagdo de linha
de base. Comparando o eletroferograma obtido no primeiro detector (Figura 27A)

com o do segundo (Figura 27B), observa-se um decréscimo no sinal correspondente
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ao glioxilato (pico 6), o que indica interacdo (adsorcdo) dessa espécie com O
Polybrene® presente na superficie interna do capilar. Além disso, ndo foi observado
sinal para hidroxipiruvato nessas condi¢gdes, o que também, pode ser devido a forte

interacao dessa espécie com o modificador de superficie utilizado.

A

9+10
ﬂ 1° detector

7 6
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Figura 27: Eletroferogramas obtidos para a solugcdo padrédo de: 4-glicerato, 6-glioxilato, 7-
glicolato, 8-formiato, 9-tartronato e 10-mesoxalato (todos a 1 mmol L’). (A) primeiro detector
e (B) segundo detector. Tampdo de corrida: MES 30 mmol L' / His 30 mmol L' (pH 6,1).
Inversdo do EOF tratando o capilar com solugdo de Polybrene® 5% (m/m). Outros
parédmetros semelhantes aos da Figura 26.
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Eletroferogramas obtidos no primeiro e segundo detector empregando CTAB
como inversor do EOF sao apresentados na Figura 28A e B, respectivamente. O uso
de CTAB apresentou resultados semelhantes aos obtidos com Polybrene®. Embora
o pico do glicerato (espécie mais lenta) tenha aparecido em menos de 0,6 min no
primeiro detector, nessa condicdo observou-se co-migracdo entre formiato e
mesoxalato. Ja no segundo detector foi possivel obter separacdo de linha de base
para tartronato, formiato, mesoxalato, glicolato, glioxilato e glicerato. Contudo, do
primeiro detector (Figura 28A) para o segundo (Figura 28B), um
decréscimo/deformacgao no sinal correspondente a mesoxalato (pico 10) e glioxilato
(pico 6) foi observado. Adicionalmente, a auséncia de sinal correspondente ao
hidroxipiruvato, pode ser atribuida a interacdo dessa espécie com o CTAB

(modificador de superficie utilizado) presente na parede interna do capilar e no BGE.
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Figura 28: Eletroferogramas obtidos para a solugao padréo de: 4-glicerato, 6-glioxilato, 7-
glicolato, 8-formiato, 9-tartronato e 10-mesoxalato (todos a 1 mmolL”). (A) primeiro
detector e (B) segundo detector. Tamp&o de corrida: MES 30 mmol L / His 30 mmol L/
CTAB 0,2 mmol L' (pH 6,1). Outros pardmetros semelhantes aos da Figura 26.

Para simular uma amostra real e avaliar a aplicagdo do método analitico
proposto, uma amostra de glicerol 0,2 mol L™ em NaOH 0,5 mol L™ foi eletrooxidada
em eletrodo de platina e aliquotas foram coletadas apés 0,5, 2, 4, 8, e 16 horas. A
aliquota coletada foi diluida 50 vezes em agua deionizada e analisada por CE-C*D,

empregando a estratégia descrita para determinar as espécies neutras e 0
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procedimento usando CTAB como inversor de EOF para determinar os acidos
carboxilicos.

Os resultados obtidos mostram um decaimento exponencial do pico do
glicerol em funcado do tempo de eletrélise (Figura 29A), com o aparecimento de 4
espécies detectaveis que foram identificadas por ordem de deteccao (com base no
tempo de migracdo e fortificacdo com padrdo) como formiato, glicolato,
hidroxipiruvato e glicerato, respectivamente, como apresentado na Figura 29B. Nas
condicoes de eletrblise utilizadas, gliceraldeido e dihidroxiacetona nao foram
encontrados entre os produtos da oxidacdo do glicerol, provavelmente por nao
serem formados em extensao significativa (ficando abaixo do limite de detecgao)
indicando uma eletrooxidacao preferencial aos acidos carboxilicos.

A taxa de conversdao do glicerol em funcdo do tempo de eletrélise foi
determinada integrando as areas dos picos (triplicata) obtidos antes do inicio da
reacdo e apdés o tempo determinado. Por exemplo, em um experimento a
concentragdo de glicerol reduziu de 200 para aproximadamente 27 mmol L™ apés
16 horas de eletrélise, o que significa uma conversédo de 87 %. Ao fim das 16 horas
de eletrdlise, os ions formiato, glicolato e glicerato alcancaram as concentracées de
51, 78 e 20 mmol L™, respectivamente, determinada por adicdo de padrdo. Embora
com a solugdo padrao de hidroxipiruvato 1 mmol L™ ndo tenha sido observado sinal
(Figura 28), presumivelmente devido a interagio com o CTAB, um pico
correspondente ao hidroxipiruvato foi observado para a amostra da solucdo de
glicerol eletrolisado por 16 h. Provavelmente, a quantidade gerada é tao alta que,
mesmo apods perda parcial por adsorcdao (interacdo com o surfactante) restou o
suficiente para produzir um pico com darea correspondente a aproximadamente

20 mmol L, tomando como referéncia a curva de calibracdo do glicerato, que
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apresenta a mesma carga e mobilidade semelhante e, consequentemente, a mesma

sensibilidade no C*D.

~~—16.0 h
20 2,1 20 25
Tempo / min Tempo / min

Figura 29: (A) Conjunto de eletroferogramas obtidos (segundo detector) para variagcdo do
tempo de eletrélise do glicerol 0,1 mol L' em NaOH 0,5 mol L. BGE: HsBO; 60 mmol L
/ LIOH 30 mmol L', pH 9,1. (B) Eletroferogramas (segundo detector) obtidos para
deteccdo dos produtos formados durante a eletrdlise do glicerol: 4-glicerato, 5-
hidroxipiruvato, 7-glicolato e 8-formiato. BGE: MES 30 mmol L’ / His 30 mmol L'’/ CTAB
0,2 mmol L (pH 6,1).

4.4. ABLACAO EM VIDRO POR LASER DE CO,

Como mencionado, ablacao a laser de CO, € um processo versatil que tem
sido largamente empregado para fabricacdo de dispositivos em diversos materiais
poliméricos (principalmente PMMA) e recentemente na fabricagdo de microchip para
separacdes eletroforéticas!'®1971201211 ' Gontudo, esse método, quando aplicado em
vidro, causa fraturas e trincas, além de uma razao de aspecto limitada (Figura 30A e
C), sendo que na maioria dos casos, as laminas quebram durante o processo de
gravacédo. Isso pode ser atribuido a alta poténcia do feixe do laser necessaria para
fazer os cortes e canais, ao coeficiente de expansao térmica do vidro e a sua alta

rigidez mecéanica. Em contraste com materiais poliméricos, o vidro possui maior
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ponto de fusdo (~800 °C) e temperatura de decomposicdo térmica (~2000 °C)!'"",

exigindo maior poténcia e/ou tempo de exposicdo ao laser de CO, para produzir
ablacdes com dimensdes compativeis com dispositivos microfluidicos. Considerando
esses fatores, foi adicionada uma camada fina de parafina para agir como dissipador
de calor visando minimizar o aquecimento local das areas de ablagdo e
consequentemente, a dilatacao da peca (que leva a quebra do dispositivo). Durante
0 processo de ablacado a laser, tanto o vidro quanto a parafina fundem e evaporam,
sendo removidos (em forma de gas/particulas) por um fluxo de nitrogénio
(perpendicular a superficie usinada) e um exaustor. O uso de parafina para dissipar
o calor local apresenta algumas vantagens frente a liquidos!''": (i) ela é solida antes
e depois da ablacdo, mantendo o equipamento limpo e evitando riscos associados
ao uso de liquidos; (ii) mantém fixos a lamina de vidro e o substrato (wafer de silicio);
(iii) durante a ablagao, ela se funde, aumentando a absorc¢do de calor e o contato
fisico; e (iv) é de facil remogéo da superficie de vidro usando solventes comumente
encontrados em laboratério, por exemplo, isopropanol.

O efeito do uso da camada de parafina na superficie do vidro durante a
ablacédo pode ser observado nos canais apresentados na Figura 30B e D. Os canais
obtidos apresentam rugosidade média de 0,24 um e perfil semicircular com razao
profundidade/largura de ~0,2 (70 um de profundidade e 400 um de largura). Os
desvios padrao relativos obtidos para profundidade e largura foram 5,0 e 3,5 %,
respectivamente (n= 10). Embora os canais obtidos apresentem largura superior as
usualmente utilizadas em separagdes eletroforéticas em microchip, por ser o feixe
do laser mais largo quando operado fora do plano focal, a estratégia demonstrada
por Breadmore e colaboradores!'”?, colocando uma placa de aco inox com fendas

de 50 um entre o feixe de laser e a pec¢a a ser usinada, poderia ser empregada para
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obter canais de menores dimensdes. O formato semicircular pode ser atribuido a
mudang¢a do plano focal do laser que produz um feixe mais largo e com menor
intensidade, e canais mais rasos e largos que quando o feixe de laser se encontra
focado na superficie do substrato (perfil Gaussiano). Embora fraturas ou trincas
significativas ndo tenham sido observadas dentro dos canais, é possivel identificar
alguns defeitos superficiais nas bordas dos canais, que ndo trouxeram problemas
durante a selagem da superficie de vidro usinada com uma fina manta de PDMS
para obter o microdispositivo. Além disso, nenhum vazamento de solucao ou fugas
de alta tensdo foram observadas durante as separacdes eletroforéticas. A Figura
30E mostra uma imagem 3D de um cruzamento usado para injecdo de amostra e o
perfil do canal obtido com os valores de largura e profundidade. A maior
profundidade observada exatamente na interseccdo entre os canais pode ser
atribuida ao fato do feixe de laser passar duas vezes nessa regiao, removendo
material, como previamente observado durante ablacdo em materiais
poliméricos!'® %l A Figura 30F apresenta uma imagem do cruzamento e dos
reservatérios (3 mm de didmetro) obtidos apds ablacdo da lamina de vidro
realizando 5 passes consecutivos com o laser a 100 % de sua poténcia (30 W) e
2% da velocidade (1,8 mms™') maximas. O tempo necessario para gravar o
dispositivo (canais e reservatorios) foi de aproximadamente 5 min. A eficiéncia do
processo é de aproximadamente 90 % (~10 % das laminas sédo descartadas por
sofrerem algum tipo de dano durante o processo) e o aumento da distancia entre os
furos (reservatorios) e/ou o tempo entre as ablagcdes, podem reduzir (ou evitar) a
quebra dos dispositivos. E importante citar que, embora as bordas dos reservatérios

produzidos apresentem rugosidade, essa caracteristica ndo causou nenhuma

interferéncia no desempenho dos dispositivos.
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Figura 30: Micrografias dos canais feitos em vidro sem (A) e com (B) o uso de parafina.
Imagens 3D dos cruzamentos (T duplo) para injecdo da amostra, produzidos sem (C) e
com (D) o uso de parafina. Cruzamento (E) selecionado para realizar injegdo de amostra
(em detalhe, a perfilometria do canal mostrando o formato semicircular e as dimensées
correspondentes). A lente objetiva usada foi de 20 x. Imagem ampliada dos reservatorios
de tamp&o, amostra e descarte da amostra (F). Todos os canais foram gravados usando
80 % da poténcia e 10 % da velocidade maxima e fora do ponto focal do feixe de laser
(~0,5 mm)/""?.
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Para determinar a melhor condicdo experimental para produzir os canais, 0
efeito da poténcia e velocidade do feixe de laser durante a ablagdo nas dimensdes
dos canais foram investigados. A Figura 31 mostra a dependéncia da profundidade e
largura dos canais da poténcia e velocidade (o reciproco da velocidade - 1/v). Como
pode ser observado na Figura 31A, com o aumento da poténcia do laser, ocorreu
aumento significativo nas dimensdes dos canais. Apesar das razdes de aspecto e da
forma dos canais produzidos se manterem proporcional na faixa investigada, as
dimensdes dos canais apresentaram crescimento assintotico com relacéo a poténcia
do feixe de laser incidente. Como mostrado na Figura 31B, a velocidade de
deslocamento do laser também pode ser usada para controlar as dimensdes dos
canais. Como reportado para PMMAI'®! uma dependéncia linear entre as
dimensdes dos canais (largura e profundidade) e o inverso da velocidade (1/v) foi
observada. Essa tendéncia pode ser atribuida a quantidade de energia que atinge
cada ponto da superficie do vidro (poténcia por unidade de tempo e de area). Em
outras palavras, quanto mais rapido o feixe de laser se desloca, menos energia €

transferida para o substrato (por unidade de area) e menor a quantidade de material

removido.
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Figura 31: Variacdo das dimensbes dos canais (largura e profundidade) em funcdo da
poténcia (A - 10 % de velocidade) e velocidade (B - 80 % de poténcia). Outras condicoes
como descritas na sessdo de materiais e métodos!’'?.

Para demonstrar a capacidade do dispositivo desenvolvido por esse método,
a separacdo de uma solugéo padrdo contendo 100 pmol L' de dopamina, catecol e
acido urico, diluidos no BGE, foi realizada. Como apresentado na Figura 32, os
tempos de migracdo obtidos para dopamina, catecol e acido urico foram 40, 60 e
85 s, respectivamente, e todos os compostos foram separados em menos de 100 s.

As resolucdes calculadas entre os picos dopamina/catecol e catecol/acido Urico
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foram 1,2 e 1,1, respectivamente. Os picos obtidos apresentaram largura em torno
de 22,5+ 1,55, 0 que pode ser atribuido a contribuicdo da largura e rugosidade da
superficie do canal, da assimetria do EOF ao longo do canal (composto por uma
secao semicircular de vidro e uma manta plana de PDMS) e do efeito Joule durante

a separacao eletroforética.

Corrente / pA

40 80 120
Tempo /s

Figura 32: Eletroferograma da separacdo de 100 umol L' de dopamina, catecol, e 4cido
drico, obtidos no microchip produzido por ablacdo a laser de CO,. BGE: 10 mmol L de
Na,HPO, + 0,5 mmol L'" SDS (pH 9,0). Injecdo eletrocinética (modo “oull back”): +700 V,
+200 V e +800 V aplicado nos resevatdrios de tampao, descarte da amostra e amostra,
respectivamente, durante 20 s. Separagcdo (modo “pull back”): +1100 V, +850 V e +850
aplicado nos resevatdrios de tampao, descarte da amostra e amostra, respectivamente.
O reservatorio de descarte permaneceu aterrado durante todo o experimento. Detecgdo
amperométrica: +0,8 V (vs Ag)/'"?.

45. SISTEMA HIiBRIDO EC-CE-C*D

Um dos objetivos do plano de doutoramento foi desenvolver um sistema
EC-CE-C*D miniaturizado, de preferéncia, com todas as etapas em um Unico
dispositivo. O sistema hibrido de eletroforese capilar com microchip!'”®! é um

desenvolvimento recente que visa unir as vantagens e versatilidade dos
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microdispositivos com a geometria bem definida do capilar de silica fundida, canais
cilindricos uniformes e lisos de 50 um de diametro interno, alta eficiéncia de
dissipacdo de calor em todas as direcbes e a possibilidade de utilizar detectores
condutométricos para equipamentos de bancada. Por essas razdes, iniciou-se 0s
estudos nessa parte do trabalho com o desenvolvimento de um sistema hibrido
EC-CE-C*D.

Em eletroforese capilar, por exemplo, com deteccdo UV-vis, para alcancar a
melhor eficiéncia de separagcao (picos simétricos) é necessario utilizar um co-ion
com mobilidade proxima a dos analitos de interesse, evitando obter picos
triangulados (cauda ou cauda frontal). Por outro lado, uma vez que o mecanismo de
deteccao do C*D ¢é indiretamente baseado na diferenca de mobilidade entre o analito
e 0 co-ion presente no BGE, quanto maior essa diferenga, maior sera a sensibilidade

(detectabilidade) para a espécie de interesse!*>*!

. Para possibilitar a detec¢do dos
carboxilatos gerados apds a eletrooxidacdo dos alcoois, um co-ion de alta
mobilidade, p. ex. cloreto, pode ser usado, favorecendo as espécies mais

lentas!*® %4,

Outro problema que se buscou solucionar nesse trabalho foi a
determinacao de metanol na presenca de alta concentragéo de etanol, por exemplo,
em bebidas alcodlicas e/ou alcool combustivel. A quantificagdo direta (sem recorrer
a CE) de misturas de diferentes alcoois por voltametria ndo é uma tarefa trivial, uma

vez que a oxidacao de varios alcoois, aldeidos, cetonas e alguns acucares ocorre

em potenciais iguais ou préximos quando submetidos as mesmas condicoes.
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4.5.1. Avaliacdo do Potencial para Eletrooxidacdo dos Alcoois e BGE para

Separacao dos Carboxilatos Gerados

Uma vez que o metanoato possui mobilidade superior a do etanoato, o uso de
co-ions de baixa mobilidade (p. ex., MES, CHES, etc.) em CE-C*D favorece a
determinacdo do metanol frente ao etanol. Para realizar a separacéao e quantificacao
dos carboxilatos (carregados negativamente), o primeiro eletrélito avaliado foi
MES/His contendo também CTAB para inverter o EOF, de forma a ter os analitos
migrando no mesmo sentido do EOF (para o anodo). Devido ao capilar curto (15 cm,
sob campo elétrico de 200 V cm™ aplicado com fonte de alta tensdo projetada para
microchip) e a alta mobilidade e concentragcao do ion nitrato (usado como eletrdlito
de suporte) presente nos padroes € na amostra, a separagao entre formiato e nitrato
foi comprometida. Alternativamente, o uso de BGE com valores maiores de pH
(pH > 8) se mostrou atraente, pois possibilita realizar separacédo e quantificacédo de
anions (com mobilidade inferior a do EOF) no contra-fluxo, que mesmo migrando no
sentido contrario, alcancam o detector arrastados pelo EOF. Com o uso de
CHES/NaOH (pH 9,2), a separacdo das bases conjugadas dos respectivos acidos
carboxilicos provenientes da eletrooxidagcao de metanol, etanol e n-propanol, pode
ser realizada contornando a interferéncia devido a presenca do ion nitrato (Ultima
espécie a alcancar o detector nessas condi¢cdes). Adicionalmente, devido a baixa
mobilidade do CHES, a determinacdo do formiato é favorecida.

Para avaliar a melhor condicdo de separacdo, uma solugdo padrao de
metanol, etanol e n-propanol 1 mmol L', preparada em HNOz; 2 mmolL" foi
eletrooxidada aplicando 1,4V durante 60s e os carboxilatos gerados foram

injetados no capilar (eletrocineticamente) aplicando 3 kV durante 4 s. A separacao
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foi realizada aplicando 3 kV entre as extremidades do capilar e o BGE foi avaliado
nas seguintes concentragdes: () CHES 10 mmol L' + NaOH 5 mmol L™, (i) CHES
20 mmol L + NaOH 10 mmol L, e (iii) CHES 30 mmol L' + NaOH 15 mmol L". O
tempo de migracao de cada analito em cada BGE avaliado é apresentado na Figura
33A. A separacao total de todos os analitos foi alcancada em todas as condi¢des e,
conforme esperado, maiores tempos de analise foram observados com aumento da
concentracdo do BGE, devido principalmente a reducdo do potencial zeta e,
consequentemente, a velocidade do EOF. O BGE composto por CHES 20 mmol L™
+ NaOH 10 mmol L™ apresentou melhor separacao entre analitos, com um pequeno
aumento do tempo de migracdo, quando comparado a CHES 10 mmol L' + NaOH
5 mmol L. Por outro lado, como apresentado na Figura 33B, maiores alturas de
pico dos alcoois foram observadas para o BGE composto por CHES 10 mmol L™ +

NaOH 5 mmol L.
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Figura 33: Avaliacdo da concentrag&o do eletrdlito de corrida no (A) tempo de migracao
e (B) na altura do pico para a separagdo dos carboxilatos gerados apds eletrooxidagao
de metanol, etanol e n-propanol 1 mmol L em HNOs 2 mmol L. Fios de ouro, prata e
platina, de 0,5 mm de didmetro, foram usados como eletrodos de trabalho, referéncia e
auxiliar, respectivamente. Potencial de oxidacdo: 1,4V (vs Ag) durante 60 s.
Composicdo do BGE foi CHES 10 mmol L' + NaOH 5 mmol L', CHES 20 mmol L +
NaOH 10 mmol L', e CHES 30 mmol L'" + NaOH 15 mmol L. Um capilar de silica
fundida de 50 um d.i. e 15cm de comprimento (12 cm efetivo) foi usado. A injecao
eletrocinética foi realizada aplicando 3 kV durante 4 s e a separacao realizada aplicando
3 kV. Prop': propanoato, Et: etanoato, Carb': carbonato e Met : metanoato™?.
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Ap6s definir a melhor condicdo para separacdao, uma solucdo padrdo de
metanol, etanol e n-propanol 1 mmolL", preparada em HNOz; 2 mmolL", foi
eletrooxidada em diferentes potenciais (1,20; 1,30; 1,35; 1,40; 1,45 e 1,50 V vs. AQ)
durante 60s e o0s carboxilatos gerados foram injetados no capilar
(eletrocineticamente) aplicando 3 kV durante 4 s, separados e detectados. Um
conjunto de eletroferogramas obtidos para cada valor de potencial é apresentada na
Figura 34, juntamente com as triplicatas das areas dos picos em funcao do potencial
aplicado (em detalhe). Adicionalmente, monitorou-se a corrente gerada durante a
eletrooxidacao dos alcodis em cada valor de potencial avaliado e é apresentado na
Figura 35. Como esperado, observou-se aumento da corrente de eletrooxidacao
com o aumento do potencial, indicando maior conversao das espécies em potenciais
mais elevados.

Como pode ser observado, tanto a geracdo do etanoato quanto do
propanoato apresentou crescimento aproximadamente linear da area do pico em
funcdo do potencial aplicado a partir de 1,30 V, com o etanoato sendo favorecido
com o triplo do coeficiente angular. A conversao do metanol em metanoato, por sua
vez, mantém-se quase constante entre 1,35 e 1,45V, cruzando com o do
propanoato em 1,4 V. Essa diferenga em relacdo ao encontrado sobre eletrodo de
platina*®, onde a conversdo dos &lcoois nos respectivos carboxilatos apresentou
rendimento similar (do C2 ao C5), mostrara que a escolha de condicbes
experimentais, inclusive, material de eletrodo, pode ressaltar o sinal de uma espécie
frente a outra. Como o objetivo desse trabalho é a determinacdo de metanol na
presenga de elevada concentragdo de etanol, o ideal seria 1,30 V, ndo fosse tao
desfavoravel a relagcédo sinal/ruido e, consequentemente, o limite de detecgdo. Como

demonstrado previamentel*®, variacées durante o processo de eletrooxidacdo e/ou
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injecdo podem ser compensados com o0 uso de um padrao interno que, no presente
método, analitico, € o n-propanol. Embora 1,35 V represente uma boa condicdo de
compromisso para a determinacdo de metanol frente a excesso de etanol, a
conversao do n-propanol em propanoato ainda é pouco eficiente. Por essa razao,
1,4 V foi escolhido como valor de potencial a ser aplicado nos estudos subsequentes
para determinagdo quantitativa de metanol e etanol em uisque de milho

(moonshine).
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Figura 34: (A) Conjunto de eletroferogramas obtidos em diferentes potenciais apos
eletrooxidacdo de metanol, etanol e n-propanol, 1 mmol L cada, em HNO; 2 mmol L. (B)
Area dos picos dos carboxilatos em funcdo do potencial aplicado para eletrooxidacdo dos
alcoois. Tempo de oxidacdo: 60s. Composicdo do BGE: CHES 10 mmol L’ + NaOH
5 mmol L. Outros pardmetros semelhantes aos da Figura 33""%.
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Figura 35: Sinais de corrente obtidos durante a eletrooxidagdo dos alcodis em cada valor
de potencial durante os experimentos reportados na Figura 34.

No sistema hibrido EC-CE-C*D desenvolvido, a injecdo da amostra
derivatizada foi realizada eletrocineticamente. No eletrélito utilizado para realizar a
conversao eletroquimica (HNOs; 2 mmol L™, pH 2,7), os &cidos carboxilicos gerados
encontram-se protonados (neutros), sendo injetados no capilar pela acdo do EOF.
Apoés a injegdo, a amostra contida no reservatorio SR/BR é substituida por BGE e a
fonte de alta tensao é ligada. Nessas condicdes, a zona de amostra esta localizada
entre duas regides contendo BGE (pH 9,2), com pH superior ao pKa dos acidos
carboxilicos de interesse (pKa ~4,7), de modo que durante a movimentagcdo do EOF
rumo ao detector, os acidos carboxilicos se desprotonam, viabilizando a separacao
dos anions resultantes. Um eletroferograma da separagao dos acidos carboxilicos
gerados durante eletrooxidacdo de 1 mmol L™ da solugdo padrdo de metanol, etanol
e n-propanol em HNOs; 2 mmol L', realizada no sistema hibrido EC-CE-C*D é
apresentada na Figura 36. Nessas condicdes, a separacdo de metanoato, etanoato
e propanoato foi alcancada em menos de 2,7 min. Como se vé na Figura 34, um

pico correspondente a carbonato (identificado por fortificacdo com padrao) esta
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presente em todos os eletroferogramas, notando-se significativo aumento de area a
partir de 1,4 V. Provavelmente o CO, dissolvido na amostra e no BGE vem se somar
ao produzido durante eletrooxidagao parcial dos alcoois. Os picos de carbonato nao

chegam a comprometer a separacado (com linha de base) dos analitos de interesse.
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Figura 36: Separacdo dos carboxilatos gerados (A) a partir da eletrooxidagdo de
1 mmol L' de metanol, etanol e n-propanol em HNO; 2 mmol L' e (B) primeira fragdo
coletada da destilagdo da labmade moonshine diluida 50 vezes em HNO; 2 mmol L.
Potencial de oxidagdo: 1,40 V (vs Ag). Tempo de oxidagcdo: 60 s. Qutros pardmetros
semelhantes aos da Figura 29",
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4.5.2. Aplicacdo do Sistema Hibrido EC-CE-C'D

As solucdes padrao de metanol, etanol e n-propanol, nas concentragdes 0,10;
0,25; 0,50; 0,75; 1,0; 2,5 e 5,0 mmol L™, preparadas em HNO; 2 mmol L, foram
analisadas em triplicata usando o sistema hibrido EC-CE-C*D e os valores obtidos
para equacdo da reta, coeficiente de correlacdo e limites de deteccdo (LD),
encontram-se sumarizados na Tabela 2. Os coeficientes de correlacdo e LDs
alcancados foram semelhantes aos obtidos anteriormente utilizando o equipamento

de bancadal*®!, ambos sem correcdes pelo padrao interno.

Tabela 2: Equacéao da reta, coeficiente de correlagdo (R) e limite de detecgcao [LD) obtido
das curvas analiticas para metanol, etanol e n-propanol (de 0,1 a 5,0 mmol L™).l"%

Equacéo Coeficiente de LOD (mmol L)
Correlacao (R) (3xS)/a
n-Propanol Y =498 X+ 1,77 0,999 0,040
Ethanol Y =10,1 X+ 5,35 0,997 0,020
Methanol Y = 3,47 X + 3,54 0,992 0,050

A fim de demonstrar o uso do sistema desenvolvido, uisque de milho
(moonshine) foi escolhido como matriz real e complexa para determinacao de
metanol na presenca de etanol. Como conhecido, durante o processo de
fermentacdo de carboidratos, além de CO. e etanol (principais produtos), outras
espécies organicas também sao produzidas em menores quantidades, p. ex., outros
alcoois (metanol e propanol), ésteres e cetonas. Usualmente, durante o processo de
destilacdo, esses compostos sdo separados, total ou parcialmente, do etanol.
Devido a elevada concentragdo de etanol presente em bebidas, especialmente nas

destiladas, a quantificacdo de outras espécies, como metanol, se torna um desafio.
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Uma batelada de moonshine foi produzida em escala laboratorial e
consecutivas aliquotas foram coletadas durante o processo de destilacao fracionada,
correspondendo a 1¢, 22, 3%, 42, 52 e 10° mL do destilado (10 mL) obtido de 150 mL
de fermentado. Cada fracdo foi diluida 100 vezes no eletrdlito de oxidacdo e
analisada, em triplicata, usando o sistema hibrido EC-CE-C*D. A variacdo da
porcentagem (vol./vol.) de etanol e metanol presente em cada fracdo em funcéo da
média da correspondente fracdo € apresentada na Figura 37. Como esperado, a
quantidade de etanol aumentou em fungdo da fracdo destilada, variando de
aproximadamente 80 % (12 fracdo) a 100 % (102 fracdo), alcancando um teor
alcodlico médio de 95 % (proof of 190) no volume total destilado (valor considerado
como excelente para os fabricantes desse tipo de bebida - moonshine homemade
distillers). Nas mesmas analises, aproximadamente 4 % de metanol foi encontrado

na primeira fracdo, decrescendo a valores em torno de 0,1 % na décima fracao.

———r——r——r——r————r——r—} 10
120- + L9 =
" 1004 —i/+ . -
| 804 6 2
> ' L5 o
S 60'1 L4 Z
R® 404 I\ 3 2
3 201 k\ 2 |

c ] 4_1 :1
S ol T T—— U o A
LU et 1 ! J

01234526 7 8 9 10
Volume médio destilado / mL

Figura 37: Variagdo da quantidade (vol./vol.) de etanol e metanol presente em cada
fracdo da destilagdo da "labmade moonshine'’*.
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5. CONCLUSAO

Empregando o sistema EC-CE-C*D foi possivel, pela primeira vez, realizar
simultaneamente, por CE, a separacado e deteccao de cations, anions e espécies
neutras derivatizadas in situ (Figura 7). Devido ao desenho da célula eletroquimica
em fluxo utilizada e a interface com o capilar do CE, nao é necessario um tempo de
eletrélise superior a 60 segundos para derivatizacao dos analitos neutros, podendo a
determinacdo das espécies presentes no antisséptico bucal Listerine® ser realizada
em menos de 3 minutos. A selecao do potencial aplicado para derivatizacdo auxilia
na escolha da sensibilidade e seletividade das espécies eletrooxidadas em relacao a
outras também presentes na amostra. A origem de duas espécies detectadas que
nao compdéem o produto analisado, salicilato e formiato, foi elucidada como sendo
provenientes da eletrooxidacdo do acido benzoico (Figura 13). O sistema EC-CE-
C'D também se apresenta como uma alternativa para avaliacido de reacdes
eletroquimicas e estudos de vias de oxidacdo ou reducdo. Apesar de néao
comparavel a espectrometria de massa na capacidade de identificacdo dos picos e
nos baixos limites de deteccao, esse sistema € mais simples e barato e pode auxiliar
em analises qualitativas e quantitativas de produtos de reacdo de eletrodo,
especificamente os iGnicos ou ionizaveis.

Em eletrodo de platina, voltamogramas ciclicos apresentam em meio alcalino
uma densidade de corrente muito superior a obtida no meio acido para a
eletrooxidagdo de alcoois, porém com o sistema EC-CE-C*D mostrou-se que em
meio 4cido (Figura 14) uma concentragdo muito maior dos carboxilatos € encontrada
quando comparada a obtida em meio alcalino (Figura 18). O mesmo rendimento

superior de carboxilatos em meio acido foi observado para eletrooxidagcées sobre
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eletrodo de ouro (Figura 19 versus Figura 23), porém, em meio alcalino observa-se a
oxidacao dos alcoois em valores mais baixos de potencial (a partir de 0,85 V).
Comparando os eletrodos de ouro e platina em meio acido, observou-se que o
eletrodo de ouro apresenta alguma seletividade favorecendo a oxidacao dos alcoois
de cadeia menor. Para 0 mesmo sinal de pentanoato, o etanoato apresentou sinal
aproximadamente 4 vezes maior que o obtido em eletrodo de platina em certas
condigdes (Figura 24).

Na colaboracdo prestada ao estudo da eletrélise de glicerol visando a
producdo de gliceraldeido e/ou dihidroxiacetona, o método proposto para analise
desses polidis neutros por CE-C*D apresentou resultados satisfatérios, permitindo a
separacao dos picos de glicerol, gliceraldeido e dihidroxiacetona apés formacéao de
complexos com borato. A separacao e deteccao dos padrdes deu-se em menos de 3
minutos. Nas condicdes estudadas, a eletrooxidagdo ex-situ do glicerol ndo ensejou
a formacdo intermediaria de concentracdo detectavel de gliceraldeido e
dihidroxiacetona, visto que apenas acidos carboxilicos foram observados.

O equipamento de CE com dois detectores C*D mostrou-se valioso para
monitorar a interagdo dos &cidos carboxilicos com CTAB e Polybrene®,
modificadores de superficie geralmente empregados para inverter o EOF. O
glioxilato e mesoxalato foram as espécies que apresentaram maior interacao, visto a
maior reducao do sinal correspondente a essas espécies do primeiro detector para o
segundo.

No que se refere as contribuicbes da tese voltadas a miniaturizacdo de
dispositivos, o simples recobrimento prévio de laminas de vidro com parafina
viabilizou o processo de gravacao e corte de vidro por ablacédo a laser de CO, sem

ocorréncia de fraturas ou de trincas significativas. O perfil dos canais obtidos tem o
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favoravel aspecto semicircular, com raio controlavel pela poténcia e pela velocidade
de deslocamento do feixe de radiagdo. O microdispositivo construido permitiu
realizar a separacao de dopamina, catecol e acido urico em menos de 100 s. Apesar
dos canais apresentarem resolugcédo e aspecto inferiores aos obtidos pelos métodos
fotolitograficos, poderdao, assim mesmo, ser apropriados para a construcdo de
microdispositivos funcionais, unindo baixo custo, rapidez, eficiéncia e versatilidade
de prototipagem por ablacdo a laser, ja reconhecida e utilizada em materiais
poliméricos, com a qualidade e caracteristicas do vidro, especialmente para
aplicacao em eletroforese em microchip.

A derivatizacao eletroquimica para eletroforese capilar em microchip é, pela
primeira vez, apresentada. O sistema hibrido desenvolvido, de facil montagem,
permitiu realizar a quantificagdo de alcoois priméarios por CE-C*D, ap6s conversido
eletroquimica aos respectivos carboxilatos. Etanol e n-propanol apresentaram uma
dependéncia linear do potencial aplicado durante a eletrooxidacdo, para valores
superiores a 1,30 V (vs. Ag), enquanto que a conversao do metanol em metanoato
ndao apresentou variacées significativas (de 1,30V a 1,45V). A separacdo dos
analitos de interesse foi realizada em menos de 2,7 min e os LDs estimados para os
alcoois, com base na regido de 0,10 a 5,0 mmol L™, variaram de 20 umol L™ para o
etanol e 40 e 50 pmol L™ para o n-propanol e o metanol. A analise do destilado
alcodlico de milho fermentado no laboratério, moonshine, apresentou um aumento
na concentracao de etanol (variando de ~80 % a ~100 %) e simultdneo decréscimo
da concentragdo de metanol (variando de 4 % a ~0,1 %) em funcédo das fracdes
destiladas, justificando o procedimento usual de desprezar a “cabeca” (e a “cauda”)
do destilado. Nesse contexto, esse sistema se mostrou favoravel para monitorar

alcoois alifaticos durante, p. ex., processos de fermentagao/destilacao.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Até o momento, o sistema automatizado em fluxo EC-CE-C*D possibilitou: (i)
determinar alguns metais toxicos em nivel traco apds pré-concentracdo
eletroguimica do metal sobre eletrodo de trabalho, seguido de redissolucéo
eletroquimica, separacdo eletroforética e deteccdo por C*DP"28: (ii) estudar
processos eletrocataliticos sobre diferentes materiais de eletrodos, como
demonstrado na determinagdo dos produtos da eletrooxidacdo do glicerol*”; (iii)
realizar determinacdo quantitativa de espécies neutras por CE, apds derivatizagao
eletroguimica, exemplificado na determinacdo de alcoois alifaticos primarios,
separando e detectando os carboxilatos gerados!*®!; e (iv) realizar a determinagéo
simultdnea de cations, anions (no contra fluxo) e espécies neutras (apds
derivatizacdo eletroquimica) por CE!I'l. Esses trabalhos pioneiros indicam a
potencialidade da hifenacdo de célula eletroquimica com eletroforese capilar no
sistema EC-CE-C'D que, por ser ainda recente, carece de estudos mais
aprofundados para investigar e ampliar suas aplicagdes, tais como:

a) Verificar a possibilidade de diferenciar élcoois de aldeidos durante o
processo de eletrooxidagao, por exemplo, em condi¢cdes que favorecam a oxidacao
de uma funcéao frente a outra, permitindo a determinacdo consecutiva de aldeidos e
alcoois na mesma amostra por EC-CE-C*D;

b) Investigar a derivatizacao eletroquimica de acucares visando sua
separacdo e determinagdo quantitativa por EC-CE-C*D ou mesmo de acgucares e

alcoois, por exemplo, em bebidas.
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Quanto a miniaturizagdo da instrumentacdo para EC-CE-C'D, o
aperfeicoamento do sistema hibrido elaborado passa pela busca da melhora na
eficiéncia da conversado dos alcoois nos carboxilatos e da sua transferéncia para o
canal de separacéao (injecao). A nova tecnologia de gravacéao de canais em vidro por
ablacdo a laser de CO. abre perspectivas de construcado rapida e acessivel de
microdispositivos e podera ser Util para investigar a possibilidade de evoluir do
sistema EC-CE-C*D hibrido para outro em que, preferencialmente, todas as etapas
(derivatizacao eletroquimica, separacao eletroforética e deteccdo condutométrica
sem contato) sejam implementadas num Unico dispositivo predominantemente de

vidro.
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Anexo I: Imagens das etapas de fabricacao do uisque de milho
(moonshine) fabricado no laboratério

Pesagem e adicao dos flocos de milho acucar na agua aquecida a 70°C

.~ . ) aguaaquecida (70°C)
adicao dos flocos de milho e acucar

Adicao da levedura e enzimas e descanso durante 7 dias para fermentacao

Adicao dalevedura e enzima
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Anexo Il: Imagens das etapas de ablacao da lamina de vidro usando
a cortadora a laser de CO,

Imagem da lamina de vidro recoberta com parafina

g g F e e Lj. ¥

Imagem da lamina de vidro recoberta com parafina apés corte dos circulos

(reservatoérios) usando a cortadora a laser de CO,
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Imagem da lamina de vidro recoberta com parafina apos corte dos circulos
(reservatorios) e canais usando a cortadora a laser de CO,

Imagem da lamina de vidro apds corte dos circulos (reservatérios) e canais
usando a cortadora a laser de CO,
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Anexo lll: Imagem do microchip de vidro durante separacoes
eletroforéticas

Imagem do microchip de vidro produzido por ablacao a laser em
funcionamento, mostrando o posicionamento dos eletrodos de separacao
(A= alta tensao e B= terra) e de deteccao (C= auxiliar, D= pseudo referéncia e
E= trabalho)
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Anexo IV: Imagens do sistema hibrido miniaturizado EC-CE-C*D

Imagem da célula eletroquimica do sistema hibrido miniaturizado EC-CE-C*D,
durante a etapa de eletrooxidacao dos alcoois, mostrando o posicionamento

dos eletrodos (A= auxiliar, B= pseudo-referéncia e C= trabalho) e do C*D
' F.ﬂ?‘ — - - #

Imagem do sistema hibrido miniaturizado EC-CE-C4D, durante a etapa de
separacao, mostrando o posicionamento dos eletrodos (A= auxiliar,
B= pseudo-referéncia e C= trabalho, desconectados) e (D= alta tensao e
E= terra, conectados)




146

Imagem da interface dos softwares usados para controle do potenciostado
durante a eletrooxidacao dos alcoois (a esquerda) e para controle da fonte de
alta tensao durante a injecao e separacao (a direita)
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