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“Quando um homem morre, pode ele viver
novamente? Esperarei todos os dias do meu

’

servigo obrigatorio, até vir o meu livramento.’

(J6 14:14)

“Pois bem, se proclamamos que Cristo
ressuscitou dos mortos, por que alguns de vocés
afirmam ndo haver ressurrei¢cdo dos mortos? Pois,
se ndo existe ressurreicdo dos mortos, Cristo ndo
ressuscitou. Nesse caso, todos que adormeceram
crendo em Cristo estdo perdidos! Mas Cristo de
fato ressuscitou dos mortos. Ele é o primeiro fruto
da colheita de todos que adormeceram. Mas essa
ressurreicdo tem uma sequéncia: Cristo
ressuscitou como o primeiro fruto da colheita, e
depois todos que sdo de Cristo ressuscitardo
quando ele voltar.”

(1 Corintios 15:12, 13, 18, 20, 23)

“Deus ressuscitou a esse Jesus, e disso todos n6s
somos testemunhas.”

(Atos 2:32)

“Mas Siao dizia: “Jeova me abandonou, Jeova se
esqueceu de mim.” Serd que uma mulher pode se
esquecer do seu bebg, e ndo sentir compaixao pelo
filho do seu ventre? Mesmo que essas mulheres se
esquecessem, eu nunca me esqueceria de VvoCe.
Veja! Gravei vocé na palma das minhas maos!...”

(Isaias 49:14-16)



RESUMO

Silva, E. Determinacéo de pKa utilizando CE-C*D. 2022. 95 p. Dissertacdo (Mestrado) -
Programa de P6s-Graduagdo em Quimica. Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo,
Séao Paulo.

O C*D ¢ uma forma de deteccdo inédita para a caracterizagio de pKs, e o trabalho
apresenta duas novidades: a primeira é ser pioneiro na quantificagdo de pK, utilizando um C*D,
e a segunda é aplicar o fator de correcdo para corre¢es de mobilidade efetiva, temperatura e a
forca i6nica do meio, também inédito. Assim, o C*D foi utilizado conjuntamente com um
equipamento de eletroforese capilar nomeado por BeerBox, ambos sendo manufaturados pelo
laboratério onde este trabalho foi realizado. Os dados de mobilidade nessa configuragcdo em
funcdo do pH se correlacionaram em (99,4 £ 0,2)% para a determinacéo de pKa, mas o BeerBox
apresentou um problema no sistema de injecdo de modo a tornar a quantificacdo do valor de
pKa em 0,15 * 0,05 inferior daquele encontrado na literatura para as espécies caracterizadas,
isto é, acetato, benzoato, cloroacetato, fumarato, galato, aspartato, aspirina e HIBA. Em
contrapartida, na utilizacdo do equipamento comercial (Agilent Technologies modelo 7100)
com um C*D manufaturado no laboratério onde este trabalho foi realizado, constatou-se a
correlacdo entre a caracterizacdo de valores de pKa por este trabalho (utilizando um eletrélito
de corrida de p-alanina: CI") em 99,70% com os dados que podem ser obtidos na literatura, e
com eficiéncia de (97 + 3)%. Apesar disso algumas consideracfes devem ser tomadas, e uma
delas € que o coeficiente de atrito € uma variavel importante na quantificacdo de pKa utilizando
a eletroforese capilar. Por exemplo, a elevagdo da concentragao de -alanina implica na redugéo
da mobilidade efetiva das espécies em analise (inclusive daquelas totalmente ionizadas que
deveriam permanecer inalteradas, neste trabalho nomeada por espécie de referéncia). 1sso
porque, a [-alanina eleva a viscosidade do eletrolito de corrida significativamente,
consequentemente limitando a mobilidade efetiva das espécies, tanto do analito como das
espécies de referéncia, em até 72% do valor maximo que elas poderiam assumir em diluicédo
infinita. Assim, essas divergéncias de mobilidade impactam na exatiddo da técnica frente a
quantificacdo de pKa. Em outras palavras, quando realizado a aplicagdo do fator de corregdo
por uma espécie de referéncia o valor quantificado é o pKa termodinamico, e ndo o pKa aparente
porque foi utilizado como referencial uma espécie de referéncia com os seus dados expressos
ja em diluicdo infinita. Destaca-se que o fator de correcdo, teoricamente, corrige aspectos de

temperatura porque tanto a espessura efetiva da atmosfera idnica, a viscosidade e o raio



hidrodindmico dependem da temperatura. Basta quantificar o intervalo de temperatura onde a
correcdo pode ser aplicada satisfatoriamente. Por fim, a combinacdo do método utilizando o
padrdo interno com a espécie de referéncia tornou a técnica utilizando a CE-C*D poderosa para

a caracterizacdo de pKa,, e com uma exatidao centesimal.

Palavras-chave: CE-C*D, pKa, espécie de referéncia, padréo interno, fator de correcéo.



ABSTRACT

Silva, E. Determination of pKa using CE-C*D. 2022. 95 p. Master Thesis - Graduate Program
in Chemistry. Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo.

C*D is an unprecedented detection method for the characterization of pK,, and the work
presents two novelties: the first is to be a pioneer in the quantification of pKa using a C*D, and
the second is to apply the correction factor for effective mobility corrections, temperature and
the ionic strength of the medium, also unprecedented. Thus, the C*D was used together with a
capillary electrophoresis equipment named by BeerBox, both being manufactured by the
laboratory where this work was carried out. The mobility data in this configuration as a function
of pH correlated in (99.4 + 0.2)% for the determination of pK, but the BeerBox had a problem
in the injection system in order to make the quantification of the pKa value in 0.15 £ 0.05 lower
than that found in the literature for the characterized species, ie acetate, benzoate, chloroacetate,
fumarate, gallate, aspartate, aspirin and HIBA. On the other hand, when using commercial
equipment (Agilent Technologies model 7100) with a C*D manufactured in the laboratory
where this work was carried out, a correlation between the characterization of pKa values by
this work (using a 8- alanine: Cl-) in 99.70% with the data that can be obtained in the literature,
and with an efficiency of (97 £+ 3)%. Nevertheless, some considerations must be taken, and one
of them is that the coefficient of friction is an important variable in the quantification of pKa
using capillary electrophoresis. For example, the increase in the concentration of B-alanine
implies in the reduction of the effective mobility of the species under analysis (including those
fully ionized that should remain unchanged, in this work named by reference species). This is
because [B-alanine significantly increases the running electrolyte viscosity, consequently
limiting the effective mobility of the species, both the analyte and the reference species, to up
to 72% of the maximum value they could assume in infinite dilution. Thus, these mobility
divergences impact the accuracy of the technique in terms of pKa quantification. In other words,
when applying the correction factor by a reference species, the quantified value is the
thermodynamic pKa,, and not the apparent pKa because a reference species was used as a
reference with its data already expressed in infinite dilution. It is noteworthy that the correction
factor, theoretically, corrects temperature aspects because both the effective thickness of the
ionic atmosphere, the viscosity and the hydrodynamic radius depend on the temperature. Just
quantify the temperature range where the correction can be satisfactorily applied. Finally, the

combination of the method using the internal standard with the reference species made the



technique using CE-C*D powerful for the characterization of pKa, and with centesimal

accuracy.

Keywords: CE-C*D, pKa, reference species, internal standard, correction factor.
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1 INTRODUCAO
1.1 Determinacao dos valores de pKa

O pKa pode ser quantificado a partir da resposta da ionizacdo/dissociacdo de uma
espécie frente a variacdo do pH do meio, gerando uma curva ndo linear (figura 1.1) no qual a
sua inflexd@o remete ao valor de pKa daquilo que esta sendo analisado.

Resposta a ionizagao/dissociagao

Figura 1.1 — Curva da resposta da ionizacao/dissociacdo em funcdo do pH. A inflexdo da curva

corresponde ao pKa.

A resposta a ionizacao/dissociacdo pode ser obtida pelas mais distintas técnicas
possiveis. Porém na eletroforese a reposta é dada em termos da mobilidade, uma vez que o grau
de ionizagdo/dissociacdo do analito é associavel com a mobilidade efetiva. Embora o0 modelo
ndo linear seja mais pratico na visualizacdo qualitativa dos parametros de interesse, € necessario
dominio em softwares de andlise gréfica para obter tais parametros quantitativamente.

Por outro lado, as curvas podem ser linearizadas com o objetivo, em alguns casos,
educacional porque o coeficiente angular esta atrelado a constante de equilibrio enquanto o
coeficiente linear com a mobilidade efetiva da espécie caracterizada 1 (ver equagdo 1.16), e
um modelo linear, em termos didaticos, € muito mais facil de ser interpretado matematicamente
do que um que ndo seja linear. A figura 1.2 distingui a projecdo teérica, para a técnica de

eletroforese, de um modelo ndo linear e um modelo linearizado para o acido benzoico.
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Figura 1.2 — Projecdo teorica para o 4cido benzoico com pKa = 4,203 e mobilidade efetiva
méaxima igual a 33,6-10° cm?-V1-s't em mddulo. O modelo n3o linear foi projetado acima, e 0

linear abaixo.

1.2 A primeira determinacéo de pKa utilizando eletroforese

A primeira correlacdo entre a mobilidade eletroforética de um &cido/base e o pH foi
considerada quando Consden e Martin publicaram seu artigo sobre ionoforese em 1946 sobre a
separacdo de dois analitos com base na diferenca de pKa entre ambos. Na década de 1950 a
correlacdo foi explicitamente aplicada a estimativa das constantes de dissocia¢do acida por
Waldron e por Kiso et al na década de 1960 usando uma tira de papel. No entanto, ainda que
fosse utilizado uma guantidade diminuta de amostra, 0 método demonstrou ser inviavel por ser

impraticavel. Somente nas proximas décadas ocasionaria a introducdo dos capilares de silica
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fundida. Atualmente os valores de pKa mais relevantes sdo aqueles em condicdes fisioldgicas,
isto é, em agua a 37 °C e com forca ibnica a 0,9% de NaCl (154 mM). Por exemplo, dentre 700
paginas compiladas de valores de pKa em uma biblioteca de dados somente metade é listada

com detalhes em condicGes a 25 °C e forca i6nica nula *.

1978
1937
1998
1957

1977

025 045 _
1923 - 1960 1997

1910 ‘ 1930 ‘ 1950 I 1970 1990 ’

et | >
1900 l 1920 1940 | 1960 l 1980 2000

1908 1949 1969

1946
Eletroforese

Figura 1.3 - Linha do tempo da primeira nogéo das varias técnicas para a determinacéo de pKa.

Quando é comparado a determinacdo de pKa no trabalho de um mesmo autor com a
aplicacdo de distintas técnicas é esperado obter-se uma divergéncia na ordem de 0,2 no valor
encontrado de pK, entre as técnicas > °. Porém, quando comparado entres distintos autores esses

valores podem distinguirem um dos outros em aproximadamente 0,5 ’.

1.3 Mobilidade aparente e efetiva

A mobilidade (i) é definida como o coeficiente de proporcao estabelecido quando uma
espécie assume uma determinada velocidade (u) quando submetido a um campo elétrico (E).
Evidentemente, a mobilidade pode ser escrita em termos da carga liquida da espécie (q) e do
coeficiente de atrito (f) que o meio proporciona em oposi¢io ao movimento 8, expresso pela
equacdo 1.1:

uzu-Ez(%)-E (1.2

O coeficiente de atrito por sua vez é dependente do raio hidrodindmico da espécie (r) e
da viscosidade do meio (n) dado pela equacéo 1.2:
f=6mn-n-r (1.2)
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No processo é levado em consideragdo que na presencga de um campo elétrico, os cations
migram para o catodo e os anions para o anodo. O excesso de cations na parte difusa da dupla
camada causado pelos grupo silanol, do capilar da silica fundida, transfere 0 momento
resultante na direcdo do cadtodo e esta acdo de bombeamento é denominada por fluxo de
eletrosmose (EOF - electroosmotic flow) . Experimentalmente, na eletroforese capilar, a

mobilidade pode ser quantificada considerando que a mobilidade aparente (u,,,) deve ter um

valor de mobilidade referenciada em zero, no caso o fluxo eletrosmotico (ugqr) de acordo com
a equagéo 1.3.
MHef = Hap — HEOF 1.3)

Uma espécie movendo-se na mesma direcdo do fluxo eletrosmotico, a mobilidade
efetiva do analito e a mobilidade do EOF possuem o mesmo sinal, portanto a mobilidade
aparente serd maior do que deveria. Em contrapartida, para uma espécie movendo-se na dire¢cdo
contréria ao fluxo eletrosmético a mobilidade efetiva do analito e a mobilidade do EOF
apresentardo sinais contrarios. Portanto, a mobilidade aparente sera menor do que deveria.
Logo, uma consequéncia imediata € que toda espécie que possuir um maior tempo de migragédo
que o EOF tera mobilidade negativa, enquanto aquelas com o menor tempo de migracéo que 0
EOF possuira uma mobilidade positiva. 1sso sendo um impacto direto dos sentidos da
mobilidade frente ao préprio sentido do EOF.

Considerando alguns aspectos fisicos e manipulagcdes algébricas na equacdo 1.3, a
mobilidade efetiva (u.r) pode ser determinada em termos da extensdo maxima do capilar (L),
do comprimento do capilar até o detector (L), da diferenca de potencial aplicada (V), do tempo
de migracgéo do analito (t,,) e do tempo do fluxo eletrosmotico (tzor) da seguinte forma escrita

na equacéo 1.4.

ey =~ (= - =) (1.4)

1.4 Equac0es envolvidas
1.4.1 Caracterizagao do valor de pKa

A equacdo que rege todo o processo de inferéncia depende da fragdo molar ionizada,
Ay a7 sendo a magnitude dada pela mobilidade efetiva maxima que uma espécie que sofreu

ionizagdo possa assumir, My, a7t 910 A letra n representa o nimero total de grupos ionizaveis,

z é carga maxima assumida pela espécie, e i varia de 0 a n. Logo:
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n

Uef = Z Ay a2t Py az=i (1.5)

i=0
O problema a ser inicialmente elaborado é este: como é possivel descrever a fracao
molar matematicamente em termos da constante de acidez? A resposta para esta pergunta pode
ser respondida inicialmente para um acido monoprotico que sofre a seguinte ionizagdo
HA= H*+ A~ (1.6)
Obviamente, a constante de acidez (K,) pode ser escrita em termos das atividades (ay+,

Ay, Qap) €N

_ Qu* s [H*]-[A7] _ (VH+ ')’A—)

K =
“ Apa [HA]

(1.7
YHA

Quando ocorre a desconsideragdo dos coeficientes de atividade (yy+, Y-, Yan) € @
constante de acidez passa a ser escrita somente em termos da concentracdo analitica ([H*],

[A~], [AH]), temos entdo a chamada constante de acidez aparente (K- %" ):

[H¥]-[A7]
apar __
K, = —[AH] (1.8)
Sendo a concentragédo de [HA] dada por:
[H*]-[A7]

a

Levando em consideracao que a concentragcdo maxima (C;) do acido é determinada pela
fracdo que sofreu ionizacdo (C,-), mas também por aquela que ndo sofreu ionizacdo (Cya).
Teremos:

Cp = Cyy + Cy- (1.10)

Aplicando a equacdo 1.9 naequacdo 1.10, a concentracao total de um acido monoprético

pode ser escrita por

[H]-[A7] [H™] l (L.11)

Ct:W‘I'[A_]:[A_]'ll-l'W

a a

Onde finalmente a fracdo molar que sofreu ionizacdo para um acido monoprotico é dada

por:

[4-]- [1 + IEH—J]]

a

(1.12)

g apar
_ a
Ay = Kapar + [H+] (1-13)

a

Em contrapartida, a fragdo molar que ndo sofreu a ionizagao é expressa como
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A7 (1.14)
Oga = —apar .
[H]+ K™
Assim, considerando a aplicacdo da equagdo 1.13 na equagdo 1.5, para um acido

monoprético a curva ndo linear é descrita matematicamente por:

1
_ — 1.15
s <1 + 107K -PH) H (-39

Por outro lado, a equacdo 1.15 pode ser linearizada do seguinte modo:

1 1 o1
i =) (1.16)
e a A~

1.4.2 Translacdo no valor de pKa

Na consideracdo das sucessivas ioniza¢fes de um acido poliprético é esperado que
ocorra uma correcdo pela desconsideracdo dos coeficientes de atividades, pela consequéncia
imediata da equacdo de Debye-Huckel porque em um laboratorio a concentracdo analitica é
mais facil de ser obtida do que o coeficiente de atividade. Havendo as sucessivas ioniza¢des
(equacdes de 1.17 a 1.20) ocorrendo, é esperado 0s seguintes desvios para os valores de pKa

termodinamico (pKiem) -8

pKE™ = K" — log(y) (1.17)
PKE™ = pKa7 " — log(y,) + log(y) (1.18)
PKas™ = pKy3 " = log(ys) + log(y2) (1.19)

pKL™ = pKP*" — log(vn) + log(Vn-1) (1.20)

Onde nas equacdes acima pKi&™ é o pK, termodinamico, pK.r*" o pK, aparente, n
representa o numero total de grupos ionizaveis, e o coeficiente de atividade (y) que é dado por:

“log () = 22N (121)
1+ BrvI

Na equacdo 1.21 A e B dependem da constante dielétrica do meio e da temperatura do
solvente, sendo equivalente para a agua quimicamente pura a 25 °C em 0,5085 LY2-mol*2 e
0,3281 L¥2.nm*. mol /2 respectivamente. O z representa a carga do ion, r o raio hidratado do
ion, e I a forca i6nica do meio.

Dessa forma, é esperado que quanto maior a carga do ion analisado os desvios ocorrerdo
com divergéncia quadratica relativo ao seu valor de pKa termodinamico. Conforme ha aumento
da forca ibnica do meio, maior serd também os desvios relativo ao pK, termodinamico °. O

comportamento aqui descrito pode ser visualizado na figura 1.4.
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Figura 1.4- Variacdo entre o pKa termodindmico e o pKa aparente conforme a carga do ion e da
forga idnica do meio. A projecéo foi realizada adotando um ion com raio hidratado igual a 5

nm, e o solvente como sendo a &gua quimicamente pura a 25 °C.

A partir da figura 1.4 é esperado que para acidos sempre o pKa aparente sera inferior ao
real valor do pKa termodindmico, enquanto para bases o valor encontrado experimentalmente
sempre sera maior. Destaca-se que o parametro pKa aparente é aquele que sera obtido em um
laboratorio.

As correcbes nem sempre sdo realizadas utilizando a equacdo de Debye-Huickel com os
coeficientes A e B em condic¢des padrédo, ou seja, empregando &gua como solvente majoritario
a 25 °C. Alguns autores adotam o0s parametros A e B como puramente empirico a serem
determinados visando a modificacdo do eletrolito de corrida (por exemplo, utilizando uma
porcentagem organica) %%, ou correlacionam uma equagéo de natureza experimental quando

ha variagBes de solvente e temperatura 262,

1.4.3 Modelo matematico geral
Provou-se que o grau de ionizacdo esta relacionado com as constantes de acidez (ver a
equacdo 1.13). Assim, em uma espécie poliprética, as sucessivas ionizagcbes ocorrem da
seguinte maneira:
H,A? 2 H,_A* '+ H* Ky (1.22)
Hp_-1A*" D 2 H,_A=' + H* Ky (1.23)
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Hp_(n-nAZ~ "D 2 A2 + g+ Kan (1.24)
Logo, é esperado que a mobilidade para um composto poliprético atenda as
contribui¢Ges de cada estado de ionizacdo expresso como uma funcdo de somatério dada

universalmente por % 1012;

i
ipH 72 PK

’anAZ =+ Z_lllo i=1 . //[HniiAz—i (1.25)

i
ipH—z PKy;

1+ Zn:10 =
i1

A demonstracdo da equacdo 1.25 ¢é obtida analogamente ao modelo monoprotico aqui

luef =

até entdo demonstrado no subtopico 1.4.1. A diferenca ocorre porque mais de uma fragdo molar
que sofrerd ionizacdo deve ser considerada, dependendo da carga adotada pela espécie, mas no

final o resultado € baseado na contribuicdo geral de todas essas fragGes molares. O termo py 4z

remete a mobilidade da espécie quando em estado neutro, sendo esta nula. A simbologia pK},
representa o pKa aparente, uma vez que o desenvolvimento matematico foi utilizado a
concentracdo analitica e ndo a atividade das espécies (a obtencdo do pKa termodinamico é
descrita no subtdpico 1.4.2). A letra n representa o nimero total de grupos ionizaveis, z € carga
méaxima assumida pela espécie, e i varia de O a n. Enquanto K,
K,; e K,,, séo as dissociacdes das constantes termodinadmicas sucessivas.

A equacdo universal 1.25 que serve tanto para uma espécie monoprética como
poliproética é facilmente manipulavel, porém € necessario entender o comportamento do EOF.
Logo, considerando uma configuragdo catddica (o tempo de migracao do cation serd menor que
0 EOF) para um &cido diprotico a descricdo € dada pela seguinte equacao:

10PHPKaD) - o 4 10@PH-PKa—DKa) - (1.26)

Her = 1 + 10PH-PKay) 4 10@PH-PKa1~PKzp)

Para um acido triprético teremos:
Uer

~ 10®H-PKqa1) g ae + 10(2PH-PKa1—PKaz) . |y, + 10(3PH-PKa1—PKaz—PKas) .y (1.27)

1 + 10®@H-DKg) 4 10(2PH-PKa1—PKaz) 4+ 10(BPH-PKa1~PKaz~PKgs)
Quando se trabalha com espécies que assumem uma transi¢cdo de mobilidade positiva
para uma negativa, basta adotar os sinais do sentido da mobilidade efetiva para a parcela de pH

e do pKa na equacdo de somatdrio (equagdo 1.25). Assim, para o aspartato teremos:
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10(-PH+PKa1) . U + 10(PH-PKa2) .y o + 10(2PH-PKaz—PKaz) . ) (1.28)

Her = 1 + 10(-PH+PKLy) + 10(PH-PKG2) 4 10(2PH-PKG,~PKG3)

Uma vez que o aspartato apresenta a mobilidade (em 10° cm?-V1.s1) +30,6 para o
pKa(+1), -30,1 para o pKa(-1) e -55,30 para 0 pKa(-2), sendo o sinal entre parénteses

simbolizando a carga liquida adotada pela espécie 2°.

1.5 Detecgdo Condutométrica sem Contato
1.5.1 A origem da deteccdo condutométrica

Na Quimica, as solucbes ndo ideais s6 foram bem descritas cientificamente com o
trabalho publicado por Peter Debye e Erich Hickel intitulado por “a teoria dos eletrolitos. I.
depressdo do ponto de congelamento e fendmenos relacionados” no ano de 1923 %°. O impacto
deste trabalho teve como consequéncia uma melhor intepretacdo do que seria uma solugédo do
ponto de vista de ions e a sua respectiva atmosfera que o cerca.

Em 1928 3!, Peter Debye e Hans Falkenhagen publicou um artigo, nomeado por
“dispersdo de condutividade de eletrélito forte”, sobre a causa de um tempo finito no
relaxamento da atmosfera idnica, e por consequéncia disto, deveria possuir uma frequéncia
dependente da condutividade elétrica para um eletrélito forte em solugéo, sendo este fenbmeno
conhecido como efeito Debye-Falkenhagen. No entanto, os experimentos eram dificeis de ser
realizados, porém caso fossem, haveria um estabelecimento da suficiéncia do modelo de Debye-
Falkenhagen para explicar ndo apenas o comportamento da condutancia, mas também para
fornecer tratamentos de outros problemas de transporte, como difusdo e viscosidade, e
novamente para solucdes eletroliticas fortes diluidas.

Em setembro de 1928 a revista “Zeitschrift flir Physik” recebeu um artigo intitulado por
“sobre a condutividade de eletrélitos fortes para correntes de alta frequéncia” do autor
Hermann Zahn, como Unico autor, e neste trabalho foi apontado que seria a primeira evidéncia
experimental quantitativa do efeito Debye-Falkenhagen. No entanto, a revista divulgou uma
nota de agosto de 1928 afirmando que Heinrich Sack havia publicado um trabalho na mesma
revista e este sim seria o responsavel pela primeira comprovacao experimental do efeito Debye-
Falkenhagen 32 %,

A respeito do inventor do detector condutométrico sem contato experimentalmente é
evidente quando citado em 1929 pelo proprio Hermann Zahn e H. Rieekhoff que o Heinrich
Sack foi o primeiro 3. Mas ndo somente isso, porque em 1931 Hans Falkenhagen mencionou
que o efeito Debye-Falkenhagen foi comprovado conforme as evidéncias experimentais de

Sack, Zahn, Rieckhoff, Deubner e coautores, e M. Wien %,
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Portanto, em termos teéricos a invencdo do detector condutométrico sem contato é
proveniente dos autores Debye-Falkenhagen. No entanto, a comprovagdo experimental do
fendmeno é atribuida ao Heinrich Sack. Hermann Zahn, apesar de nao ser o primeiro de fato,
por sua originalidade e seus resultados obtidos serem independentes do grupo de pesquisa
orientado pelo professor P. Debye deixa claro que também pode ser considerado como um dos

inventores do detector condutométrico sem contato.

1.5.2 Detecgdo Condutométrica sem Contato Capacitivamente Acoplada

A Deteccdo Condutométrica sem Contato Capacitivamente Acoplada (C*D) foi
primeiramente publicada no ano de 1998, concomitantemente em uma mesma revista por dois
grupos de pesquisas independentes: no Brasil do Instituto de Quimica da USP ¢, e na Austria
do Instituto de Quimica Analitica e Radioquimica da Universidade de Innsbruck %. A figura
1.5 apresenta um C*D manufaturado pelo laboratério onde este trabalho foi realizado.

Figura 1.5 — Um C*D ao lado de uma moeda de R$1. A moeda possui 27 mm de diametro.

O principio de funcionamento do detector consiste na diferenca de condutividade, que
possa ser mensuravel, do analito em relacéo ao eletrolito de corrida. Na detecgdo sem contato
os eletrodos (anéis metalicos da figura 1.6) sdo posicionados do lado externo do capilar (como
ilustrado na figura 1.6 por C1 e C»), e quando aplicado um sinal oscilatério de tensdo (em Ci)
uma corrente alternada pode ser acoplada capacitivamente no eletrélito de trabalho que é
registrado por um segundo eletrodo (C2) de medida, e por fim, o sinal obtido pode ser

amplificado *¥-4°, conforme a ilustragéo a seguir:
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amplificador
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Figura 1.6 — Representacdo artistica em 3D e simbolica do arranjo convencional dos eletrodos
para 0 C*D envolto em um capilar. Note que os anéis metalicos, C; e Cz, atuam como
capacitores cilindricos. A simbologia de Rs é a resisténcia da solucao eletrolitica dentro do canal

do capilar.

As equac0es envolvidas podem ser encontradas e estimadas a partir de qualquer livro
de Fisica Geral para o funcionamento do C*D ou em artigos detalhados por seus inventores 3
39,41 Assim, um circuito que possa representar a ilustragéo contida na figura 1.6 pode ser dado

conforme a ilustragdo contida na figura 1.7.

ol Il

Figura 1.7 — Circuito simplificado de um C*D. A legenda é: C; e C, capacitores cilindricos, Rs

a resisténcia da solucdo eletrolitica dentro do canal do capilar, e Cr a capacitancia de fuga.

De acordo com a regra das malhas, a soma das quedas de tensdes de um capacitor (v.)
e um resistor (vg) em série é igual a forga eletromotriz (&,,) aplicada em um circuito RC de tal
modo que:
Em = V¢ + Vg (1.29)
Porém em um circuito eletrdnico de corrente alternada a forca eletromotriz pode ser
descrita em termos de uma funcgéo senoidal da seguinte maneira:
e(t) = gy, - sen(wyt + ¢) (1.30)
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Na equacdo 1.30 nota-se que a forca eletromotriz, £(t), depende do tempo e do médulo
da propria forca eletromotriz, &,,,. Considerando que seja dependente também de uma constante
de fase, ¢, e uma velocidade angular de excitacdo, w,. No entanto, como todos os fasores giram
com a mesma velocidade angular, a igualdade é mantida para qualquer angulo de rotagcdo. O
angulo de rotacdo de cada fasor é igual a fase da grandeza alternada no instante t, implicando
que a tensdo e a corrente estdo em fase; como a tensao e a corrente tém a mesma velocidade
angular e 0 mesmo angulo de rotacdo, os dois fasores giram juntos. A fase é dada porque a
corrente e a diferenca de potencial passam pelo méximo no mesmo instante de tempo.

Assim, a forca eletromotriz pode ser descrita como:

HOEE el (wat+¢) — Em " e@wdti . o®J (1.31)

Na equacdo 1.31 a unidade imaginaria foi representada pela letra j, e como pode ser
observado isso implica que o temor e®/ é uma variavel dependente da fase incomum para o Rs,
C1, C2 e para a Cr. Por outro lado, 0 termo e®4t/ é comum para o para o Rs, C1, Cz e para a Cr
pelo fato de girarem juntos em fungdo do tempo. Consequentemente o fasor € dado
universalmente de forma independente do tempo por:

E=c¢, e® (1.32)

Logo, um fasor € independente do tempo e é dependente exclusivamente da constante
de fase, ¢, como pode ser observado na equagdo 1.32. Isto €, ¢, é igual a soma vetorial dos
fasores Vy e V., considerando que um capacitor esté a 90° de defasagem de atraso da resisténcia,

isto porque, a tensdo do resistor esta em fase com a corrente como pode ser visto na figura 1.8.

wgt— ¢

Figura 1.8 — Representacao de um fasor que representa a corrente alternada no circuito RC em
um instante de tempo t. Contendo fasores que representam as tensdes no resistor, Vg, € no
capacitor, V., orientados em relagdo ao fasor que representa a corrente (I, representando pela

flecha em verde). O fasor de forca eletromotriz, representado pela flecha em vermelho, é igual
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a soma vetorial dos dois fasores de tensdo representados pelas flechas de coloragdo azul da

resisténcia (V') e do capacitor (V).

Finalmente, o médulo da forca eletromotriz é:
g2, = Vg + (=V¢)? (1.33)
Em outras palavras:
g2 =R - D?*+ (=X 1)? (1.34)
Onde na equacdo 1.34, R, € a resisténcia da solucdo eletrolitica dentro do canal do

capilar e X a reatancia do capacitor equivalente do circuito. Portanto, a corrente, I, é igual a

Em
I = EEYETAD (1.35)

A férmula 1.35 ¢é interessante o0 denominador, porque o termo /RZ + (—X)?, a seguir

representado pelo simbolo Z, é chamado de impedancia do circuito para a frequéncia de
excitacdo w,, umavez que I = &,,/Z. Uma outra consideracao importante é que a definicdo da
admitancia, Y, € equivalente ao inverso da impedancia. Portanto:

Z = RZ+ (—X,)? (1.36)

Y = L (1.37)

JRZ + (—=X()?

A resisténcia pode ser dada em termos da érea, a, da distancia, [, e da condutividade do

eletrdlito, k, da seguinte forma:
[ 1
Ry=—-= (1.38)
a K

Por outro lado, a reatancia de um capacitor depende de sua frequéncia oscilatoria, f, e

da sua capacitancia, C, do seguinte modo:

1
Xc = 27fC (1.39)
Assim, aplicando as equacdes 1.38 e 1.39 na equagdo 1.37 teremos:
1

Y =

2 1.40
[ (e o

Finalmente, o termo é é chamado de constante de célula representado pela letra K. Logo,

a equacio de um C*D desconsiderando a capacitancia de fuga é expressa em:
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1

2 2 141
(5) n ( 1 ) ( )
K 2nfC
A sensibilidade relativa, sr, do C*D sera melhor expressa como:
Y
sr=K- M (142)
0K
Baseado nas equacgfes 1.41 e 1.42 é esperado que em uma frequéncia elevada de trabalho

Y =

no detector (na ordem de 5 MHz), alta constante de célula e um meio de baixa condutividade a
admitancia seja diretamente proporcional (regime linear, dado pela equacdo 1.43) a

condutividade do meio, e implicando em uma sensibilidade relativa igual a 1:

¥ = <%) . (1.43)

Em contrapartida em frequéncias tendendo a zero tanto a admitancia como a
sensibilidade relativa tenderdo a zero. O problema de altas frequéncias, apesar do regime
linearizado, se da por contas da capacitancia de fuga que ¢ indesejada e até 0 momento néo foi
levada em consideracdo. Por exemplo, a capacitancia de fuga permite um fluxo de corrente que
contribui para a intensidade do sinal absoluto da linha de base, e consequentemente, afetando
negativamente no limite de detecgéo.

Em condi¢bes reais a capacitdncia de fuga € inevitdvel, e quanto maior ela a
sensibilidade relativa do detector é reduzida, especialmente quanto maior foi a frequéncia de
trabalho do detector. Entéo, apesar do regime ser linear em altas frequéncias com a sensibilidade
relativa do detector igual 1, a capacitancia de fuga passa a ser um problema. Logo, € esperado
que o melhor caso de frequéncia de trabalho de um C*D n&o seja muito elevado e nem baixa,
visando estar no regime de pico maximo da sensibilidade relativa do detector .

Referente a utilizagdo do C*D nos ultimos anos (dentre os anos de 2018 a 2020), em 61
trabalhos avaliados 79% destes utilizaram com o método de CZE (Capillary Zone
Electrophoresis - Eletroforese Capilar de Zona), enquanto em outros 17 trabalhos foram de
MCE (Microchip Electrophoresis — Eletroforese em Microchip). Os parametros adotados para
0 C*D variam de 1 a 200 V e 10 a 2 MHz, além disso os limites de deteccdo constatado
demostram ser na ordem de 0,1 a 10 mg-L™* ou 0,01 a 40 umol-L* %2,

Os mais variados tipos de amostras ja foram analisadas utilizando o C*D, por exemplo:
agua de coco *, chuva *, etanol %, mono e dissacarideos “, sangue %', geleia, cerveja,
energético, leite fermentado, mel, tecido adiposo, pacotes de fogos de artificio, urina, lagrima,

drogas, entre outros .



26

Katzmayr e colaboradores deduziram a formula que pode ser utilizada em um C*D para
a projecdo de um eletroferograma a partir da sua diferenca de condutividade (AG) contendo
apenas duas espécies complementares e monovalentes. Na consideracdo é levado em
consideracdo a constante de célula (K), a constante de Faraday (F), a concentracdo do analito
(c3-), a condutancia idnica equivalente limitante do analito (1,-), a mobilidade absoluta do
analito (u4-), a mobilidade do co-ion (ug-) e do contra-ion (uz+) do eletrdlito de corrida “.

Expresso como:

AG(pg+, pig-)
— (g + pg+) e (g + pg+) 1.44
CS—'{ F|:1_nu'E A E _ _F- E A E +/1—} ( )
= o ta- - (Ue- + pg+) . pa- - (up- +pge) ~ 7
103K

Conforme a equacdo 1.44, é esperado que quanto maior a diferenca entre os valores da
mobilidade entre o analito e o co-ion a diferenca da condutividade sera mais acentuada, e
consequentemente maior a intensidade do pico a ser detectado por um C*D. Por outro lado,
quando as mobilidades sdo proximas entre analito e o eletrélito de corrida a deteccdo da
condutividade implicard em uma linha base sem pico, ou que seja dificilmente evidenciavel

para o analito.

1.6 Eletrdlise separada

Durante as analises em um equipamento de eletroforese capilar é inevitavel a ocorréncia
da eletrdlise nas proximidades do eletrodo. Utilizando sistemas em que ocorre um volume na
ordem de 2 mL do eletrdlito de corrida a solugdo pode ser comprometida. Assim, uma forma
de contornar esse problema é associar um compartimento no qual os produtos gerados pela
eletrdlise sofram dificuldades em chegar ao reservatorio contendo o eletrolito de corrida, e
consequentemente elevando a sua vida Gtil 4°.

Baseado na figura 1.9, quando se utiliza um canal largo entre o reservatorio da alta
tensdo e do armazenamento do eletrdlito de corrida, ocorre a passagem dos produtos gerados
pela eletrélise majoritariamente por difusdo. Quando este canal é estreito em sua plenitude, os
produtos gerados pela eletrolise serdo transportados predominantemente por eletromigracao
devido a elevacdo do campo magnético no canal. Porém, o melhor ajuste é obtido quando
mesclado um pequeno trecho do canal de forma estreita e em sua maior extensao longitudinal
de forma larga, assim tanto a eletromigracéo quanto a difusao serdo bem controladas e o0 tempo

de vida util do canal é amplificado.
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canal largo:
difusdo
eletromigracdo

canal estreito:
difusao
eletromigrag¢do

gargalo

Figura 1.9 — Representacdo do sistema de eletrolise separada. O retdngulo em preto € a
ilustracdo de um eletrodo em que ocorre a aplicagdo da alta tensdo gerando os produtos da
eletrolise inevitavelmente. O reservatorio a direita contém o eletrélito de corrida que deve ser
protegido dos produtos gerados da eletrdlise do reservatério a esquerda. O tubo em vermelho

representa o capilar que fica em contato com o eletrélito de corrida.

O comprometimento da solucdo destinada a ser o eletrdlito de corrida seja causado por

difusdo ou eletromigracdo implica na perda de precisdo e exatiddo da técnica.

1.7 Eletroforese capilar, uma técnica de elevado potencial para multiplas e simulténeas
guantificacdes

A compreensdo da constante de dissociacdo &cida (pKa) como uma propriedade é um
dos pardmetros mais comumente usados na quimica moderna. Tanto o pH quanto 0 pKa sdo
essenciais para entender o comportamento das substancias quimicas na vida cotidiana *.

O método multiplexado (eletroforese capilar utilizando diversos capilares
simultaneamente, chamado de canais) poderia empregar varios canais dispostos em um
laboratério farmacéutico ou bioquimico. A finalidade deste método é quantificar a maior
quantidade possivel de pKa em um curto intervalo de tempo, e na literatura foi relatado casos
em que houve quantificacio de pKa para 128 a 168 compostos em 8 horas *°, ou diversos
compostos pela adocio de 96 canais simultaneamente ° %1, ou ainda a obtencéo do pKa, de 96

compostos em 1 dia de trabalho °2,
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2 OBJETIVO

A principio pretendia verificar se 0 equipamento manufaturado pelo grupo de pesquisa
onde este trabalho foi realizado, nomeado de BeerBox, fornecia dados que possibilitasse
quantificar valores de pKa corretamente. Havendo este ponto cumprindo, utilizar um detector
C*D para quantificacdo de pKa porque ndo foi encontrado na literatura (pesquisa realizada no
Portal de Periodicos CAPES, contendo 455 bases de dados de contetdo diversos e 49 mil

periddicos >%) nenhuma caracterizagdo de pKa usando este formato de detecgéo.

3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Reagentes

Os reagentes que foram utilizados da Sigma-Aldrich sdo estes: &cido gélico, acido
lactico, B-alanina, aspirina, CTBA (brometo de hexadeciltrimetilaménio), HIBA (4cido 2-
hidroxisobutirico) e propan-1-ol. Relacionado aos da Merck, usou-se: &cido benzoico, acido
cloridrico, acido cloroacético, acido p-toluenossulfénico, azul de bromotimol, bicarbonato de
sodio, cloreto de litio, fumarato de sodio e sal monossodico de &cido L-aspartico monoidratado.
Relativo aos da Synth, foi utilizado: acido acético, hipofosfito de sédio e hidroxido de sodio.
Todas as solugdes foram preparadas utilizando agua deionizada a 18 MQ-cm do equipamento
comercial Milli-Q®.

3.2 CE-C*D

Utilizou-se um equipamento de CE-C*D — nomeado de BeerBox - manufaturado no
Laboratdrio de Automacao e Instrumentacdo Analitica (LAIA) do Instituto de Quimica da USP,
supervisionado pelo professor Claudimir Lucio do Lago. Houve também a utilizacdo de um
CE comercial da Agilent Technologies modelo 7100, sendo em ambos o0s casos a deteccédo
realizada com um C*D manufaturado pelo LAIA (onde este trabalho foi realizado).

Todos os valores de pKa e mobilidade efetiva foram consultados em bibliotecas de dados
empregadas de softwares de simulagdes 2% %,

A temperatura em que realizou-se todos o0s experimentos foi a 25 °C.

3.2.1 BeerBox
3.2.1.1 Estrutura e configuracéo

O BeerBox foi um equipamento construido pelo LAIA visando a realizacéo de trabalhos
em baixas temperaturas. Portanto, seria possivel estimar o valor de pKa para espécies que

possuem uma taxa de degradacdo relativamente rapida, ou seja, visando a diminuicdo da



29

velocidade de reagdes quimicas que podem dificilmente serem acompanhadas em temperatura
ambiente.

Logo, é possivel realizar experimentos em capilares com comprimentos em torno de 30
cm ou mais, sendo o controle da temperatura interna do sistema realizado via software na ordem
de 35 °C até 1 °C (ainda ndo foram realizados testes em temperatura mais extremas do que
estas). Além disso, 0 equipamento possui um sistema que dispensa a necessidade de
tamponamento do eletrélito dado o emprego da eletrélise separada.

A técnica de eletroforese de CE-C*D € a técnica que permitiu obter, até 0 momento, o
maior numero de informac@es sobre os HECAs (hemiésteres de &cido carbbnico) pelo grupo de
pesquisa supervisionado pelo professor Dr. Claudimir Lucio do Lago, indo de coeficientes de
difusdo até constantes cinética de hidrolise. Basicamente, os HECAS sdo espécies quimicas que
podem ser vistas como o produto da hidrélise parcial de acidos alquilcarbdnicos (ACAS) que
sdo espécies com estruturas parecidas a do acido carbdnico, porém apresentando um radical
alquila no lugar de um hidrogénio. Eles podem ser prontamente sintetizados em meio aquoso
pela reacdo de bicarbonato com um alcool formando, assim, monoalquil carbonatos (MACS)

como representado a seguir na figura 3.1.

R-O K R-0

}—O + H0 = OH + R-OH
O R K¢ 9)

)0 + R-OH = 0+ HO

Figura 3.1 — Formacdo de um &cido alquicarbdnico, e abaixo a sintese de um monoalquil

carbonato a partir de bicarbonato e um alcool.

Num primeiro momento, houve a tentativa de reproduzir alguns experimentos realizados
pelo Pés-Doutor Denis Tadeu Rajh Vidal e posteriormente pela Ps-Doutora Zuzana Cieslarova
(ambos, egressos do grupo de laboratdrio) com o BeerBox. No entanto, acordado com o periodo
entre 0 Sétimo e o Oitavo Comunicado & Comunidade Académica da USP, referente ao dia
07/05/20, as atividades presenciais de pesquisa ndo essenciais foram interrompidas, e havendo
0 retorno de modo parcialmente estdvel somente ap6s a comunicacdo do Plano USP de
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Readequacdo do Ano Académico do dia 05/05/21 (uma defasagem de quase 1 ano). O trabalho
foi bastante afetado por conta desse aspecto, mas realizou-se muitos experimentos e o principal
problema foi nos ajustes necessarios para deixar o equipamento recem fabricado bom o
suficiente para gerar resultados satisfatorios. Portanto, diante desse problema buscou-se realizar
o trabalho em um tempo relativamente curto como seré abordado a seguir:

Utilizou-se um capilar de 50,0 um de didmetro interno com 35,0 cm de extensdo
longitudinal, sendo a limpeza do capilar realizada com a injecio de NaOH a 0,10 mol-L"* por
10 minutos aplicando uma pressdo hidrodinamica de aproximadamente 140 mBar, e esse
processo se deu também com a &gua deionizada e posteriormente com o uma solugdo de LiCl
(conforme o pH de interesse a ser trabalhado) nestas mesmas condicdes.

A determinacédo do pKa utilizando esse método foi realizado paras estas espécies: acido
benzoico, acido lactico e aspartato.

A principio pretendia verificar se 0o equipamento manufaturado pelo LAIA fornecia
dados que possibilitasse quantificar valores de pKa corretamente. Assim, construiu-se uma
curva de LiCl com forca ibnica variavel, mas proxima de 10 mmol-L* de forca idnica, em
diversos valores de pH definido pela adicdo de HCI com as concentracbes previamente
calculadas. A configuracdo do BeerBox utilizada é dada a seguir na ilustragdo contida na figura

3.2.

(11,50 £ 0,03) ¢m

(9,00 +0,04) cm

Detector Detector l

' 1 2
;T :
Sz 9 S
33| ¢ 3 B capil

2 - +H capuar

o - = 0@ \n P
= : %, X B aterramento (25,7 +0,1) %
) % f'( —

| &) |

A ‘ Eletrolise separada '<Eletr6]ise separada | ifi

Alta tensdo

)
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Figura 3.2 — Configuracéo utilizada no BeerBox. No total, foi utilizado 35,0 cm de comprimento
do capilar e com 50 pum de didmetro interno, e nota-se que ha dois pontos onde ocorreram a
deteccdo, isto é, no detector 1 e no detector 2. Abaixo, 0 BeerBox em sua estrutura real
empregada neste trabalho. O aterramento ilustrado em roxo € utilizado para amenizar o impacto

que o potencial radial possa causar.

Acordado com a figura 3.2, a amostra ingressa na entrada de injecdo pela aplicagdo de
uma pressdo hidrodindmica por 3 segundos na ordem de 30 a 60 mBar a 25 °C. Posteriormente,
apos a aplicacdo de uma diferenca de potencial de 21 kV a préxima etapa ocorre na passagem
do analito do detector 1 em sentido ao detector 2. No final, a amostra € descartada no frasco

especifico para esta finalidade.

3.2.1.2 Eletrolise separada

No ponto da aplicacéo da alta tenséo ao frasco, seja da injecdo ou do descarte, existe um
tubo de (3,0 £ 0,1) mm transversal por (24,0 + 0,01) cm longitudinal preenchido com o eletrélito
de corrida. Ou seja, do eletrodo ao frasco ha um tubo da eletrolise separada para dificultar a
passagem dos produtos gerados pela eletrolise por uma determinada quantidade de tempo,

evitando a contaminacéo do frasco posicionado na injecao/descarte conforme a figura 3.3.
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(24,0 £ 0,01) cm

A\ - > E

Alta tensdo =‘(850 =0,01) cm R

~ " frasco
@ solucdo com pH heterogéneo ao frasco

= solu¢io com pH homogéneo ao frasco em (33,3 £ 0,04) %

Figura 3.3 — Arranjo da eletrolise separada utilizada no BeerBox. Os produtos gerados da

eletrélise ocorrem no eletrodo da alta tensdo em sentido ao frasco.

Um outro fator importante a ser ressaltado foi que durante as analises no BeerBox em
nenhum momento houve a utilizacdo de uma solucdo tampédo como eletrélito de corrida. Além
disso, durante as mudancas sucessivas de pH — visando a construcdo da curva da mobilidade
contra o pH do meio — ocorreu apenas uma succ¢éo da solucdo a ser trocada de modo a tornar
em 1/3 da extensdo longitudinal do tubo da eletrdlise separada idéntica ao pH do frasco,
evitando assim, uma divergéncia no valor de pH entre a solucdo contida no tubo da eletrdlise
separada e do pH da solucédo contida no frasco conforme ilustrado também na figura 3.3.

A principio o tempo de vida Util do tubo da eletrdlise separada foi estimado usando-se
0s seguintes reagentes: agua deionizada (Milli-Q), 10,0 mmol-L* de LiCl, 0,10 mol-L* de
NaOH, e uma solucdo do indicador de azul de bromotimol. A solucéo, conforme a figura 3.4,
de LiCl foi empregada como eletrélito de corrida, enquanto a de NaOH para ajuste do pH.
Inicialmente a solucdo teve seu pH mensurado em 6,86 + 0,04 com auxilio do pHmetro da
Metrohm (modelo 827 pH lab).

Figura 3.4 — Eletrélito de corrida (solugdo de LiCl a 10,0 mmol-L* com pH igual a 6,86 + 0,04)

utilizado para determinag&o do tempo de vida util no mecanismo de eletrélise separada adotado

no BeerBox.

A solucdo de LiCl foi caracterizada pela técnica de cronopotenciometria, nesta

empregou-se o equipamento Autolab da Metronm (modelo PGSTAT302N). Durante todo o
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processo a corrente foi fixada em 15,0 pA, enquanto a varia¢do da tensdo pode ser analisada

conforme a figura a seguir:

5,20

Tenséo (V)
5,10

5,00
4,90
4,80

4,70

Tenséo (V)

4,60
4,50
4,40

4,30

4’20 ......... | | I | | |
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

Tempo (s)

Figura 3.5 — Gréfico da tensdo em funcéo do tempo para uma corrente fixada em 15,0 pA. O
eletrélito de corrida utilizado foi uma solugdo de LiCl a 10,0 mmol-L™ com pH igual a 6,86 +
0,04.

Todo o processo visual foi gravado com um celular (Motorola, modelo Moto G6), e
transcorrido o tempo de analise quantificou-se o grau de avango das espécies formadas com
auxilio de um software para analises de imagens (ImageJ). Conforme a sequéncia temporal

contida na figura 3.6.

40 mm 40 mm 40 mm

Figura 3.6 — Avanco de H*, OH", e os outros produtos gerados pela eletrélise separada. O tempo
descrito no lado inferior das figuras sucessivas rementem em horas, minutos e segundos
respectivamente da esquerda para a direita. O indicador azul de bromotimol em pH de carater
basico possui a coloracdo azul caracteristica da presenca majoritaria de OH", enquanto em pH

de carater acido possui a coloracdo amarela caracteristico da presenca majoritaria de H'.
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Levando-se em consideracdo que a velocidade é definida como a taxa do descolamento
relativo ao tempo, temos que o coeficiente angular da regressao linear dada no grafico das
figuras 3.7 e 3.8 representam a respectiva velocidade das espécies H* e OH", considerando que
0s outros produtos gerados pela eletrolise sejam irrelevantes ao processo. Assim a velocidade
dos ions H* foi de (1,78 + 0,06) cm-h* enquanto do OH™ de (1,45 + 0,02) cm-h™.

4,0
e H'e o produto da eletrdlise
3,51 Regressao linear
£ 3,01
)
92,5+
€ 2,04

Equation y=a+b*x

O 5 Intercept 0,59474 +0,06628
2P Slope 1,78487 +0,06049

Pearson's r 0,99714

0,0 T T T T T T T T
00 02 04 06 08 10 1,2 14 16 138

Tempo/ h

Figura 3.7 — Deslocamento do H* e o produto gerado pela eletrolise separada no tubo em funcéo

do tempo.
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Slope 1,45316 + 0,02125
Pearson's r 0,99947

o
(&)}
1

0,0 T T T T T T T T
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Figura 3.8 — Deslocamento do OH" e o produto gerado pela eletrélise separada no tubo em

fungéo do tempo.
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Considerando que a extensdo do tubo destinado para a eletrolise separada utilizada foi
de (24,0 £ 0,1) cm, é de se esperar que o tempo de vida Gtil utilizando uma Unica solucdo sem

a sua troca seja no maximo de (13,5 £ 0,5) h utilizando o BeerBox.

3.2.2 Agilent Technologies modelo 7100

A configuracdo foi parecida do BeerBox, exceto pelo fato da auséncia da eletrdlise
separada como pode ser visto na figura 3.9. Utilizou-se um capilar de 50,0 um de didmetro
interno e 50,0 cm de extensdo longitudinal, fazendo a sua limpeza com uma solucdo de NaOH
a 0,10 mol-L* por 10 minutos com uma aplicagdo de pressdo hidrodindmica de
aproximadamente 938 mBar, e esse processo se deu também com a agua deionizada e com o
tampdo de B-alanina: CI" (conforme o pH de interesse a ser trabalhado apresentado na tabela
3.1) nestas mesmas condigoes.

Posterior ao processo de limpeza, as amostras foram injetadas com uma aplicagéo de
pressdo hidrodinamica de 30 mBar por 6 segundos. Sendo a corrida realizada em 21 kV e com
tempo fixado em 6 minutos independente da amostra analisada.

A determinagdo do pKa utilizando esse método foi realizada paras estas espécies:

acetato, benzoato, cloroacetato, fumarato, galato, aspartato, aspirina e HIBA.

(21,44 £0,07) em

Detector Detector
1 2

l

Aterramento i Alta tensao

Figura 3.9 - Configuracgéo utilizada no equipamento comercial, Agilent Technologies modelo

—

—

(13,80 + 0,05) cm
Llleteclor
(14,28 + 0,05) cm

(13,32 £ 0,05) em

]

7100. No total, foi utilizado 50,0 cm de comprimento do capilar com 50 um de diametro interno,

e nota-se que ha dois pontos onde ocorreram a deteccéo, isto €, no detector 1 e em sequéncia

no detector 2.
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O tampao de B-alanina com HCI teve as seguintes caracteristicas descritas uma a uma
dada na tabela 3.1:

Tabela 3.1 — Dados da solugdo tampao para uma forca ionica igual a 15,0 mmol-L*?

oH pH [B-Alanina] [HCI] Capacidade
te6rico experimental tedrica tedrica tamponante tedrica
(£ 0,01) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
5,80 5,82 2385,00 14,903 36,25
5,40 5,40 959,00 14,985 35,71
5,20 5,19 610,00 14,994 35,35
5,00 5,02 391,00 14,998 34,82
4,80 4,80 252,00 15,000 34,02
4,60 4,62 164,20 15,000 32,82
4,40 4,41 109,00 15,000 31,10
4,20 4,20 74,20 15,000 28,72
4,00 4,01 52,20 15,000 25,64
3,80 3,81 38,25 15,000 21,96
3,60 3,62 29,39 15,000 18,01
3,40 3,33 23,72 15,000 14,26
3,20 3,20 19,97 15,000 11,16
3,00 2,93 17,35 15,000 9,10
2,60 2,64 13,39 15,000 9,16

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste topico o0s assuntos serdo descritos em ordem logica e ndo cronoldgica. Em outras
palavras, a principio foram obtidos os dados utilizando o BeerBox, porém, como os dados
utilizando o equipamento comercial demonstrou aspectos mais claros e que devem ser levados
em consideragdo em primeira instancia, optou-se por assim iniciar as discussdes. Todos 0s
eletroferogramas obtidos cujos dados de mobilidade foram utilizados para a constru¢do dos
gréficos apresentados a seguir podem ser consultados no apéndice A e B.

Nas figuras onde ha todos os graficos de mobilidade contra o pH, a linha continua em
azul é uma inferéncia tedrica usando um modelo para um acido monoprotico ou poliprotico
dependendo da espécie analisada em dilui¢do infinita (manipulando a equacdo 1.25 descrito no
subtopico 1.4.3). Nesta inferéncia tedrica os valores de pKa e mobilidade efetiva (1) foram
utilizados aqueles que sdo encontrados na literatura em diluicdo infinita. Enquanto a curva

continua em vermelho é uma determinacdo dos dados experimentais utilizando o mesmo
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modelo adotado na inferéncia tedrica, mas desta vez determinando a mobilidade efetiva e 0
valor de pKa experimental.

O sinal contido nos parénteses remete a carga adotada pela espécie, ou seja, quando
existe a simbologia de pKa (-2) e p1 (-2) isso quer dizer que se trata do pKa e a mobilidade
efetiva assumida por aquela espécie quando apresenta carga liquida igual a -2.

Como apresentado na introducdo deste trabalho, a determinacdo de pKa por CE demanda
0 uso de diferentes eletrélitos de corrida, para se obter ambientes nos quais o analito ira migrar
em diferentes valores de pH.

Na tentativa de manutencdo da forca ibnica — que é importante para se estabelecer o
valor correto de pKa —a concentragdo de -alanina é levada a extremos, o que acaba por alterar
significativamente a viscosidade do meio. Assim, a estratégia proposta neste trabalho € utilizar
um ou mais ions adicionados a amostra e que se supde que terdo suas mobilidades afetadas da
mesma forma que a do analito, com excecdo do pH, j& que estas espécies teriam pKa muito
distantes da regido de pH investigada. Estas espécies servem, portanto, como uma espécie de
referéncia porque o seu valor de mobilidade serd constante em todo o processo devido a sua
ionizagdo ser dada em 100%. No entanto, € importante ressaltar que foi utilizado um outro
método no qual é empregado o padrédo interno que é discutido no subtopico 4.1.4. Logo deve-
se levar em consideracdo que uma espécie de referéncia (subtopico 4.1.1) é diferente de um

padrdo interno (subtépico 4.1.4).

4.1 Dados obtidos com o equipamento comercial (Agilent Technologies modelo 7100)
4.1.1 O uso de uma espécie de referéncia na eletroforese capilar

Uma espécie de referéncia é aquela no qual a sua mobilidade efetiva deve ser constante
em todos 0s ensaios, e sera responsavel pela correcdo da mobilidade efetiva do analito caso
ocorram divergéncias. O valor da magnitude da correcéo, neste trabalho, foi determinado por
fator de correcao.

O acido p-toluenossulfonico e o acido hipofosfoérico, que foram utilizados neste trabalho
como espécies de referéncia, possuem o pKa igual a-2,00 e 1,10 e seus anions com a mobilidade
efetiva em diluicdo infinita de -31,1 e -45,1 (em 10° cm?-V1.s?) respectivamente. Assim, no
intervalo de pH adotado aqui de 2,64 a 5,82 € esperado que tanto o p-toluenossulfonato como
o hipofosfito estejam 100% ionizados porque os valores de pKa assumidos por estas espécies
sdo inferiores a 2,64, e consequentemente a mobilidade efetiva para as espécies de referéncia

em todas as situacdes deveriam permanecer constantes teoricamente. Evidentemente, em uma
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situacdo real isso pode ndo ocorrer e a mobilidade da espécie de referéncia variar por causa das
caracteristicas do meio ndo serem uniformes.

Por uniforme, significa que o pKa é determinado realizando uma curva de mobilidade
efetiva contra o pH. Logo, € necessario a preparacdo de diversos eletrdlitos de corrida com
distintos valores de pH, consequentemente estas solugfes terdo viscosidade, constante
dielétrica, calor especifico, entre outras caracteristicas distintas quando comparado 0s
eletrdlitos de corrida um com o outros. Por exemplo, uma solucdo de pH igual a 5,0 possui
caracteristicas distintas daquelas em pH igual a 4,0. Uma forma de contornar esse problema,
até entdo inédito e proposto por este trabalho, é considerar que havera valores de mobilidade
efetiva que sofrem desvios para cada solucdo de eletrélito preparado conforme o pH empregado.
Ocorrendo os desvios tanto para o analito como para a espécie de referéncia.

Uma maneira simples de contornar este problema é utilizar a espécie de referéncia para
caracterizar o desvio causado pelo meio que esta sendo feita a anélise. Por fim, encontrar o fator
de correcdo (nomeado desta maneira neste trabalho) do meio para inferir na real mobilidade
efetiva do analito.

Logo, ¢ possivel obter a mobilidade efetiva da espécie de referéncia (s, referencia)
para cada eletrélito de corrida particular considerando a equacdo 1.4 (do subtopico 1.3)

seguindo o seguinte raciocinio:
q _ q

freferéncia 6 - Nreferéncia * Treferéncia

(4.1)

HUef, referéncia =

Na equacdo 4.1 o coeficiente de atrito é expresso pelo simbolo (f), e por sua vez é
dependente do raio hidrodinamico da espécie (r) e da viscosidade do meio ().

Porém, o interesse € saber qual é a divergéncia do valor da mobilidade efetiva da espécie
de referéncia observada com aquele valor em condigéo de diluicdo infinita (uer referencia) QUE

pode ser encontrado na literatura dado por:
q q

[ee]
u N éncia = roo = co =) 4.2
of, referéncia freferéncia om - 777’efer<3,ncia ) rreferéncia ( )
Dividindo a equacéo 4.2 pela equacgéo 4.1 temos:
.ug}, referéncia freferéncia Nreferéncia * Treferéncia
= = =5 (4.3)

Hef, referéncia - frogferéncia n;(e)zferéncia ) rrogferéncia
A letragrega § (delta) foi denominada de fator de correcéo, e € uma variavel de correcéo
da viscosidade do meio e das varia¢BGes que possam ocorrer no raio hidrodindmico da espécie a
ser analisada. Portanto, utilizando uma espécie de referéncia é possivel inferir qual o real valor

do fator de correcdo (&) para cada eletrélito de corrida utilizado na construcéo da curva de pH.
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Consequentemente, a real mobilidade do analito em diluigdo infinita (e, anasito) SEra
dada por aquela quantificada no laboratorio (uef, anaiito) € 1€vando-se em consideragao o fator
de correcdo do meio para cada eletrolito de corrida particularmente preparado:

Hef, analito = Mef, analito " O (4.4)

Portanto, é esperado que realizando estas correcdes havera ajustes tanto de aspectos
relativos a viscosidade como no raio hidrodindmico das espécies analisadas. 1sso porque, o raio
hidrodindmico (r) poderia quantificado sabendo-se a viscosidade do meio (), da temperatura
termodinamica (T'), do coeficiente de difusdo (D) e da constante de Boltzmann (k z) segundo
a equacio de Einstein-Stokes *° dada pela equagio 4.5:

_ kpT
"= 6mnD

Baseado na equacdo 4.5, é esperado que uma mudanga de viscosidade do meio altere o

(4.5)

raio hidrodindmico do analito.

Por outro lado a viscosidade (n) do eletrdlito de corrida € alterada pela forca idnica do
meio >, ou simplesmente pela sua concentracéo analitica dada a equacio de Jones-Dole 57,
Por exemplo, de 0 a 1 mol-L™, a viscosidade relativa (1,) depende da concentragdo analitica do

meio (C) e do valor da viscosidade intrinseca (1,) dado pela equacéo 4.6:

77T=r7_0=1+A-Cl/2+B-C+D-C2 (4.6)

Onde na equacéo 4.6 o coeficiente A € caracterizado pela atmosfera inica efetiva, e
possui grande relevancia principalmente em concentracGes baixas. O coeficiente B ¢é
dependente do tamanho (e forma) dos ions e as interacdes soluto-solvente. Alguns eletrdlitos
requerem um termo adicional, coeficiente D, dependente do quadrado da concentrago 8.

A atmosfera efetiva idnica é baseada no postulado da teoria de Debye-Hiickel *°°°, em
que cada ion pode ser considerado cercado por uma atmosfera idnica de sinal oposto, no entanto
é possivel definir a espessura efetiva dessa atmosfera ibnica ou 0 chamado de comprimento de
Debye (1/k) dado por:

1/2

1 (ereo 1000 - kBT)

4.7
I 87TEZNA ( )

K

Conforme a equacdo 4.7, a simbologia €,.€, se trata da constante dielétrica do meio, T a
temperatura termodindmica, I a forga ibnica, k zT é a energia de Boltzmann, e uma constante
que remete a carga elétrica, e N, o nimero de Avogadro. Logo, é notavel destacar que a
mudanca da forga idnica modifica a espessura efetiva da atmosfera idnica, viscosidade do meio,

e consequentemente o raio idnico hidratado.
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Portanto, o uso de uma espécie de referéncia corrige tanto o raio hidrodindmico como a
viscosidade do meio. Por fim, quando se realiza a aplicacdo do fator de correcao € esperado que
se determine o pKa, termodinamico diretamente, e ndo o pKa aparente porque foi utilizado como
referencial uma espécie de referéncia com os seus dados expressos em dilui¢do infinita.

Destaca-se que o fator de correcédo (8) corrige também aspectos de temperatura, porque
tanto a espessura efetiva da atmosfera ionica, a viscosidade e o raio hidrodindmico dependem
da temperatura. Basta quantificar o intervalo de temperatura onde a corre¢do pode ser aplicada
satisfatoriamente.

Idealmente é esperado que a projecdo da mobilidade da espécie de referéncia em funcao
do pH seja constante, e o fator de correcdo seja igual a 1,0 conforme apresentado na figura
4.1.1. Havendo divergéncias, a correcdo sera aplicada ao analito que sofre o desvio

equivalentemente a espécie de referéncia.

‘ ¢ Hipofosfito; p (-1) :—45,1‘

Mobilidade
efetiva (u )/

> o
[=]
8-45— LR R NN N JEE N N N B B K B 4
Eal
=
—

-48 T T T T T T T T

1,3{| ® Hipofosfito

Fator de

Figura 4.1.1 — Projecdo tedrica para o hipofosfito como uma espécie de referéncia. A
mobilidade efetiva para a espécie de referéncia e o fator de corre¢do serdo constantes no
intervalo de pH estudado, em termos de um eletrélito de corrida ideal (ou seja, que proporcione
todas as caracteristicas fisicas e quimicas para o eletrélito de corrida preparados para toda a
curva de pH). A linha tracejada em verde no fator de corre¢do em torno de 1,0 remete ao valor
encontrado se a mobilidade experimental fosse equivalente ao da literatura para a espécie de

referéncia em diluicdo infinita.
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4.1.2 Aplicacéo do fator de correcéo (6) e a sua importancia

Em todos os casos empregou-se nas analises o hipofosfito como uma espécie de
referéncia no intervalo de pH entre 4,20 e 5,82, enquanto o p-toluenossulfonato foi utilizado no
pH entre 2,64 e 4,01. Mas em primeiro momento € interessante projetar a mobilidade efetiva
dos analitos contra o pH sem a quantificagéo inicial do fator de correcéo (6).

Assim, utilizando o acido acético, acido benzoico e o HIBA como exemplo percebe-se
a ocorréncia de um desvio bastante significativo no valor da determinagdo de pKa destas
espécies (ver as figuras 4.1.1, 4.1.2 e 4.1.3) quando comparado com os dados encontrados na
literatura, e isso se deve pelos desvios encontrados na mobilidade efetiva destas espécies.

Um primeiro olhar sob as figuras de 4.1.1 a 4.1.3 € que em pH igual ou superior a 5 foi
evidenciado gue os pontos experimentais (em preto) formaram uma concavidade independente
da espécie analisada. Isso significa que o eletrélito de corrida utilizado ndo é ideal, ou seja,
indica que as suas caracteristicas fisicas e quimicas nao sao uniformes de um ponto a outro.

O comportamento pode ser visualizado nos graficos de mobilidade efetiva contra o pH
(figuras 4.1.1, 4.1.2 e 4.1.3), construidas com o auxilio do software Origin.

i 4 acido acetico .
. [——Inferéncia: pK, (-1) =4,756; u (-1) =-42.4
—— Modelo néo linear: mono

Mobilidade efetiva (p)/
10° cm? - V!

S350 e b
Modelo Monoprético (mono)
T |Equacao u= C+u/(1+10MpKa-pHY) | TN
-40,0 - |Espécie acido acético -
e 020
u-1) -20,44126 + 0.80869
-45,0 pKa (1) 458481 + 003939
1 |r 0.99051
-50.0

— T T - 1 T T T T T T T T T T
00 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

pH

Figura 4.1.2 — Curva de mobilidade efetiva contra o valor de pH para o acido acético com o
fator de correcdo ndo aplicado. A constante C remete a um valor de iniciagdo no algoritmo no
algoritmo qual a mobilidade deve ser menor ou igual a zero, enquanto L a mobilidade efetiva

da espécie analisada. Conforme a determinacdo de um modelo nédo linear para um acido



42

monoprotico, o valor do pKa do acido acético obtido foi de 4,58 + 0,04, com a mobilidade de
(-29,4 £ 0,8)-10° cm?-V1.s1 e com R? = 0,99051.

0,0

- S'1

. V-1

-20,0

105 cm?

-30,0

Mobilidade efetiva (u)/

50

-10,0 4

w..in| 4 Aacido benzoico

Inferéncia: pK, (-1) = 4,203, p (-1) =-33,6

Modelo néo linear: mono

-35,0 4

Modelo Mnmp(r’)ll:n(rm‘m)

Equacdo u= G + ul/(1+10" (pKa-pH))
4 |Espécie acido benzoico
C 00
=) -24,29956 + 0,68608
pKa (-1) 4,03672 +0,0522
1 = 097742

-40,0

T T T I T T L
00 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

pH

Figura 4.1.3 — Curva de mobilidade efetiva contra o valor de pH para o acido benzoico com o

fator de corregéo nédo aplicado. A constante C remete a um valor de iniciagdo no algoritmo no

algoritmo onde a mobilidade deve ser menor ou igual a zero, enquanto i a mobilidade efetiva

da espécie analisada. Conforme a determinacdo de um modelo ndo linear para um acido

monoprotico, o valor do pKa do acido benzoico obtido foi de 4,04 £ 0,05, com a mobilidade de
(-24,3+0,7)-10° cm?-V1.ste com R? = 0,97742.
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0,0 - 7
50 4 {—— Inferéncia: pK, (-1)= 3,971, p (-1) =-335
’ {—— Modelo néo linear: mono
‘D =10,0 i i
= %
S m
© . 15,0
= -
et ]
Q > 200
q’ .
O &= 9504
L £ 250
@ © -
B 9 3004 -
E \9 M‘odeiol i\/\unopmlu:o(monu) .
o) -35,0 { |Equacso (= C 4 WO pHRaTH) |
Espécie
E CSP 0+0
400 - [ue -25,28661 +0,73867
’ pKa (-1) 3,80003 £ 0,03682
R 0,97377
450 4+—F— 7777 7T 7T 71 71—~
00 10 20 30 40 50 6,0 70 80 9,0 100
pH

Figura 4.1.4 — Curva de mobilidade efetiva contra o valor de pH para o HIBA com o fator de
correcdo nao aplicado. A constante C remete a um valor de iniciagdo no algoritmo no algoritmo
onde a mobilidade deve ser menor ou igual a zero, enquanto (1 a mobilidade efetiva da espécie
analisada. Conforme a determinacdo de um modelo ndo linear para um acido monoprético, o
valor do pKa do HIBA obtido foi de 3,90 + 0,06, com a mobilidade de (-25,3 +0,7) -10° cm?.V-
l.ste com R?=0,97377.

Obviamente, uma correcdo deve ser realizada na mobilidade efetiva dos analitos.
Inicialmente deve ser estudado o comportamento da espécie de referéncia frente a variacdo do
pH, e em condigdes ideais tanto a mobilidade efetiva como o fator de correcdo devem
permanecer constante. Porém isso ndo foi observado conforme ilustrado na figura 4.1.5.

A comprovagdo de que a viscosidade foi amplificada é atrelada a limitagdo da
mobilidade efetiva das espécies, tanto do analito como das espécies de referéncia, em até 72%

do valor maximo que elas poderiam assumir em dilui¢do infinita.
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- ? ® p-toluenossulfonato; p (-1) =-31,1
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5 %~ -184| e Hipofosfito; p (-1) =-45,1
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24 28 3,2 3,6 40 44 4.8 5,2 5,6 6,0
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Figura 4.1.5 — Mobilidade efetiva e o fator de corre¢do em fungdo do pH utilizando B-alanina:
CI- como um eletrélito de corrida para uma forca iénica igual a 15,0 mmol-L™. A linha tracejada
em verde no fator de correcdo em torno de 1,0 remete ao valor encontrado se a mobilidade

experimental fosse equivalente ao da literatura para a espécie de referéncia em diluicdo infinita.

A figura 4.1.5 indica que a mobilidade das espécies de referéncia ndo permaneceu
constante no intervalo de pH trabalhado. Por outro lado, 0 aumento da concentragdo da f-
alanina implica na reducdo da mobilidade efetiva da espécie de referéncia e dos analitos,
ocasionada pela elevacdo da viscosidade do meio. Essa informacdo € verdadeira porque a
concentragéo de HCI foi aproximadamente constante em torno de 15 mmol-L™ (ver a tabela 3.1

no subtdpico 3.2.2), enquanto a concentragdo de B-alanina variou de 13,39 a 2385 mmol-L*

conforme apresentado na figura 4.1.6.
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Figura 4.1.6 — Dependéncia da mobilidade efetiva das espécies de referéncia (p-
toluenossulfonato e hipofosfito) em funcéo da concentracdo de B-alanina. A concentracdo de
HCI é aproximadamente constante em torno de 15 mmol-L™?, por isso o decaimento da
mobilidade efetiva da espécie de referéncia é atribuivel em fungdo da concentracdo de B-alanina
predominantemente. A linha tracejada em verde no fator de correcdo em torno de 1,0 remete ao

valor encontrado se a mobilidade experimental fosse equivalente ao da literatura para a espéecie

de referéncia em dilui¢do infinita.

Assim, trabalhando-se com os dados obtidos para o acido acético, acido benzoico e
HIBA (ver as figuras 4.1.1, 4.1.2 e 4.1.3), mas agora com a aplicacao do fator de correcdo (com

auxilio da equacdo 4.4) foi possivel projetar novas curvas para estas espécies conforme as

figuras de 4.1.7 a 4.1.9.
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Figura 4.1.7 — Curva de mobilidade efetiva contra o valor de pH para o acido acético com o

fator de correcdo aplicado. A constante C remete a um valor de iniciagdo no algoritmo no

algoritmo onde a mobilidade deve ser menor ou igual a zero, enquanto i a mobilidade efetiva

da espécie analisada. Conforme a determinacdo de um modelo ndo linear para um acido

monoprotico, o valor do pKa do &cido acético obtido foi de 4,748 + 0,009, com a mobilidade de
(-41,5+0,3)-10° cm?- V1.5 e com R? = 0,99956.
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Figura 4.1.8 — Curva de mobilidade efetiva contra o valor de pH para o acido benzoico com o

fator de correcdo aplicado. A constante C remete a um valor de iniciagdo no algoritmo no
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algoritmo onde a mobilidade deve ser menor ou igual a zero, enquanto p a mobilidade efetiva
da espécie analisada. Conforme a determinacdo de um modelo nédo linear para um acido
monoprético, o valor do pKa do &cido benzoico obtido foi de 4,19 + 0,01, com a mobilidade de
(-31,9+£0,2)-10° cm?-V1.s1e com R? = 0,99881.

. e TiBA
i....—Inferéncia: pK, (-1) = 3,971, u (-1) = -33,5|.

Modelo ndo linear: mono

~—
-
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=
SN
©
>
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2
m .
O & 2504
S £ 25,0
w ©
B 9 30,0 L
_8 A Madela Monoprética (mano) H —

-35,0 - {Eauacto [ C ¢ WU ONERapR) |+ o o
E 4. |Espécie HIBA :

c 0:0
-40,0 - {ui-n -32 69725 + 032242
pKa (-1) 405003 £0.01802
11r: 099753
-45.0 T
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Figura 4.1.9 — Curva de mobilidade efetiva contra o valor de pH para o HIBA com o fator de
correcédo aplicado. A constante C remete a um valor de iniciagdo no algoritmo no algoritmo
onde a mobilidade deve ser menor ou igual a zero, enquanto i a mobilidade efetiva da espécie
analisada. Conforme a determinacdo de um modelo n&o linear para um acido monoprotico, o
valor do pKa do &cido benzoico obtido foi de 4,05 + 0,02, com a mobilidade de (-32,7 + 0,3)-10°
>cm?V1.stecomR?=0,99753.

Nota-se que o fator de correcdo corrigiu a mobilidade efetiva que o anion do &cido
acetico, acido benzoico e HIBA possam assumir, porque antes da aplicacéo do fator de correcdo
amobilidade efetiva foi limitada em até 72% da mobilidade efetiva que essas espécies poderiam
assumir quando em diluicdo infinita. Consequentemente o valor do pKa foi melhor
correlacionado com o valor encontrado da literatura quando houve a aplicacdo do fator de

correcdo, mas isso sera melhor discutido no subtopico de efetividade do metodo no item 4.1.4.
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4.1.3 Determinacéo de pKa para espécies monoproticas e polipréticas
4.1.3.1 Determinacéo usando um modelo monopratico

De maneira geral resta apresentar os resultados, com o fator de correcédo ja aplicado,
para as seguintes espécies monoproticas: &cido cloroacético, acido gélico e aspirina; e
polipréticas: acido fumarico e aspartato. Conforme as figuras a seguir de 4.1.10 a 4.1.14:

0,0 - -
1 & Acido cloroacético .
-5,0 1 Inferéncia: pK, (-1) = 2,865; p (-1) = -43.7
= -10,0 - Mcde:lo néo linear: monq
5 < -150-
~— ‘v |
@ . -20,04
2 1R
RO, 7 o IO SRS O SN SR
2 ]
Q N' -30,0 o
q) E [ .
® o @1
O 9 400t
-8 A _4510 7 [Wodelo Monoprético (mona)
1 |Equacdo u=C + ubf1+104pKapH
E -5070 - Egpé?e acido (clnrnac(e?ncnp )
1lc 020
-55,0 1 3t P4a021 2000070
1R 0,99868
00+ T T
00 10 20 30 40 50 6,0 7,0 8,0 90 10,0
pH

Figura 4.1.10 — Curva de mobilidade efetiva contra o valor de pH para o acido cloroacético com
o fator de correcdo aplicado. A constante C remete a um valor de iniciacdo no algoritmo no
algoritmo onde a mobilidade deve ser menor ou igual a zero, enquanto L a mobilidade efetiva
da espécie analisada. Conforme a determinacdo de um modelo ndo linear para um acido
monoprotico, o valor do pKa do &cido cloroacético obtido foi de 2,928 + 0,009, com a
mobilidade de (-40,5 + 0,1)-10° cm?-V1.sT e com R? = 0,99868.
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Inferéncia: pK, (-1) = 4,469; p (-1) =-34 4
Modelo ndo linear. mono
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_ A e -23,52718 £0,37192
45 ’0 pKa(-1) 4,37409 £ 0,02692
11r2 0,99298
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Figura 4.1.11 — Curva de mobilidade efetiva contra o valor de pH para o acido galico com o
fator de correcdo aplicado. A constante C remete a um valor de iniciagdo no algoritmo no
algoritmo onde a mobilidade deve ser menor ou igual a zero, enquanto i a mobilidade efetiva
da espécie analisada. Conforme a determinacdo de um modelo ndo linear para um acido
monoprético, o valor do pKa do &cido gélico obtido foi de 4,37 + 0,03, com a mobilidade de (-
23,5+ 0,4)-10° cm?-V1.st e com R? = 0,99298.
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Figura 4.1.12 — Curva de mobilidade efetiva contra o valor de pH para a aspirina com o fator

de correcéo aplicado. A constante C remete a um valor de iniciagdo no algoritmo no algoritmo
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onde a mobilidade deve ser menor ou igual a zero, enquanto 1 a mobilidade efetiva da espécie
analisada. Conforme a determinacdo de um modelo néo linear para um acido monoprotico, o
valor do pKa da aspirina obtido foi de 3,54 + 0,04, com a mobilidade de (-26,0 + 0,2)-10°
cm?.V1.ste comR?=0,97112.

Dentre essas trés espécies houve apenas uma divergéncia no valor méaximo de
mobilidade efetiva do galato (figura 4.1.11), embora o valor determinado para o seu pKa diverge
em 0,1 do valor expresso na literatura.

Ainda utilizando o modelo matematico monoprético, a determinagdo do pKa (-1) e 0
pKa (-2) para o acido fumarico foi determinado. Usou-se o intervalo de pH entre 2,64 e 3,33
para quantificar o pKa (-1), enquanto o pKa (-2) foi quantificado no intervalo de pH entre 4,20

e 5,82 conforme apresentado na figura 4.1.13.

0,0
1 * K (-2)
-10,0 4 PKo (1)
- 1 : e . Inferéncia:
"..‘5 220,0 pK, (-1)=3,019; j (-1) =-31,0|.|
=3 - T RO IO PR RPN NP VAT pK, (-2) = 4,384, p (-2) =-61,2| ]
"(;; » -30,0 4 Modelo ndo lingar: mono
S T -40,0
) 1 AR RS T VA S N - —
B o -70’0 T Modelo Monoprético (mono) Modelo Monoprético (mono)
(o) - 1 |Equacdo u= C + u0/(1+10v(pKa-pH))| | Equagdio u=C + u0/(1+1 0% pKa-pH))
_80,0 .- |Espécie 4cido fumérico i |Espécie dcido fumérico
E J..l¢ 00 e 3120
=) 42 18672 + 2,66764 Cu2) -30,61263 + 0,75591
-90,0 pka (-1) 3,30145 + 0,04846 - pKa(-2) 448154 £ 004103
1R 099805 ~{Rr2 0.98375
-100,0 s me e I B e e e o
00 10 20 30 40 50 60 70 80

Figura 4.1.13 — Curva de mobilidade efetiva contra o valor de pH para o acido fuméarico com o
fator de corregéo aplicado. A constante C remete a um valor de iniciagdo no algoritmo onde a
mobilidade deve ser menor ou igual a zero, e igual a -31-10° cm?-V-*.s* quando o pKa (-1)
encontra-se 100% ionizado, enquanto p a mobilidade efetiva da espécie analisada. Conforme a
determinacdo de um modelo néo linear para um acido monoprotico, o valor do pKa (-1) para o
acido fumarico obtido foi de 3,30 + 0,05, com a mobilidade de (-42 + 3)-10° cm?-V1.se com
R? = 0,99805. O valor do pK, (-2) para o acido fumarico obtido foi de 4,48 + 0,04, com a
mobilidade de (-62 + 3) -10° cm?-V1.st e com R? = 0,98375.
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J& para o aspartato o pKa (-1) a caracterizacdo também foi utilizando um modelo

monopraético, mas no intervalo de pH entre 3,20 e 5,19 conforme apresentado na figura 4.1.14.

40,0 _ ,
# aspartato
30’0__ ‘ [N Inferéncia:
20,0 b N pK, (+1) = 1,900; p (+1) = +30,6
1 N ‘ pK, (-1) = 3,900; u (-1) =-30,1
" 10,01 pK, (-2) = 10,000; y (-2) = -55.3
. 0,0 4

10° cm? - V!

Mobilidade efetiva (pg)/

1 [Modelo Manopratico (mono) L
-50,0 | {Eauacao u=C+ub/(1+10%pKa-pH)) [ ..

1 |Espécie aspartato
60,0 4.|¢ 0+ 1,10883

{loen -30,17733 £ 0,97636
70,0 4 |pKa (1) 3,95064 + 0,06004

1 |re 099328

L L L L L L L L L L L
01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Figura 4.1.14 — Curva de mobilidade efetiva contra o valor de pH para o aspartato com o fator
de correcédo aplicado. A constante C remete a um valor de inicia¢cdo no algoritmo onde a
mobilidade deve ser positiva, negativa ou nula, enquanto pu a mobilidade efetiva da espécie
analisada. Conforme a determinagdo de um modelo ndo linear para um &cido monoprotico, o
valor do pKa (-1) para o aspartato obtido foi de 3,95 + 0,06, com a mobilidade de (-30 £ 1)-10°
>cm?-V1.ste comR?=0,99388.

4.1.3.2 Determinacdo usando um modelo poliprotico

Fazendo a quantificacdo dos valores de pKa com uma modelagem diprotica (ver a
equacdo 1.26 no subtopico 1.4.3) obtém-se para acido fumarico a seguinte curva dada na figura
4.1.15:
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Figura 4.1.15 — Curva de mobilidade efetiva contra o valor de pH para o acido fumarico com o
fator de corregdo aplicado. Conforme a determinag&o de um modelo ndo linear para um &cido
diprético, o valor do pK (-1) para o acido fumarico obtido foi de 3,15 + 0,07, com a mobilidade
de (-32 + 3)-10° cm?- V1.5, O valor do pKa (-2) para o &cido fumarico obtido foi de 4,44 +
0,09, mobilidade de (-61,2 + 0,7)-10° cm?-V1.s1 e com R? = 0,99871.

Comparando os valores obtidos de pKa quando utilizado o modelo matematico diproético
(figura 4.1.15) com a determinacdo do modelo matematico monoprotico (figura 4.1.13) para o
acido fumarico, a principal diferenca ocorre porque hd uma contribuicdo da mobilidade u(-1)
frente a mobilidade efetiva de p(-2). Esta sobreposicdo das mobilidades de p(-1) e u(-2) nao
sdo levadas em consideracdo no modelo monoprotico, e por isso a modelagem matemaética
diprética torna-se mais exata.

Experimentalmente a sobreposi¢cdo de u(-2) com p(-1) torna a mobilidade efetiva do
fumarato maior do que deveria quando considerado um modelo matematico monoprotico, e isso
reduz a exatiddo do modelo ndo linear monoprético na quantificacdo do pKa para o &cido
fumarico. Essa mobilidade efetiva maior do que deveria é representada pela sobreposi¢do da
area hachurada ilustrada na figura 4.1.16, porque nessa regido ocorre a sobreposicao de pi(-2)
com p(-1). Os picos foram obtidos derivando-se a funcdo adotada na modelagem matematica,
ou seja, 0 pico em preto é a derivada primeira para 0 modelo matematica diprotico. Enquanto o
pico em vermelho e em azul a derivada primeira para um modelo monoprético, mas note que o

modelo ndo linear monoprotico ndo leva em consideracdo entre a sobreposicdo de mobilidades.
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Inferéncia meonoprética: pK, (-1) = 3,019
Inferéncia monoprética: pK, (-2) = 4,384
Derivada primeira: diprético

Taxa de variagdo da mobilidade
pelo pH (Unidade arbitraria

o
o

Figura 4.1.16 — A area hachurada representa a sobreposicdo de areas dada pela contribuicéo
individual das mobilidade p(-1, dada pela acurva em azul) e pela p(-2, dada pela curva em
vermelho) frente a mobilidade efetiva resultante da espécie. A linha continua em preto
representa a derivada primeira do modelo diproético que é mais exato ao que pode ser obtido em
um laboratdrio para a espécie analisada. O grafico foi normalizado, e consiste em uma projecao

puramente tedrica.

O aspartato a modelagem foi realizada com uma configuracéo triprética (ver a equacao
1.28 no subtdpico 1.4.3). O resultado da determinacdo experimental (curva em vermelho) e da

tedrica (curva em azul) pode ser vista na figura a seguir (figura 4.1.17):
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Figura 4.1.17 — Curva de mobilidade efetiva contra o valor de pH para o aspartato com o fator
de correcdo aplicado. Conforme a determinacdo de um modelo ndo linear para um &cido
poliproétrico, o valor do pKa (-1) para o aspartato obtido foi de 3,92 + 0,01, com a mobilidade
de (-29,7 £ 0,2)-10° cm?-V1-s e com R? = 0,99961.

Comparando as estimagfes de um modelo monoprético (figura 4.1.14) com o modelo
poliprotico (figura 4.1.17) para o aspartato, observa-se que a sobreposi¢do entre as mobilidade
H(+1) e p(-1) ocorre com menor sobreposicao do que aquela para as mobilidade p(-1) e p(-2)
do acido fumarico. Portanto, a divergéncia entre o valor de pKa determinado utilizando um
modelo poliprético e um modelo monoprético para o aspartato € menor do que aquela para o
acido fumarico quando comparado com os valores expressos na literatura (a area hachurada da
figura 4.1.16 é inferior a da figura 4.1.18).

Assim, constata-se que um modelo monoprotico estima muito bem os valores de pKa
tanto para uma espécie monoprotica como poliproticas, desde que tenha uma diferenca de pelo
menos 1,28 no valor de pKa entre estes para que ndo ocorra uma sobreposicdo de 5,0% em
fracdo molar ionizada de um com o outro, isso quando é adotado um modelo ndo linear
monopraético exclusivamente. O interesse nessa divergéncia de 1,28 em unidade de pKa € para
gue ndo ocorra sobreposicdo de mobilidade da propria espécie poliprotica, e assim 0 modelo

matematico monoprotico pode ser usado com uma exatiddo satisfatoria.
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1.4
1 Inferéncia: pK, (+1) = 1,900; p (+1) = +30,6

g Inferéncia: pK, (-1) = 3,900; u (-1) = -30,1
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Figura 4.1.18 — A érea hachurada representa a sobreposicdo de areas dada a contribuigdo
individual das mobilidade p(+1) e p(-1), em um modelo ndo linear monoprotico representado
pelas linhas vermelha, verde e azul frente a mobilidade efetiva resultante da espécie. A linha
continua em preto representa a derivada primeira do modelo poliprotico que € mais exato ao
que pode ser obtido em um laboratério de uma espécie analisada. O grafico foi normalizado, e

consiste em uma projecao puramente teorica.

4.1.4 O uso de um padrao interno
4.1.4.1 O uso de um padrao interno na eletroforese capilar

Diferentemente de uma espécie de referéncia que atua na determinacdo do pKa
indiretamente (porque corrige a mobilidade efetiva diretamente), o padrdo interno deve possuir
um valor de pKa proximo ao do analito para que quantifique o seu respectivo valor de pKa
diretamente.

O conceito até aqui apresentado é Gtil somente para um acido ou base fraca monoprética
13 Apesar disso, 0 mesmo raciocinio poderia ser aplicado de modo completo para um acido ou
base forte 8 61, ou um composto poliprético de forma mais ampla 8, Portanto, dentre as espécies
até aqui entdo trabalhadas o acido fumarico sera desconsiderado na analise porque 0s seus
valores de pKa sdo muito proximos um dos outros, e o foco é a simplificagdo do conceito.

Pela limitacdo do tempo para a realizagdo deste trabalho, ndo foi possivel adicionar o
padrdo interno concomitantemente com o analito nas analises. No entanto, os dados dos
eletroferogramas do apéndice A foram trabalhados com o padrao interno e o analito mesmo que

ocorrendo de modo individualizados. Baseado nos eletroferogramas do apéndice A foi
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observado em 158 casos que a mobilidade da espécie de referéncia variou em (1,4 £ 0,6)% em
corridas completamente independentes umas das outras, mas sendo realizadas sob as mesmas
condigdes. Isso quer dizer, que a determinacdo da mobilidade efetiva é muito bem comportada
no método e o padrdo interno poderia quantificar o valor de pKa para um analito ainda que estes
fossem realizados em corridas separadas, dado o bom comportamento da quantificacdo da

mobilidade efetiva utilizando a eletroforese capilar.

4.1.4.2 O método do padréo interno
No subtopico 1.4.1 foi apresentado a equacdo 1.15, porém esta equacdo pode ser
reescrita como:

Her Her
Na equacdo 4.8 0 pK,P*" significa o pKa aparente, u,- a mobilidade efetiva maxima

assumida pela espécie completamente ionizada, u.r a mobilidade efetiva da espécie
parcialmente ionizada. A equacdo 4.8 é aplicavel tanto para o analito quanto para o padrdo
interno, e fazendo a subtragdo que ocorre no analito com o padrdo interno teremos:

pK;paT(analito) - ngpar(referénCia) = logQanaiito — logQreferéncia (4.9)
Rearranjando a equacdo 4.9, obtém-se:

pKs?"" (analito) = pKgP* (referéncia) + 10gQanatito — 109 Qreferencia  (+10)

A equagdo 4.10 é independente da influéncia do pH do meio (n&o seria necessario saber
0 seu valor numérico por exemplo), embora a forc¢a i6nica tenha influéncia por conta do pKa
ser 0 aparente e ndo o termodinamico. Uma outra vantagem da técnica é a possibilidade da
quantificacdo do valor de pKa para um analito utilizando somente dois eletrolitos de corrida,
ndo sendo necessaria a construgcdo de uma curva em Ssi.

Portanto foi feito a avaliagdo nas seguintes condi¢bes para a obtengdo dos seguintes
valores de pKa (ver tabela 4.1) utilizando o método do padrao interno, com uma forca idnica de
15,0 mmol-L? e utilizando eletrélito de corrida de B-alanina:Cl- descrito na tabela 3.1
(subtopico 3.2.2) para estas espécies: acido acético, aspartato, aspirina, &cido benzoico, acido
cloroacético, &cido galico e HIBA. Ou seja, as mesmas trabalhadas utilizando a espécie de
referéncia, exceto pela auséncia do acido fumarico.

Obteve-se os valores de pKa contidos na tabela 4.1 com auxilio da equacdo 4.10.
Destaca-se que ainda que o método seja do padrdo interno, a aplicacdo do fator de correcéo (6)
pode ou ndo ser aplicado, portanto na tabela 4.1 houve essa diferenciagéo.
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Tabela 4.1 — Condic¢des da escolha do pH para a obtencdo da mobilidade efetiva maxima (u4-)
assumida pela espécie, e 0 pH para obter a mobilidade efetiva (u.f) da espécie parcialmente
ionizada. O numero de determinagdes do pKa foi a quantidade de vezes possivel de estimar o

valor do pKa do analito por um determinado padrdo interno. Nas colunas de determinagdo do

valor do pKa, é apresentado com e sem a aplicacao do fator de correcéo (d).

H para a NGmero de pKa do acido pKa do acido
Analito |Padrdo interno of)ter? a0 de pH para a determinacoes correspondente | correspondente
¢ obtencdo de p,f 4o KQ sem a aplicacdo | com a aplicacéo
Ha= PRa de & de d
3,62; 3,81; 4,01;
benzoato 4.20 e 4.41 10
acetato galato | 540e5,82 | ,01;8421222; 441 8 463+011 | 4744007
3,62; 3,81; 4,01;
HIBA 420e4,41 10
benzoato 5,19 4,01;4,20e 4,41 3
aspartato cloroacetato | 5,02 5,19 4,01 2 3,85 + 0,07 3,90 + 0,07
galato 5,19 4,01;4,20e 4,41 3
. 3,20; 3,33; 3,62;
benzoato 5'195' 2'240 ® |3,81; 4,01; 4,20 21
! e 4,41
.. 3,20; 3,33; 3,62;
aspirina cloroacetato | 5,02 e5,19 3,81 e 401 10 3,42 £ 0,28 3,50 £ 0,08
) . 13,20; 3,33; 3,62;
HIBA | 202519 1341' 4 01: 420 28
5,40 e 5,82
e4,41
3,62; 3,81; 4,01;
acetato 5,40 e 5,82 420 e 441 10
benzoato galato _ 401,4,20e 441 o 421£014 | 418007
5,195. 2,240 € (320; 3,33; 3,62;
HIBA ! 3,81;4,01; 4,20 21
e 4,41
benzoato 3,20, 3,33, 3,62; 5
519 3,81e4,01
cloroacetato galato 4,01 1 2,64 +0,10 2,87 + 0,08
2,93; 3,20; 3,33;
HIBA 5,02¢e5,19 3.62: 3.81 e 4,01 12
acetato 5,40 e 5,82 4,01, 4,20, 4,41 8
e 4,62
galato benzoato 5,195; 2,240 e 4,01: 4,20 e 4,41 9 4,50 + 0,08 4,40 £ 0,04
cloroacetato 5,19 4,01 1
3,62; 3,81; 4,01;
acetato 5,40 e 5,82 420 e 4,41 10
3,62; 3,81; 4,01;
HIBA benzoato 510; 5.40 ¢ 420 ¢ 4,41 15 4,01+£0,16 4,07 £0,03
alato 5,82 3,62; 3,81; 4,01; 15
g 4,20 e 4,41
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4.1.5 Efetividade da Técnica

Baseado nos dados da tabela 4.1 e nos dados obtidos dos valores de pKa utilizando o
modelo matematico ndo linear apresentado no topico de 4.1.2 a 4.1.4 ¢€ possivel estimar qual
foi a efetividade do método utilizando um C*D em conjunto com o equipamento comercial.

Uma observacdo geral pode ser obtida com a determinacdo da correlagéo entre os
valores de pK, obtido neste trabalho com aqueles que podem ser consultados na literatura, o
parametro da correlacdo é conhecimento como o coeficiente de Pearson (poderia ser obtido
também pela raiz quadrada do R?) e mede o grau de associacéo entre as variaveis comparadas
como pode ser visualizado no grafico contido na figura 4.1.19. O valor do coeficiente angular
esta associado com a eficacia do método, uma vez que este sendo igual a 1 implica que o método

caracterizou em 100% de eficacia os valores de pKa frente aqueles relatados na literatura.

6,0
5,5 | ® Modelonéolinear com aplicagdo de &
5,0 Regressédo linear

4,54
4,0 4
3,54

3,0 4 .Enfg”fﬁél"‘ 028058 0 13768

Slope 0.93707 + 0,03198
2’5 Pearson’s r 0.9971

2,0 T T T T T T T T
6.0
554 | ® Padriointerno com aplicacdo de &
5,0 4 |—— Regressé&o linear
45
4,0
3,5

3,04 \En?;ra:enpr: 0 115;:0:”;358

25 ] Slope 0,97063 + 0,03348
) Pearson's 0.99704
20 . T T T T

: . ;
25 3.0 35 4,0 4,5 5,0
pK, da literatura

pK, deste trabalho

pK, deste trabalho

Figura 4.1.19 — Grau de correlacgéo entre os valores de pKa obtidos neste trabalho com aqueles
estabelecidos da literatura. O modelo ndo linear com aplicacdo do fator de correcdo (d)
correlacionou as variaveis em 99,71% dos casos, enquanto o método utilizando o padrdo interno
com a aplicacéo do fator de correcdo (8) em 99,70%. A eficiéncia do método utilizando o padrao
interno com a aplicacé@o do fator de correcéo foi de (97 + 3)%, enquanto no método do modelo

n&o linear com a aplicacdo do fator de corre¢do em (94 + 3)%.

Porém, apesar da correlacdo se elevada entre as variaveis tanto no modelo néo linear
como aquele utilizando o padrédo interno, 0 método utilizando o padrédo interno possui uma

maior eficiéncia da técnica porque o seu coeficiente angular obtido na regressdo linear foi de
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(97 + 3) % de eficécia, contra (94 + 3)% do método ndo linear. Isso é explicado porque 0 método
ndo linear o valor quantificado de pKa é realizado uma Unica vez, mas no método utilizando o
padrdo interno por diversas vezes. Por exemplo, baseado na tabela 4.1 o pKa da aspirina
utilizando o método do padréo interno foi determinado 59 vezes.

No subtopico 4.1.1 foi explicado que a aplicagdo do fator de correcdo deveria corrigir a
forca ibnica do meio, agora finalmente isso sera provado.

Comparando-se a media dos desvios (dado pela equacdo 4.11) entre os valores
quantificados por esse trabalho com aqueles expressos na literatura, percebe-se que quando é
utilizado o método do padrdo interno sem a aplicacdo do fator de correcdo o desvio foi de (-
0,06 £ 0,09) unidade de pKa, isso quer dizer que na média 0 pKa experimental esteve 0,06
unidade inferior do pKa da literatura. Em outras palavras, o pKa experimental trata-se do pKa
aparente e o desvio de 0,06 unidade inferior ao que deveria € explicado pela forca iénica do
meio conforme a equacédo de Debye-Hiickel (calculado, o desvio € de exatamente 0,06 para uma
forca ionica de 15,0 mmol-L™?)

Desvio de pK, = p Kgxperimental — pKliteratura (4.11)

No entanto, quando ocorre a aplicacédo do fator de correcdo a média do desvio passa a
ser de (-0,001 £ 0,051) unidade de pKa, isto €, houve a correcdo da forca idnica do meio de
modo a quantificar o valor do pKa. das espécies analisada como o pKa termodinamico
diretamente, como ja esperado. Isso também foi observado quando se aplicou o fator de
correcdo para 0 método do modelo ndo linear, que apresentou uma média de (0,01 £ 0,06)
unidade de pKa como pode ser visualizado na figura 4.1.20.
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Figura 4.1.20 - Diagrama de caixa (box plot) para o método utilizando o padrédo interno sem e
com a aplicacéo do fator de correcdo (8), e para 0 método utilizando o modelo nédo linear com
a aplicacdo do fator de correcdo. A caixa em verde representa a amplitude da caixa dada pelo
intervalo entre o primeiro e o terceiro quartil (1Q). O ponto discrepante é desconsiderado por
ndo estar no limite tolerado pela extensdo de até 1,5 da amplitude da caixa em relacdo ao

primeiro e o terceiro quartil.

A figura 4.1.20 pode ser visualizado que a maior parte dos valores obtidos para o método
utilizando o padrdo interno sem a aplicacéo do fator de correc¢do (9) estédo concentrados em um
desvio negativo, precisando de uma correcdo para transformar o pKa aparente em
termodindmico. Além disso, percebesse que na auséncia da aplicacdo do fator de correcdo a
amplitude da caixa do diagrama de caixa é mais elevada do que quando se aplica o fator de
correcdo, e isso se deve porque o fator de correcdo além de corrigir a forca idnica do meio
realiza também a correcdo de outras variaveis (como viscosidade) de modo a torna a amplitude
da caixa menor, e mais concentrada em torno de um desvio de pKa em torno de zero.

O metodo utilizando 0 modelo nédo linear com aplicacao do fator de correcéo () possui
uma amplitude de caixa satisfatoria, levando-se em consideracdo que foi realizada uma Gnica
quantificacdo do valor de pKa utilizando uma udnica curva para tal determinacéo.
Diferentemente do método utilizando o padrao interno que pode ser determinado o valor de pKa

inimeras vezes para uma mesma espeécie.
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4.2 Dados obtidos com um equipamento de eletroforese capilar manufaturado (BeerBox)
4.2.1 Utilizando o modelo linear

O acido benzoico (figura 4.2.1), acido lactico (figura 4.2.2) e o aspartato (4.2.3) foram
analisados com o BeerBox e obteve-se os seguintes resultados utilizando um modelo néo linear

monoprotico com um fator de corregdo ndo aplicado:

;| # acido benzoico
Inferéncia: pK, (-1) = 4,203; p (-1) =-33,6
Modelo néo linear: mono

Modelo Monoprético (mono)
Equacdo U= C + u0/(1+10"(pKa-pH)) |
-40,0 -1 |Espécie acido benzoico
-|C 00

-1y -35,06149 + 0,7825
-45,0 1 pKa (1) 306777 +0,0357
R* 0.98583

Mobilidade efetiva (u)/

— 1T r T T T T T 1 r 1 : T 1 T T
00 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
pH

Figura 4.2.1 — Curva de mobilidade efetiva contra o valor de pH para o acido benzoico com o
fator de correcdo ndo aplicado. A constante C remete a um valor de iniciacdo no algoritmo onde
a mobilidade deve ser menor ou igual a zero, enquanto 1 a mobilidade efetiva da espécie
analisada. Conforme a determinacdo de um modelo ndo linear para um &cido monoproético, o
valor do pK; do &cido benzoico obtido foi de 3,96 + 0,04, com a mobilidade de (-35,1 + 0,8)
-10° cm?-V1.s1 e com R? = 0,98583.
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Figura 4.2.2 — Curva de mobilidade efetiva contra o valor de pH para o acido lactico com o
fator de correcdo ndo aplicado. A constante C remete a um valor de iniciag&o no algoritmo onde
a mobilidade deve ser menor ou igual a zero, enquanto p a mobilidade efetiva da espécie
analisada. Conforme a determinacdo de um modelo ndo linear para um acido monoprético, o
valor do pKa, do &cido lactico obtido foi de 3,71 + 0,02, com a mobilidade de (-36,1 £ 0,5) -10°
>cm?V1.stecomR?2=0,99173.
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Figura 4.2.3 — Curva de mobilidade efetiva contra o valor de pH para o aspartato com o fator

de correcdo ndo aplicado. A constante C remete a um valor de iniciacdo no algoritmo onde a
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mobilidade deve ser positiva, negativa ou nula, enquanto yu a mobilidade efetiva da espécie
analisada. Conforme a determinacdo de um modelo néo linear para um acido monoprotico, o
valor do pK, do aspartato obtido foi de 3,72 + 0,07, com a mobilidade de (-33 +2) -10° cm?.V-
L.sl e com R?=0,99309.

Estimando-se o fator de correcdo utilizando o eletrolito de corrida de LiCl, foi
constatado um maior desvio padrdo amostral deste fator em fun¢édo do pH quando comparado
ao sistema tampao B-alanina: ClI". A Unica diferenca mais relevante consistiu no fato de ocorrer
uma discrepéncia na ordem de até 5% (figura 4.2.4) no fator de correcdo, uma vez que utilizando

o eletrolito B-alanina: Cl ocorreu na ordem de até 55%.

~ -9
- 18 ® p-toluenossulfonato; p0=-31.1
—~ -l10 o .
-8 G~ ¢ Hipofosfito; p0=-45,1
£ 2 > 7]
= 8 4 98y oo @
— = (o} _ _
..g 5 g 36 s
S G o 454 »e ® . *
o
- -54 T T T T T T T T
1.4
_13]| ® p-toluenossulfonato
3 € 412]1| ¢ Hipofosfito
5 81,14
S] ,
= 0 * £
= E104+------- iii——!—.—‘—i ——gi ————— - --"--
9 0,94
018 T T T T T T T T
24 28 32 36 40 44 48 52 56 60
pH

Figura 4.2.4 — Mobilidade efetiva e o fator de corre¢do em funcéo do pH utilizando o LiCl como
um eletrélito de corrida para uma forga iénica préxima de 10 mmol-L. A linha tracejada em
verde no fator de correcdo em zero remete ao valor encontrado se a mobilidade experimental

fosse equivalente ao encontrado da literatura para a espécie de referéncia em diluicdo infinita.

Logo, aplicando o fator de corre¢do os seguintes dados foram obtidos para o acido

benzoico (figura 4.2.5), &cido lactico (figura 4.2.6) e aspartato (4.2.7):
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Figura 4.2.5 — Curva de mobilidade efetiva contra o valor de pH para o &cido benzoico com o
fator de corregéo aplicado. A constante C remete a um valor de iniciagdo no algoritmo onde a
mobilidade deve ser menor ou igual a zero, enquanto i a mobilidade efetiva da espécie
analisada. Conforme a determinacdo de um modelo ndo linear para um acido monoprotico, o
valor do pKa do &cido benzoico obtido foi de 4,00 £ 0,04, com a mobilidade de (-36,5 £ 0,9)
-10° cm?-V1.s1 e com R? = 0,98565.
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Figura 4.2.6 — Curva de mobilidade efetiva contra o valor de pH para o &cido lactico com o

fator de corregéo aplicado. A constante C remete a um valor de iniciagdo no algoritmo onde a
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mobilidade deve ser menor ou igual a zero, enquanto u a mobilidade efetiva da espécie
analisada. Conforme a determinacdo de um modelo néo linear para um acido monoprotico, o
valor do pK, do &cido lactico obtido foi de 3,76 + 0,02, com a mobilidade de (-37,8 £ 0,5) -10°
>cm?-V1.stecomR?=0,99169.
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Figura 4.2.7 — Curva de mobilidade efetiva contra o valor de pH para o aspartato com o fator
de corregédo aplicado. A constante C remete a um valor de inicia¢cdo no algoritmo onde a
mobilidade deve ser positiva, negativa ou nula, enquanto i a mobilidade efetiva da espécie
analisada. Conforme a determinacdo de um modelo n&o linear para um acido monoprotico, o
valor do pK, do aspartato obtido foi de 3,75 + 0,09, com a mobilidade de (-33 +2) -10° cm?.V-
L.s' e com R?=0,98732.

Em todos os casos utilizando o BeerBox houve uma determinacdo do pKa em 0,15 £
0,05 inferior daquele valor relatado pela literatura, conforme ilustrado na figura 4.2.8.
Utilizando a equacgéo de Debye-Hickel, a correcdo implica em uma correcdo de 0,06 unidade
de pKa no maximo. Ou seja, ha algum problema relacionado ao método utilizando o BeerBox

que ndo justifique tal divergéncia.
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Figura 4.2.8 — Translagéo do pKa devido a um problema na exatiddo utilizando o BeerBox.

4.2.2 A evidenciagédo de um problema

Invertendo-se o fluxo eletrosmético com adicdo de CTAB a 200 pumol-L?, a uma
solugdo contendo LiCl com uma forca idnica de aproximadamente de 10 mmol-L* pdde-se
realizar 11 réplicas de uma amostra de 25,0 % (v/v) de prop-1-ol com 1000 pumol-L* de
NaHCOs. A principio deveria ser observado o monopropil carbonato (ver o inicio do subtdpico
3.2.1.1), uma vez que se trabalhou em um pH de 4,15 £+ 0,01. Um empecilho que ocorreu é que
utilizando um capilar de 50 pm ndo se obteve detecgdes tanto de bicarbonato como de
monopropil carbonato, entdo somente nestes casos a seguir empregou-se um capilar de 75 um

para que estas espécies fossem quantificadas.
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Figura 4.2.9 — Eletroferogramas da evolucéo de sucessivas injecdes de uma amostra contendo
NaHCO3 a 1000 pumol-L? e prop-1-ol a 25,0 % (v/v), em pH igual a 4,15 + 0,01. A ilustracdo
com a legenda 1D remete ao primeiro detector, e 2D ao segundo detector. No quadro a direita,
é expresso o valor numérico correspondente a ordem da repeticdo. A legenda dada por B
significa o bicarbonato, MPC o monopropil carbonato e Na* o cation sédio. O capilar utilizado
foi de 75 pum de diametro interno por 35,0 cm de extensdo longitudinal. A linha continua
cortante vertical no gréfico é caracteristica do fluxo eletrosmético (EOF).

Conforme a figura 4.2.9, observou-se a hidrélise total do MPC na passagem do primeiro
ao segundo detector. Em contrapartida o pico do bicarbonato sofreu uma reducdo passado as
sucessivas repeticdes e isso pode ser evidenciado com o segundo detector. Por exemplo, desde
a primeira injecdo até a décima primeira houve uma reducdo de 52% em area do pico do
bicarbonato constatado no segundo detector, sendo area por sua vez relacionada com a
concentracdo. A justificativa desta reducdo é porque a amostra detectada no segundo detector
passou 40 segundos a mais quando comparado a primeira andlise, implicado que a pressdo
hidrodindmica empregada durante as corridas néo foi precisa.

Uma outra abordagem de tratar o problema é considerar que na configuragdo do
equipamento (BeerBox) ha um ressalto do capilar relacionada a ponteira que imerge no frasco

da amostra conforme ilustrado na figura 4.2.10.
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Figura 4.2.10 — Configuracdo do BeerBox quanto ao sistema de inje¢do. No frasco onde ocorre
a coleta da amostra h4d uma pequena extensdo do capilar ressaltada da ponteira responsavel pela

imersao no frasco.

A principio, a variacdo da extensdo do capilar em relagdo a ponteira seria um problema
se houvesse uma amplificacdo do campo elétrico ali causado pelo fendmeno de borda. Em
outras palavras, poderia haver uma perturbagdo no campo elétrico pela maior ou menor ressalto
do capilar em relacéo a ponteira. Assim, foram realizados testes quanto a este comportamento
e foi denominado o ressalto do capilar sob a ponteira como longo, médio e curto como ilustrado
na figura 4.2.11.

Figura4.2.11— Variag6es no ressalto do capilar relacionado a ponteira responsavel pela imersao

no frasco.
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Conforme a configuragdo adotada e ilustrada na figura 4.2.11, a medida que se distinguia
o ressalto do capilar da ponteira obteve-se resultados variados, conforme os dados coletados e

apresentados na figura 4.2.13.
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Figura 4.2.13 — Eletroferogramas de uma amostra contendo NaHCO3 a 1000 pumol-L™ e prop-
1-ol a 25,0 % (v/v), em pH igual a 4,15 £ 0,01. Obtido conforme o ressalto entre o capilar e a
ponteira, sendo a ordem das injecGes de longo, médio, curto e curto duplicata respectivamente.
A ilustracdo com a legenda 1D remete ao primeiro detector, e 2D ao segundo detector. A letra
B significa o bicarbonato, MPC o monopropil carbonato e Na* o cation sédio. O capilar
utilizado foi de 75 um de didmetro interno por 35,0 cm de extensdo longitudinal. A linha

continua cortante vertical no gréfico € caracteristica do fluxo eletrosmético (EOF).

A respeito da figura 4.2.13, pouca coisa pode ser estimada porque ndo houve ordem
observavel, simplesmente houve uma aleatoriedade dos resultados coletados. Apesar disso,
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constatou-se que a variagédo do ressalto do capilar com a ponteira poderia ser o motivo da causa
do problema no BeerBox por efeito de borda do campo elétrico.

O mais intrigante € que em raras corridas em pH igual a 4,62 houve a detec¢do do
bicarbonato utilizando o BeerBox, mesmo utilizando um eletrolito de corrida tamponado. Por
exemplo, utilizando uma solugdo de LiCl com uma forca iénica proxima a 10 mmol-L™ e sem
a inversao do fluxo eletrosmatico detectou-se o pico do bicarbonato e do monopropril carbonato
com um capilar de 50 pum de didmetro interno tanto no primeiro como no segundo detector
conforme apresentado na figura 4.2.14, porém em situacdes convencionais nem ao menos foi
detectado pico para estas duas espécies nestas condicGes e especialmente utilizando um capilar

de 50 um de diametro interno.
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Figura 4.2.14 — Eletroferogramas de uma amostra contendo NaHCO3 a 1000 umol-L* e prop-
1-ol a 25,0 % (v/v). Utilizando como eletrdlito de corrida somente LiCl com uma forga i6nica
proxima de 10 mmol-L™* em pH igual a 4,62 + 0,01, e sem a inversdo do EOF. A ilustracdo com
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a legenda 1D remete ao primeiro detector, e 2D ao segundo detector. O capilar utilizado foi de
50 um de didmetro interno por 35,0 cm de extensdo longitudinal. A linha continua cortante

vertical no gréafico é caracteristica do fluxo eletrosmético (EOF).

Acordado com a figura 4.2.14 relativo aos dados gerados pelo primeiro detector, a area
do pico do sddio na primeira tentativa comparada a segunda tentativa (onde ocorreu a detec¢édo
do bicarbonato efetivamente), demostra que na segunda tentativa houve um aumento de 259%
em area. Consequentemente, significando que a precisao de quantidade de amostra do BeerBox
realmente esteve comprometida, e injetando um volume de amostra inferior daquele que
deveria. Um possivel efeito de borda relacionado a campo elétrico causado pelo ressalto entre
o capilar e a ponteira responsavel pela imersao no frasco de injecdo da amostra ndo é relevante,
isto é, relevante quando comparada a precisao da injecao que demostrou ser um problema mais
grave.

Note que, embora a precisdo do volume de amostra foi comprometido a preciséo da
determinacédo do pKa em si ndo, porgue na quantificacdo do valor numérico de pK, a variavel €

o0 tempo de migracdo e ndo a concentracdo do analito.

5 CONCLUSOES

O BeerBox demostrou ser um equipamento preciso em gerar de dados que possam ser
utilizados para a quantificagdo no valor de pKa, mas apesar da sua excelente precisdo — os dados
de mobilidade efetiva nesta configuracdo em funcdo do pH se correlacionaram em (99,4 +
0,2)% para determinacdo de pKa — este equipamento apresentou um problema no sistema de
injecdo de modo a tornar a quantificacdo do valor de pKa em 0,15 + 0,05 inferior daquele
encontrado na literatura para as espécies caracterizadas. Em outras palavras, fisicamente € como
se o valor do pH do eletrdlito de corrida estivesse sendo diluido durante o processo de analise
de tal maneira que houvesse um incremento no valor do pH em 0,15 daquele determinado
inicialmente para a solugdo utilizando o pHmetro. Por exemplo, para um eletrolito de corrida
de pH igual a 4,00 ao decorrer do experimento ele corresponderia em 4,15, mas isso apenas no
sentido de interpretacdo fisica e ndo necessariamente este fendbmeno ocorreu.

Na utilizagdo de um equipamento de -eletroforese capilar comercial (Agilent
Technologies modelo 7100) com um C*D manufaturado pelo grupo de pesquisa onde este
trabalho foi realizado, constatou-se que a determinacdo de pKa utilizando este método se
correlacionou em 99,70% com os valores que podem ser consultados na literatura (figura

4.1.19), com eficiéncia de (97 + 3)% nas determinagfes. Apesar disso, algumas consideragcdes
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devem ser tomadas e uma delas é relacionada ao fator de corre¢cdo que demonstrou ser uma
variavel importante na quantificacdo de pKa utilizando a eletroforese capilar.

Por exemplo, a elevagdo da concentragdo de B-alanina implica na elevacdo do fator de
correcdo, e, portanto, reduz a mobilidade efetiva das espécies em anélise (inclusive daquelas
totalmente ionizadas que deveriam permanecer inalteradas, neste trabalho nomeada por espécie
de referéncia, conforme as figuras 4.1.5). 1sso porgue, a B-alanina eleva a viscosidade da agua
significativamente, consequentemente limitando a mobilidade efetiva das espécies, tanto do
analito como das espécies de referéncia, em até 72% do valor madximo que elas poderiam
assumir em diluicdo infinita. Assim, essas divergéncias de mobilidade impactam na exatiddo
da técnica frente a quantificacdo de pKa.

O uso de uma espécie de referéncia corrige a espessura efetiva da atmosfera inica,
viscosidade do meio, mas também o raio hidrodinamico que por sua vez depende da viscosidade
e da espessura efetiva da atmosfera idnica. Quando se realiza a aplica¢do do fator de corregéo
é esperado que se determine o pKa termodinamico diretamente, e ndo o pK, aparente porque foi
utilizado como referencial uma espécie de referéncia com o0s seus dados expressos ja em
diluicdo infinita (figura 4.1.20).

Destaca-se que o fator de correcdo (8), em uma situagdo completamente teorica, corrige
aspectos de temperatura, porque tanto a espessura efetiva da atmosfera i6nica, a viscosidade e
o0 raio hidrodindmico dependem da temperatura. Basta quantificar o intervalo de temperatura
onde a correcdo pode ser aplicada satisfatoriamente. Ou seja, em termos teéricos o experimento
poderia ser realizado em uma temperatura diferente de 25 °C, mas como a espécie de referéncia
possui valor tabelado a 25 °C (por padrdo) a determinacdo de pKa do analito seria como se 0
experimento ocorresse a 25 °C, dada pela prépria aplicacdo da correcdo do fator de correcédo
referenciado a 25 °C. Logo, somente € necessario sabermos os valores assumidos da mobilidade
efetiva (em diluicdo infinita) da espécie de referéncia em funcdo da temperatura, enquanto para
0 analito seria necessario a realizacdo experimental em uma temperatura qualquer e constante
para termos a sua determinacdo de pKa em temperaturas variadas pela aplicacdo do fator de
correcao.

Isso abre margens para novas perspectivas, porque a partir do fator de correcéo pode ser
realizados outros trabalhos que facilitem a determinacdo do pKa utilizando eletroforese capilar
com os mais variados tipos de eletrolitos de corrida e em distintas temperaturas de trabalho.

Utilizar ou ndo um eletrolito de corrida tamponado pode torna-se uma opcao, porque
todos os fatores do meio serdo corrigidos pela espécie de referéncia adotada, porém em sistemas
ndo tamponados o desvio padrdo assumido pelo fator de corre¢do pode ser mais acentuado de
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uma corrida para outra. Mas isso ndo é uma certeza, porque o eletrélito de corrida ndo
tamponado foi utilizado somente no BeerBox que apresentou um problema no sistema de
injecao.

No entanto, o desvio padrdo sendo 0 menor possivel para o fator de correcdo significa
que este parametro poderia ser determinando a partir de uma curva de calibracdo externa, no
qual faria correcOes do analito a ser caracterizado, e consequentemente ndo seria necessario a
adicdo da espécie de referéncia em cada corrida obrigatoriamente.

Provou-se (subtopico 4.1.3) que um modelo ndo linear monoprotico pode ser utilizado
para a determinacao de pKa de espécies poliproticas, desde que a espécie poliprotica tenha 0s
valores de seus pKa com uma margem de diferenca de no minimo 1,28 unidade de pKa um dos
outro. O modelo matematico ndo linear poliprotico é mais exato por considerar sobreposicoes
entre as mobilidades que cada pKa possa assumir.

O método utilizando o padrdo interno é o mais eficiente dos métodos para a
determinacédo do pKa (ver o subtopico 4.1.4) utilizando um CE, e isso se deve porque o numero
de determinacgdes de pKa para uma unica espécie € elevado (por exemplo, para a aspirina foi
realizado 59 quantifica¢fes). Por fim, a combinacdo do método utilizando o padréo interno com
a espécie de referéncia tornou a técnica utilizando a CE-C*D poderosa para a caracterizagio de

pKa, € com uma exatiddo centesimal.
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APENDICE A - Eletroferogramas gerados utilizando o equipamento comercial
As amostras foram injetadas com uma aplicacdo de pressdo hidrodindmica de 30 mBar
por 6 segundos. Sendo a corrida realizada em 21 kV e o tempo fixado em 6 minutos
independente da amostra analisada, o capilar utilizado foi 50 pm de didmetro interno e 50,0 cm
de extensao longitudinal. O eletrélito de corrida é detalhado na tabela 1.1 e pode ser consultado
no subtdpico 3.2.2. Os eletroferogramas para a agua deionizada é apresentado nas figuras A.1
e na A.2, enquanto para as demais espécies como acetato, benzoato, cloroacetato, fumarato,

galato, aspartato, aspirina e HIBA ¢ apresentado nas figuras posteriores (de A.3 a A.10).
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Figura A.1 — Comportamento do fluxo eletrosmético (EOF) e do pico de sistema (PS) utilizando
B-alanina:Cl". Nesta imagem somente a agua deionizada foi utilizada. A ilustragdo com a
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legenda 1D remete ao primeiro detector, e 2D ao segundo detector. No quadro a direita, é

expresso o valor numérico do pH.
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Figura A.2 - Comportamento do fluxo eletrosmoético (EOF) e do pico de sistema utilizando -
alanina:Cl- com a amplificacdo necessaria para ser observado a presenca de possiveis picos
indesejados na &gua deionizada trabalhada. Nesta imagem somente a agua deionizada foi
utilizada. A ilustracdo com a legenda 1D remete ao primeiro detector, e 2D ao segundo detector.

No quadro a direita, é expresso o valor numerico do pH.
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Condutividade/ Unidade arbitraria
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Figura A.3 — Eletroferogramas para o acetato (AC), sendo as espécies hipofosfito (HP) e p-
toluenossulfonato (p-TS) utilizadas como referéncia. O quadro a direita contém os valores de
pH adotado em cada corrida. A linha continua cortante vertical no grafico € caracteristica do
fluxo eletrosmatico (EOF). A ilustracdo com a legenda 1D remete ao primeiro detector, e 2D

ao segundo detector. No quadro a direita, € expresso o valor numérico do pH.
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Figura A.4 — Eletroferogramas para o benzoato (BZ), sendo as espécies hipofosfito (HP) e p-
toluenossulfonato (p-TS) utilizadas como referéncia. O quadro a direita contém os valores de
pH adotado em cada corrida. A linha continua cortante vertical no grafico € caracteristica do
fluxo eletrosmatico (EOF). A ilustracdo com a legenda 1D remete ao primeiro detector, e 2D

ao segundo detector. No quadro a direita, € expresso o valor numérico do pH.
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Figura A.5 — Eletroferogramas para o cloroacetato (CA), sendo as espécies hipofosfito (HP) e
p-toluenossulfonato (p-TS) utilizadas como referéncia. O quadro a direita contém os valores de
pH adotado em cada corrida. A linha continua cortante vertical no grafico é caracteristica do
fluxo eletrosmatico (EOF). A ilustracdo com a legenda 1D remete ao primeiro detector, e 2D

ao segundo detector. No quadro a direita, € expresso o valor numérico do pH.
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Figura A.6 — Eletroferogramas para o fumarato (FM), sendo as espécies hipofosfito (HP) e p-
toluenossulfonato (p-TS) utilizadas como referéncia. O quadro a direita contém os valores de
pH adotado em cada corrida. A linha continua cortante vertical no grafico é caracteristica do
fluxo eletrosmatico (EOF). A ilustracdo com a legenda 1D remete ao primeiro detector, e 2D

ao segundo detector. No quadro a direita, € expresso o valor numérico do pH.
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Figura A.7 — Eletroferogramas para o galato (GA), sendo as espécies hipofosfito (HP) e p-
toluenossulfonato (p-TS) utilizadas como referéncia. O quadro a direita contém os valores de
pH adotado em cada corrida. A linha continua cortante vertical no grafico é caracteristica do
fluxo eletrosmatico (EOF). A ilustracdo com a legenda 1D remete ao primeiro detector, e 2D

ao segundo detector. No quadro a direita, € expresso o valor numérico do pH.
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Condutividade/ Unidade arbitraria

7,5

25,05
25,90
25,85
25,80
25,75
25,70
25,65
25,60
25,55
25,50 [’"’—
25,45 - F::J
2540 4L W4 0 e
0,005 10 152025 3035404550558608657075
Tempo/ min

Condutividade/ Unidade arbitraria

Figura A.8 — Eletroferogramas para o aspartato (AP), sendo as espécies hipofosfito (HP) e p-
toluenossulfonato (p-TS) utilizadas como referéncia. O quadro a direita contém os valores de
pH adotado em cada corrida. A linha continua cortante vertical no grafico é caracteristica do
fluxo eletrosmatico (EOF). A ilustracdo com a legenda 1D remete ao primeiro detector, e 2D

ao segundo detector. No quadro a direita, € expresso o valor numérico do pH.
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Figura A.9 — Eletroferogramas para a aspirina (AS), sendo as espécies hipofosfito (HP) e p-
toluenossulfonato (p-TS) utilizadas como referéncia. O quadro a direita contém os valores de
pH adotado em cada corrida. A linha continua cortante vertical no grafico é caracteristica do
fluxo eletrosmatico (EOF). A ilustracdo com a legenda 1D remete ao primeiro detector, e 2D

ao segundo detector. No quadro a direita, € expresso o valor numérico do pH.
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Figura A.10 — Eletroferogramas para o HIBA (HB), sendo as espécies hipofosfito (HP) e p-
toluenossulfonato (p-TS) utilizadas como referéncia. O quadro a direita contém os valores de
pH adotado em cada corrida. A linha continua cortante vertical no grafico é caracteristica do
fluxo eletrosmatico (EOF). A ilustracdo com a legenda 1D remete ao primeiro detector, e 2D

ao segundo detector. No quadro a direita, € expresso o valor numérico do pH.
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APENDICE B - Eletroferogramas gerados utilizando o BeerBox
A injecdo das amostras ocorreu pela aplicacdo de uma pressdo hidrodinamica por 3
segundos na ordem de 30 a 60 mBar a 25 °C. As corridas foram realizadas com uma diferenca
de potencial de 21 kV, sendo o capilar utilizado de 50 um de didmetro interno e 35,0 cm de
extensdo longitudinal. Os eletrélitos de corridas foram preparados com LiCl com forga idnica
variavel, mas préxima de 10 mmol-L™* de forga i6nica, em diversos valores de pH definido pela
adicdo de HCI com as concentracdes previamente calculadas conforme representados nas

figuras a seguir (de B.1 a B.3) para o benzoato, lactato e o aspartato.
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Figura B.1 — Eletroferogramas para o benzoato (BZ), sendo as espécies hipofosfito (HP) e p-

toluenossulfonato (p-TS) utilizadas como referéncia. O quadro a direita contém os valores de
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pH adotado em cada corrida. A linha continua cortante vertical no grafico é caracteristica do

fluxo eletrosmatico (EOF). A ilustracdo com a legenda 1D remete ao primeiro detector, e 2D

ao segundo detector. No quadro a direita, € expresso o valor numérico do pH.
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Figura B.2 — Eletroferogramas para o lactato (LC), sendo as espécies hipofosfito (HP) e p-

toluenossulfonato (p-TS) utilizadas como referéncia. O quadro a direita contém os valores de

pH adotado em cada corrida. A linha continua cortante vertical no gréfico é caracteristica do

fluxo eletrosmatico (EOF). A ilustragdo com a legenda 1D remete ao primeiro detector, e 2D

ao segundo detector. No quadro a direita, € expresso o valor numérico do pH.
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Figura B.3 — Eletroferogramas para o aspartato (AP), sendo as espécies hipofosfito (HP) e p-
toluenossulfonato (p-TS) utilizadas como referéncia. O quadro a direita contém os valores de
pH adotado em cada corrida. A linha continua cortante vertical no grafico é caracteristica do
fluxo eletrosmatico (EOF). A ilustracdo com a legenda 1D remete ao primeiro detector, e 2D

ao segundo detector. No quadro a direita, € expresso o valor numérico do pH.
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SUMULA CURRICULAR

Nome: Eleilton da Silva

Data de nascimento: 05/09/1994
Naturalidade: Junqueiro — Alagoas
Nacionalidade: Brasileira

FORMACAO ACADEMICA

Cursando o0 Mestrado em Quimica no 1Q-USP, duragéo de 2 anos.

Cursando o sétimo semestre do bacharelado em Quimica no 1Q-USP, periodo noturno, duragéo
de 10 semestres.

Tecndlogo em Materiais (metalicos, ceramicos e poliméricos) pela FATEC-SP, duragdo de 3
anos (finalizado em 2017).

Técnico em Quimica pela ETEC Osasco I, duracéo de 2 anos (finalizado em 2014).

Ensino médio completo (finalizado em 2012).

EXPERIENCIA PROFISSIONAL

Universidade de S&o Paulo - Instituto de Quimica (1Q-USP)

Periodo: 01/02/2020 — 31/01/2022

Cargo: Bolsista de Mestrado

Orgéo: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico

Faculdade de Tecnologia de S&o Paulo (FATEC-SP)

Periodo: 01/01/2017 - 01/07/2017

Cargo: Iniciacdo Cientifica

Funcéo: Estudar a influéncia da adigdo de Al.Oz na formagéo de nanoparticulas de prata em
vidros telureto dopados com Nd2Os para aplicacGes em dispositivos fotdnicos.

Faculdade de Tecnologia de S&o Paulo (FATEC-SP)

Periodo: 24/03/2016 - 21/12/2016

Cargo: Monitor de Quimica e Fisica Geral

Funcdo: Resolver exercicios dos diversos cursos existentes na faculdade (independente do
semestre cursado) em que os alunos possuiam dificuldades. Ocasionalmente, reexplicar as
matérias envolvendo Fisica ou Quimica Geral.

Universidade de Sao Paulo - Instituto de Quimica (1Q-USP)

Periodo: 05/05/2015 - 05/05/2016

Cargo: Estagio em Tecnologia em Materiais (voluntario)

Funcéo: Elaborar e otimizar um procedimento vidvel para sintese de etanol a partir das fibras
das cascas do coco verde. Utilizando na caracterizacdo dos subprodutos, metodologias
analiticas como eletroforese capilar acoplado a um espectrémetro de massas.
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Intertek do Brasil Inspecdes Ltda

Periodo: 01/10/2013 - 01/10/2014

Cargo: Estagio Técnico em Quimica

Funcdo: Auxiliar na conferéncia e pesagem analitica das matérias-primas, na conferéncia das
amostras para analise e realizar sua fusdo para posterior analise de fluorescéncia de raios X.
Garantir o monitoramento do laboratdrio.

INFORMACOES COMPLEMENTARES

Bons em softwares de Desenho técnicos e analises de dados (Excel, Origin, Solid Edge,
AutoCAD, entre outros).

Bons conhecimentos em animacéo 3D e edi¢do de videos (Blender, Adobe Premiere Pro, Adobe
After Effects, Vegas Pro, entre outros).

Bons conhecimentos em Python.

PREMIOS E TITULOS

Diploma de honra ao mérito (Prémio Lavoisier) oferecido pelo Conselho Regional de Quimica
da IV Regiéo, por ser considerado o melhor aluno do curso de Tecnologia em Materiais da
FATEC-SP entre 2015 e 2017; e certificado de honra ao mérito oferecido pelo Centro Paula
Souza em oficio da FATEC-SP.

Medalha e diploma de honra ao meérito (Prémio Lavoisier) oferecido pelo Conselho Regional
de Quimica da 1V Regido, por ser considerado o melhor aluno do curso Técnico em Quimica
da ETEC Osasco Il entre 2013 e 2014.



