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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pds-Graduacao em Quimica
Universidade Federal de Santa Maria

DESENVOLVIMENTO DE EQUIPAMENTO DE ELETROFORESE
CAPILAR COM DETECCAO POR CONDUTIVIDADE SEM CONTATO
PARA A SEPARACAO DE iONS INORGANICOS
AUTORA: CRISTIANE SPENGLER
ORIENTADOR: PROF. DR. LEANDRO MACHADO DE CARVALHO
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 16 de Margo de 2009.

Este trabalho descreve a construcao e avaliacdo de um sistema de eletroforese
capilar com detecgdo condutométrica sem contato acoplada capacitivamente (CE-C*D)
para sua aplicacdo em eletroforese capilar de zona (CZE). A deteccdo por C*D é
baseada em protétipos previamente descritos na literatura. Para o equipamento
construido foram desenvolvidos um sistema de injecdo de amostra por gravidade e um
sistema de controle de temperatura por aquecimento, além de estar equipado com 2
amostradores acoplados ao sistema eletroforético, possuindo assim um grau de
automacao maior em relagdo aos outros sistemas ja existentes. Todos os componentes
do sistema sdo operados através de uma interface via computador, incluindo os
amostradores que permitem a manipulagdo de solugbes de forma completamente
automatizada. O controle dos componentes do sistema eletroforético e a aquisicao de
dados foram feitos mediante um software escrito em linguagem Delphi 7.0.

Apébs a sua montagem e configuracao, o desempenho do sistema eletroforético
foi inicialmente testado de acordo com metodologias previamente descritas na literatura
para a separacao de Na(l), K(l), Ca(ll) e Mg(ll). Os resultados obtidos estdo de acordo
com os encontrados na literatura e indicam o desempenho adequado do sistema CE—
C*D construido em laboratério.

O sistema desenvolvido foi empregado no desenvolvimento de um método
eletroforético para a determinacdo simultdnea dos cations metélicos Zn(ll), Cr(lll),
Pb(ll), Cd(ll), Co(ll), Cu(ll), Ni(ll) e TI(I) em amostras de agua. A separagdo dos 8
cations foi investigada em eletrdlitos de trabalho contendo  &cido



2-N-morfolinoetanossulfénico (MES) e histidina (His) com diferentes composicbes. O
uso de agentes complexantes e de solventes organicos como aditivos também foi
avaliado. A melhor condicao possibilitou a determinacdo dos 8 cations em uma unica
corrida ap6s 15 minutos utilizando a solugdo de MES/His 20 mmol L™ (pH 5,0) e MeOH
5% (v/v) como eletrélito de trabalho, 10 kV como potencial de separagdo, com o
detector C*D operando em 600 kHz e 2 V,,. O sistema CE—C*D construido demonstrou
ser altamente reprodutivel para analises eletroforéticas de cations metalicos, o qual
forneceu valores de desvio padrdo relativo entre 2,6 e 9,2% para os tempos de
migracdo de todos os cations estudados. Limites de detecgédo calculados para os 8
cétions entre 1,69 e 22,17 pmol L' permitem a aplicacdo da metodologia para

determinacées em amostras reais empregando o sistema eletroforético desenvolvido.

Palavras-chave: eletroforese capilar; deteccao condutométrica sem contato; cétions



ABSTRACT

Master Dissertation in Chemistry
Post-Graduate in Chemistry
Universidade Federal de Santa Maria

DEVELOPMENT OF A CAPILLARY ELECTROPHORESIS SYSTEM
WITH CONTACTLESS CONDUCTIVITY DETECTION (C“D) FOR THE
SEPARATION OF INORGANIC IONS
AUTHOR: CRISTIANE SPENGLER
ADVISOR: PROF. DR. LEANDRO MACHADO DE CARVALHO
Santa Maria, March 16™, 2009.

This work describes the development and evaluation of a home-made capillary
electrophoresis (CE) system based on the capacitively coupled contactless conductivity
detection (C*D) for the application in capillary zone electrophoresis (CZE). The C*D
detection is based on prototypes previously described in the literature. The equipment
constructed has a hydrodynamic injection system (gravity), a temperature control system
based on the heating of the system and it is equipped with two carousels for the sample
changing. The electrophoretic system developed in this work has a high automation
degree in relation to other existing CE systems. All the components of the CE system
are operated by a computer interface, including the sample changers that allow the
manipulation of solutions in a fully automated way. The control of the components of the
CE system and the data acquisition were made by using a software, which was
developed in a Delphi 7.0 language.

After the construction and configuration of the CE system, the performance was
initially evaluated by applying some methods previously described in the literature for
the separation of Na(l), K(l), Ca(ll) and Mg(ll). The results are in agreement with the
literature and show the proper performance of the home-made CE-C*D system.

The developed system was used for the simultaneous determination of the
metallic species Zn(ll), Cr(lll), Pb(ll), Cd(ll), Co(ll), Cu(ll), Ni(ll) and TI(l) in different
samples. The separation of 8 cations was investigated by using working electrolytes
containing 2-[N-morpholino]ethanesulfonic acid (MES) and histidine (His) at different

compositions. The use of complexing agents and an organic solvents as additives was



also evaluated. The optimized conditions enabled the determination of 8 cations in a
single run after 15 minutes using a solution containing 20 mmol L~' MES/His (pH 5.0)
and 5% MeOH (v/v) as working electrolyte, 10 kV as separation potential and the C*D
detector operating at 600 kHz and 2 V,,,.. The constructed CE-C*D system was shown to
be very reproducible for electrophoretic analysis of metallic cations, with relative
standard deviations (RSD) for the migration times of all the studied cations ranging from
2.6 t0 9.2%. The detection limits calculated for the 8 cations ranged from 1.69 to 22.17
umol L™", which allows the application of the methodology for determinations in real

samples using the developed electrophoretic system.

Keywords: capillary electrophoresis; contactless conductivity detection; cations
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1 INTRODUCAO

Nos dultimos anos, a determinacdo de elementos tdxicos como cadmio,
chumbo, cromo e talio tem se tornado muito importante do ponto de vista ambiental
e clinico, pois 0 aumento da atividade industrial tem gradualmente mobilizado muitos
destes elementos da crosta terrestre aumentando sua concentracdo em muitos
ambientes naturais [KLAASSEN et al., 1996].

Existem muitas espécies quimicas, presentes em sistemas naturais e
biologicos, que em baixas concentra¢des apresentam carater toxico ou essencial ao
ser humano. Neste contexto, a quimica analitica tem um importante campo de
aplicacao na area clinica porque pode contribuir com metodologias que auxiliem na
identificacdo e quantificagdo de elementos traco.

A eletroforese capilar (CE) tem sido muito empregada como método analitico
para a separacao de cations metalicos em diversos tipos de amostras. O principio de
separacgao da CE se baseia na migragao diferenciada de compostos neutros, ibnicos
ou ionizaveis, mediante a aplicagdo de um campo elétrico em uma coluna capilar
contendo em seu interior uma solugéo de eletrdlitos. A principal vantagem da CE em
relagdo as outras técnicas de separacao € a maior eficiéncia e resolugcao obtidas em
um tempo menor de analise, baixo consumo de reagentes e amostras, simplicidade
do equipamento utilizado e alto grau de automacao [JAGER & TAVARES, 2001].

Devido a pequena quantidade de material introduzida no capilar, o
desenvolvimento de sistemas de detecgdo continua em destaque ainda hoje, apds
aproximadamente trés décadas desde a sua introdug¢ao no formato atual [MIKKERS
et al., 1979; JORGENSON & LUKACS, 1981]. Os sistemas de detec¢cdo em CE
seguem, a priori, 0S mesmos esquemas utilizados em cromatografia liquida, sendo
classificados basicamente em métodos Opticos, eletroquimicos, além de métodos
acoplados [FRACASSI DA SILVA, 2003]. Atualmente, os métodos de detecgdo mais
difundidos em CE sdo a absorcao no UV-Vis e a fluorescéncia.

Desde a sua introducdo, a deteccao condutométrica sem contato acoplada
capacitivamente (CE-C*D) tem demonstrado ser uma boa alternativa para a
determinagédo de ions pequenos separados por eletroforese capilar de zona (CZE),
principalmente devido a sua universalidade e ao fato de, em condigdes normais,

oferecer sensibilidade superior a detecgado indireta por absorcdo no UV, com a
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vantagem adicional de nao requerer a abertura de janelas no capilar, aumentando a
sua durabilidade e facilitando a sua utilizagdo [KUBAN & HAUSER, 2008]. A
CE-C*D possibilita a determinagéo rapida e simultanea de fons metalicos com
limites de deteccdo da ordem de ymol L~' [FRACASSI DA SILVA & DO LAGO, 1998;
FRACASSI DA SILVA et al., 2002; BOCKEL et al., 2005]. Além disso, a CE-C*D é
vantajosa em comparacao a outros métodos analiticos de separacao principalmente
em relagdo a simplicidade instrumental e aos baixos custos envolvidos na
construgcdo e manutengao do equipamento.

Atualmente, uma tendéncia atual em grupos de pesquisa é a construgao de
sistemas de CE-C’D em laboratério. Isto se deve ao fato dos custos de um
equipamento construido serem significativamente menores em relagdo aos
equipamentos comercialmente disponiveis. Além disso, a construcdo destes
sistemas em laborat6rios de pesquisa tem contribuido significativamente para o
desenvolvimento da instrumentagéo e de métodos analiticos para CE.

Este trabalho descreve a construgdo de um sistema CE-C*D com
manipulacao de solugcbes completamente automatizada empregando dois carrosséis
de amostragem acoplados ao sistema. A deteccdo por C*D é baseada nos protétipos
descritos na literatura [FRACASSI DA SILVA, 2001; FRACASSI DA SILVA et al.,
2002; BOCKEL et al., 2005]. Além do sistema de deteccdo, desenvolvido um
software genérico em linguagem Delphi versdo 7.0 para controle e aquisicao de
dados do sistema CE-C*D. Neste trabalho, sabendo da dificuldade de se obter uma
separagao satisfatoria de metais de transicao devido a semelhanga pronunciada dos
valores de condutancia equivalente, o equipamento construido foi utilizado no
desenvolvimento de um novo método para a analise simultanea dos cations
metalicos Zn(ll), Cr(lll), Pb(ll), Cd(ll), Co(ll), Cu(ll), Ni(ll) e TI(I) em amostras de
matrizes distintas. Uma solucédo contendo a mistura MES/His e metanol como aditivo
foi empregada como eletrdlito de trabalho, sendo eficaz na separagéo e
determinagao dos 8 cations em amostras reais empregando o sistema eletroforético

desenvolvido.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Eletroforese capilar (CE)

2.1.1 Introducao a técnica

O fenémeno de eletromigracao originado quando uma diferenca de potencial
€ aplicada a uma solucao contendo eletrélito causando a separagédo de particulas
carregadas ja € conhecido a mais de 100 anos.

A eletroforese capilar, ou CE, € uma técnica relativamente jovem usada para
separar uma variedade de compostos, a qual se baseia na migracao diferenciada de
compostos neutros, ibnicos ou ionizaveis, mediante a aplicagdo de um campo
elétrico em uma coluna capilar contendo em seu interior uma soluc¢ao de eletrdlitos.

Dentre as técnicas de eletromigracdo em capilares, a CE € a modalidade mais
utilizada, devido a facilidade de implementacdo e otimizagcdo das condigdes de
analise. A importancia da CE na analise de misturas complexas decorre da sua alta
eficiéncia de separagdo, baixo consumo de reagentes e amostras, tempos de
andlise reduzidos, simplicidade do equipamento utilizado e alto grau de automagao.
Além disso, varias classes de compostos em diferentes matrizes podem ser
analisadas — desde ions inorganicos pequenos até macromoléculas, portadores ou
nao-portadores de cargas [TAVARES, 1996; TAVARES, 1997]. Atualmente, possui
um amplo leque de aplicagbes, sobretudo na quimica, bioquimica, biologia
molecular, genética, analises clinicas e medicina. Como exemplo, pode-se citar a
andlise conhecida como “teste do pezinho”, onde se busca detectar precocemente
certas substancias no sangue que indicam uma doenca do metabolismo chamada
fenilcetonaria. Ha também disponivel ampla literatura que descreve métodos de
analise por CE [WEINBERGER, 1993; BAKER, 1995; LI, 1992; KOK, 2000],
incluindo alguns artigos de revisado em Lingua Portuguesa que envolvem
fundamentos das técnicas eletroforéticas de separacdo [TAVARES, 1996;
TAVARES, 1997; COLOMBARA et al., 1997; JAGER & TAVARES, 2001].
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2.1.2 Breve histoérico da CE

A eletroforese foi primeiramente introduzida em 1937, por Tiselius [TISELIUS,
1937], no estudo de proteinas do soro sanguineo humano. Neste trabalho, visualizou
a potencialidade da eletroforese como uma técnica de separagdo ao colocar uma
mistura de proteinas em um tubo preenchido com uma solucdo tampao e nela
aplicando um campo elétrico. Verificou assim que os componentes da amostra
migraram com diregdo e velocidade determinadas pela carga e tamanho das
especies. Por este trabalho pioneiro, Tiselius recebeu o prémio Nobel em 1948.
Desde entdo, a eletroforese tem sido largamente empregada como uma técnica de
separacao para biomoléculas.

Em 1967, Hjérten [HJERTEN, 1967] publicou o primeiro artigo sobre analise
de cations em CE (separagdo de Bi(ll) e Cu(ll) com &cido latico como agente
complexante). Neste trabalho, Hjérten conseguiu minimizar o efeito de convecgao
causado pela geracao de calor devido a passagem de corrente elétrica através da
solugcao, empregando um tubo de quartzo, em rotagdo, com dimensdes de 300 um
de didmetro interno (d. i.) e 36 cm de comprimento, utilizando detecgao ultra-violeta
(UV). Desde entéo, disseminou-se o uso de capilares com d. i. cada vez menor, 0
que permitiu aumentar a intensidade do campo elétrico sem necessidade de rotagdo
do capilar [WEINBERGER, 2000]. Em outro trabalho, Mikkers e colaboradores
[MIKKERS et al., 1979] separaram uma mistura de 16 anions, em cerca de 10
minutos, por eletroforese de zona, em capilares de Teflon de diametro pequeno (200
um), empregando deteccao por condutividade e UV.

O surgimento da CE, em uma configuragdo essencialmente como a que
conhecemos nos dias de hoje, foi em 1981 com a publicacdo de um artigo de
Jorgenson e Lukacs [JORGENSON & LUKACS, 1981]. Para as separacdes
eletroforéticas, foram utilizados capilares de quartzo amorfo com 75 ym de d. i.,, o
gue minimizou o alargamento de zona (largura dos picos no eletroferograma), além
de possuir melhores propriedades Opticas para a detecgdo. Jorgenson também
esclareceu a teoria, descreveu as relagcoes entre os parametros operacionais e
qualidade de separagédo, e demonstrou o potencial da eletroforese capilar de alta
eficiéncia (HPCE) como uma técnica analitica.

A partir de 1983, o numero de artigos envolvendo aspectos instrumentais e
aplicacdes da CE cresceu vertiginosamente. Merece destaque também a introducéo,
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em 1984, da cromatografia micelar eletrocinética (MEKC) por Terabe e
colaboradores [TERABE et al., 1984], que possibilitou a separagdo de compostos
neutros por CE. O que se seguiu, como processo natural, foram contribuicées no
sentido do aprimoramento instrumental da técnica e aplicacdes aos mais variados
tipos de substancias e matrizes e, em 1987, seria langado o primeiro equipamento
comercial de CE.

Nos ultimos anos, a CE esta bem estabelecida como técnica analitica de
separacao. Ela vem sendo utilizada como uma alternativa bastante atraente para a
andlise de uma variedade de solutos de importancia ambiental, biomédica, clinica e
industrial. Atualmente, a CE possui uma ampla aceitagdo no ambito académico,
tendo também demonstrado surpreendente desenvolvimento no meio industrial. No
Brasil, esta técnica é ainda muito pouco difundida, apesar da exceléncia de seu
desempenho analitico, da diversidade de suas aplicacbes e da simplicidade e
relativo baixo custo dos insumos necessarios para analise. O rapido avango da CE
decorreu principalmente da variedade dos modos de separagdo que podem ser
efetuados em uma Unica coluna e da diversidade dos compostos passiveis de
analise em cada modalidade [TAVARES, 1997].

2.1.3 Principios teéricos da CE

Um aspecto interessante a ser considerado na CE é a simplicidade da
instrumentagéo. O principal componente no aparato necessario para a realizagao de
uma separacao por CE € um tubo cujas dimensdes sdo da ordem de micrometros.
Pelo fato de possuir pequenas dimensbes, € denominado capilar, emprestando

assim seu nome a técnica. Seu formato esté ilustrado na Figura 1.

Silica
360 pm Q ' 75 pm I Canal interno

15 um  Revestimento polimérico

Figura 1 — Capilar utilizado em CE exibindo seu formato.
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Tipicamente, o capilar é utilizado com um comprimento de 50 cm e um
diametro interno de 50 pm ou 75 um. E formado por uma camada de silica fundida
(uma forma pura de didxido de silicio amorfo) de 127,5 um de espessura (conforme
a figura acima) cuja funcéo, além de constituir o tubo em si, é de promover um
isolamento elétrico entre seu interior e exterior. Existe ainda uma cobertura externa
de 15 ym composta por um material polimérico (p. ex. poliimida) cuja principal
fungéo é a de dar protegéo contra choques mecanicos.

O capilar é o palco onde acontecem os fenémenos que fundamentam a
técnica e que seréo apresentados e discutidos mais adiante.

A Figura 2 mostra os componentes necessarios para uma montagem basica

de um sistema eletroforético, que sdo os seguintes:

e Uma fonte de alta tensao (FAT): usada para propiciar o alto campo elétrico ao
longo do capilar;

e Um capilar de silica fundida: preenchido com um eletrélito de trabalho e
mergulhado em dois reservatérios contendo o eletrdlito;

e Dois eletrodos de platina (Pt): para conexdao com a FAT,;

e Um detector apropriado;

e Um sistema de aquisicao e tratamento de dados.

Além dos itens descritos acima, também sao necessarios: um isolamento do
sistema, que assegure a seguranga do analista; um ambiente termostatizado, para
se ter um controle de temperatura dentro do sistema; e um dispositivo que permita a

introdugéo da amostra no capilar.
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Isolamento elétrico

| PE— Fonte de alta tensédo
i
Sistema de
MIW aquisicdo
_— Detector dg dacfos
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+—— Eletrodo de Platina

[ \
] I

____ Reservatodrio do
ry eletrélito de trabalho

f

T~ Ambiente termostatizado
Reservatorio da amostra

Figura 2 — Desenho esquematico dos componentes basicos de um sistema eletroforético.

O fenbmeno de eletroforese é definido como a migragdo de particulas
carregadas em uma solugdo sob a influéncia de um campo elétrico. Diferentes
particulas com cargas e/ou tamanhos diferentes migram com velocidades diferentes:
este é o principio basico de todos os métodos eletroforéticos de separacao [KOK,
2000].

A forga elétrica (Fei¢trica) €xercida em uma particula i em solugdo é dada por
um produto envolvendo a carga da particula (zi), a carga elementar (e = 1,602 x
107'° C) e 0 campo elétrico aplicado (£= V cm™) na solugao:

(1)
Felgtrica = Zi e E

E claro que a direcdo da forca é ao eletrodo com carga oposta ao da
particula. Sob a influéncia da forga eletrostatica a particula carregada € acelerada e

comeca a migrar. Em solucdo, seu movimento é entdo retardado pela forga de atrito
(Fatrito), que aumenta proporcionalmente com a velocidade v da particula. Para uma

particula esférica a forca de atrito é dada pela equacéao de Stokes:

Fotrito = 6N 1715
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7

onde N é a viscosidade da solugdo (g cm® s™') e ri o raio idnico hidratado da
particula (cm).

Além das duas forgas descritas anteriormente, durante a migragdo de um ion
e de sua esfera idnica, sob influéncia de um campo elétrico, também atuam forgas
de retardamento (Fretardamento) € de relaxagao (Frelaxacao), como ilustrado na Figura 3.
Estas estdo associadas a presenca da esfera idnica, e, portanto, sdo mais dificeis de
quantificar. O retardamento aparece porque a esfera ibnica possui carga oposta a do
ion e, consequentemente, tende a migrar em direcdo oposta. A relaxacado se
relaciona a tendéncia da esfera ibnica em se redistribuir simetricamente ao redor do
ion. Entretanto, como o ion esta em movimento constante, existe um tempo finito
para a esfera ibnica se rearranjar. O resultado € um alongamento da esfera idnica
em relagdo a posicao central do ion [TAVARES, 1996].

S,

Fe elétrica

F retardamento

—

i
F rela;apéo \:—|—)

A ————
F;ltrito

Figura 3 — Forgas atuantes em um ion e sua esfera ibnica durante a migracdo eletroforética.
Adaptado de TAVARES, 1996.

Depois de um tempo de aceleracdo (muito pequeno) a resultante de forgas
(elétrica e atrito) € nula e a particula entdo se move com uma velocidade constante
atraves da solugéo:

_ zieE (3)
é6mn r;

(%1

E bom perceber que sob condigdes normais em CE, as velocidades de

migracao tipicas sdao na ordem de alguns milimetros por segundo. Para uma
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comparacao mais facil de dados experimentais obtidos, a mobilidade ibnica p; tem

sido definida como:

E (4)

A dimensdo de mobilidade é cm? V' s™'. Das equacdes acima segue que a
mobilidade de uma particula esférica pode ser escrita como:
Zie

i = ()

6nn r;

Fica claro que, em CE, diferentes ions podem ser separados quando estes

diferem tanto na carga (zi) ou no raio (ri), ou melhor, quando existir diferenca na

relacdo carga/tamanho. E bom ressaltar que, em solugdo, ri é o raio do fon
hidratado, pois um ion em uma solugdo aquosa esta cercado por moléculas de agua
fortemente ligadas cujos dipolos elétricos s&o atraidos para o ion carregado
eletricamente. A Tabela 1 mostra os valores dos raios i6nicos hidratados de alguns

cations inorgénicos, calculados a partir dos valores de condutancias equivalentes

limites das espécies idnicas (Ao), conforme a equacgdo abaixo [BAKER, 1995]:

_819x107 z
=T (6)

Analisando a Tabela 1, percebe-se que a mobilidade de um ion Ca(ll) &€ mais
elevada do que do ion Ni(ll), pelo fato de se ligarem um niumero menor de moléculas
de agua. E também quanto maior a carga do ion, maior serd a sua atracao por

moléculas de agua (por exemplo, Ni(ll) > Na(l)).
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Tabela 1 — Raio idnico hidratado ri (em cm) de alguns cations inorgéanicos.

Cation 108 Cation 10%r; Cation  10%r;
Na(l) 1,624 Cu(ll) 3,000 Mg(ll) 3,088
Pb(ll) 2,297 Cd(ll) 3,039 Co(ll) 3,150
Ca(ll) 2,750 Zn(ll) 3,046 Ni(ll) 3,244

A parede interna de um capilar de silica fundida é revestida com grupos
silanol (Si-OH), os quais apresentam um carater &cido. Em contato com o meio
aquoso, alguns desses grupos sao ionizados, € com a ionizagao, a superficie do
capilar se torna negativamente carregada (Si-O7), visualizado na Figura 4 (B). O
aparecimento destas cargas na superficie do capilar é balanceado pela interacao
eletrostatica de cations da solu¢do, causando o aparecimento da dupla camada
elétrica (DCE). O modelo combinado da DCE, de Gouy-Chapman-Stern-Grahame,
prevé uma camada compacta imével onde os cations estdo fortemente adsorvidos,
adjacente a superficie negativa, que neutraliza parcialmente a carga negativa, mas
segundo este modelo a presenca de moléculas de solvente e mesmo de anions da
solugédo também é plausivel. Na medida em que a distancia da superficie aumenta, a
interacdo dos cations da solucao vai se tornando mais fraca, dando origem a regiao
difusa da DCE. A distribuigdo dos cétions segue o mesmo perfil de potencial (¥)
exibido ao longo da DCE. A Figura 4 (A) ilustra a estrutura da DCE segundo este
modelo [TAVARES, 1996; HARRIS, 2001].



36

Capilar de silica fundida

(Pﬁ) | ég@é@@ %é) } Camada compacta
D.©.0.9.D.

e ) @ o ®
® 5 ® e

@ Solugio coF mmb @

(B) I@@'T' ‘oo 200
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Camada difusa

Figura 4 — Modelo para a interface capilar/solugdo: (A) Dupla camada elétrica criada pela superficie
do capilar carregada negativamente e pelos cations que se encontram préximos. PC refere-se ao
plano de cisalhamento; (B) A predominancia de cations na parte difusa da dupla camada produz um

fluxo eletrosmético (EOF) na direcdo do catodo sob acdo de um campo elétrico.

Quando um campo elétrico é estabelecido ao longo do capilar, ha a
movimentacdo dos céations da solucdo em direcao ao catodo, e dos anions em
direcdo ao anodo. Como as cargas negativas da superficie do capilar ndo se
movimentam, ocorre uma redugdo drastica na velocidade de migragao dos cations
eletrostaticamente a elas ligados. Por outro lado, os cations da camada difusa,
fracamente ligados, também migram em diregdo ao catodo, arrastando consigo as
moléculas neutras do solvente. A movimentagcdo das moléculas de solvente com
relacdo a uma superficie carregada sob acdo de um campo elétrico denomina-se
eletroosmose.

Um fendmeno importante que acompanha a eletroforese é a geragéo do fluxo
eletrosmotico, que resulta das interacées entre a parede do capilar e o eletrdlito de

trabalho. A velocidade do fluxo de solvente (Veo), ou EOF, é proporcional ao campo

elétrico aplicado:

Heo E (7)

onde lleo € a constante de proporcionalidade denominada de mobilidade do fluxo

eletrosmético.
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A mobilidade do fluxo depende de fatores como a constante dielétrica (€) e a
viscosidade (1) da solucdo, e do potencial definido no plano de cisalhamento na

regido difusa, ou potencial zeta (():

ge

Heo = amn (8)

O fluxo eletrosmético dentro do capilar em CE é caracterizado por um perfil
radial constante, que nao induz a dispersdo das bandas e garante a alta eficiéncia
da separacao eletroforética, como ilustrado na Figura 5, em comparagdo com
técnicas que utilizam pressdo para movimentar a solugdo, como ocorre em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Neste ultimo caso o perfil do fluxo é
laminar, favorecendo a dispersé&o radial das bandas.

(a) (b)
® ) - o e IR

Figura 5 — Perfil do fluxo: (a) eletrosmotico (CE) e (b) laminar (HPLC).

Devido a presenca do EOF, a velocidade aparente (va) dos ions deve ser
vetorialmente somada a velocidade do fluxo:

Vo = (“ef + Ueo) E ©)

E possivel determinar o tempo de migracéo (tm), ou seja, o tempo que o fon

leva para alcancar o detector a partir do ponto de inje¢ao, utilizando as informagdes

de mobilidade e parametros operacionais:

t - ¢ -
m (l-’-ef"'l’-eo)V
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onde Ler € a distancia do ponto de injecdo até o detector, L. € o comprimento total do

capilar e V é o potencial aplicado.

A existéncia de EOF tem importantes implicagdes na CE, pois contribui para a
automacéao da técnica, permitindo a introducdo da amostra e deteccao diretamente
no capilar. Além disso, o EOF é responsavel pela conducdo dos solutos no interior
do capilar, sem distincdo de carga, em direcdo ao detector, o que possibilita a

andlise simultadnea de cations, anions e espécies neutras.

2.1.4 Separacao de metais por eletroforese capilar de zona (CZE)

A CE pode ser considerada como um nome coletivo para um numero de
diferentes modos de separacao eletroforética. Dentre as modalidades conhecidas de
separacao mediadas por campo elétrico [TAVARES, 1997], utilizou-se neste trabalho
a eletroforese capilar de zona (CZE). Outros modos de separacdo existem,
chamados eletroforese capilar em gel (CGE), cromatografia micelar eletrocinética
(MEKC), isotacoforese (ITP), focalizagdo isoelétrica (IEF) e eletrocromatografia
capilar (CEC). Explica¢des detalhadas sobre estes modos de separagdo podem ser
encontradas na bibliografia da area [KUHN, 1993; TAVARES, 1996; TAVARES,
1997].

A CZE é um dos modos de separacdo mais utilizados na pratica,
provavelmente em razdo da facilidade de sua implementacdo e otimizacao das
condi¢cbes experimentais. Em CZE, o capilar € preenchido com um eletrdlito de
trabalho, geralmente com caracteristicas tamponantes, e a amostra é introduzida
neste meio como uma banda de pequena espessura, como visualizado na Figura 6
(A). Com a aplicagao do potencial, e devido as diferencas na mobilidade efetiva (Lef)
entre os diferentes componentes da amostra, estes se separam em zonas distintas
(A, B, C), conforme ilustrado na Figura 6 (B). Em CZE, ap6s a separagado, as
fronteiras méveis sdo sempre definidas entre as zonas dos analitos e do eletrdlito de
trabalho. Nao existe restricdo de mobilidade entre os analitos e o co-ion do eletrdlito
de trabalho, mas a sua relagdo é determinante do formato dos picos obtidos, além
de influenciar a sensibilidade em determinados sistemas de deteccdo [FRACASSI
DA SILVA, 2001].
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O registro do sinal do detector € denominado eletroferograma (Figura 6 (C)),
onde no eixo das abscissas estd o tempo decorrido na analise (geralmente em
minutos) e no eixo das ordenadas esta o sinal dos analitos que passaram pela zona
de deteccdo. Em um eletroferograma, a altura ou area do pico detectado relata a
concentracdo de um composto em questdo na solugdo da amostra.

A separacdo de cétions metdlicos por CZE € geralmente realizada sob
condi¢des normais de fluxo eletrosmotico (em diregéo ao catodo) e polaridade, onde
a amostra € injetada na extremidade anddica do capilar e detectada na extremidade
catodica. Nestas condi¢des, analises rapidas de metais alcalinos, alcalino-terrosos,
metais de transicdo e de transicdo interna sdo realizadas com boa eficiéncia de
separacao.

§— amostra injetada

I] eletrélito de trabalho I ( A)

alta —g I t (B)
voltagem T analitos separados

7

, + 0 B (©)

vnlngem
T / \J v
deteccdo
!l .
- f~—J -JI
tempo /

R "

Figura 6 — Sequéncia de eventos na separagao por CZE: (A) A amostra é injetada entre o eletrélito
de trabalho; (B) As zonas dos analitos (A, B, C) presentes na amostra separam-se e deslocam-se em
direcdo ao detector com velocidades distintas; (C) Deteccao dos analitos e obtengdo de um

eletroferograma.

A partir das informagdes obtidas nos eletroferogramas, a resolucao (R) e a

eficiéncia da separacdo (N) podem ser calculadas através das equacdes 11 e 12,

respectivamente.
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— tm2= tma
Rop =2 ( Wy +W, ) (1)
2
N = 5,54( tm) (12)
1/2

onde tmi € Wi séo, respectivamente, o tempo de migragao e a largura do pico para

o analito 1, e W12 é a largura a meia altura do pico.

2.1.5 Deteccao de metais em CE

Os métodos de deteccdo em CE sao similares aos adotados em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Em todos os casos, devido ao
reduzido diametro interno do capilar, a célula de deteccao possui um volume muito
inferior aos utilizados em HPLC, o que cria a necessidade de sistemas de deteccao
bastante sensiveis. De fato, varios esforcos tém sido conduzidos no sentido do
aprimoramento destes sistemas e no desenvolvimento de estratégias de aumento
dos limites de deteccao (LOD) [ALBIN et al., 1993].

Os métodos de deteccao sao classificados em:

(1) Opticos — absor¢ao de radiagcdo no UV-Vis ou infravermelho, fluorescéncia,
Raman, quimiluminescéncia e absorbancia termo-6ptica;

(2) Eletroquimicos —  amperométricos, potenciométricos, voltamétricos,
condutométricos e oscilométricos (ou condutométricos sem contato);

(3) Acoplados — sistemas acoplados a espectrometria de massa, espectrometria
de emissdo por plasma indutivamente acoplado, fotometria de chama e
ressonancia magnética nuclear;

(4) Outros — métodos de detecgdo menos comuns como o radiométrico e de
vibragéo induzida por laser.
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Em CE, os LOD obtidos normalmente expressam a sensibilidade
caracteristica do método empregado. Além disso, € comum em CE referir-se a
quantidade minima de material que se pode detectar (em mols) em detrimento ao
LOD expresso em concentracdo. Isto é devido aos baixos volumes empregados em
CE. A Tabela 2 [JAGER & TAVARES, 2001] mostra os valores de LOD para cétions
metdlicos analisados em sistemas de deteccao utilizados em CE.

Tabela 2 — Limites de detecgéo (LOD) tipicos para cations metdlicos nos sistemas
de detecgéo utilizados em eletroforese capilar.

LOD (mol L™)

Modo de deteccao .
para cations

Absorcao

Direta 108 -107

Indireta 10°-10~’
Fluorescéncia

Direta (laser) 10°-10"7

Indireta 107°
Condutividade 107 -107°
Amperometria 10°-10"7
ICP-MS 108 -107"
Lentes térmicas 1078

Analisando a tabela acima se pode notar que, no caso da detecgao de céations
metalicos em CE, o sistema de detecgcdo condutométrico apresenta uma
sensibilidade maior que o sistema de deteccao por absor¢cdao no UV-Vis. Contudo, o
modo de deteccdo mais empregado, até o momento, na separacado de cations por
CZE ¢é a deteccdo UV-Vis (direta ou indireta) [TAVARES, 1997; JAGER &
TAVARES, 2001]. Este tipo de deteccao requer, na maioria das vezes, 0 uso de
espécies absorventes no eletrolito de trabalho para a detecgao indireta, uma vez que
cations metalicos ndo apresentam absorcdo na regido do espectro UV-Vis. A

principal desvantagem da detec¢do UV para a determinagdo de cations metalicos
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em CZE ¢é a sua baixa sensibilidade, devido ao pequeno diametro interno do capilar
de silica que serve como caminho 6tico para a medida fotométrica.

Além da absor¢cdo UV-Vis, a deteccdo indireta por fluorescéncia também
pode ser empregada na separacao de cations metalicos por CZE. A deteccao por
fluorescéncia direta, na maioria dos casos, necessita da derivatizagdo dos ions
metalicos para produzir sinal detectdvel. Da mesma maneira que na deteccao
indireta por absorcdo, a deteccdo indireta de fluorescéncia, utilizando-se um
eletrélito com propriedades fluorescentes, também pode ser realizada para céations
metdlicos [JAGER & TAVARES, 2001].

Apesar da deteccédo éptica (absorcao e fluorescéncia) ser a mais comumente
utilizada em CE, nos dltimos anos, as técnicas eletroquimicas de detecgédo tém

encontrado um grande campo de atuagao.

2.1.6 Deteccao eletroquimica em CE

Apés aproximadamente 20 anos de desenvolvimento sobre os sistemas de
deteccéao eletroquimica (ED) em CE, hoje conta-se com uma grande variedade de
montagens de detectores, e as grandes dificuldades no posicionamento do eletrodo
e interferéncia do campo elétrico de separagdo foram praticamente solucionadas.
Com as modalidades de técnicas eletroanaliticas disponiveis, praticamente todas as
classes de compostos podem ser analisadas por CE-ED, sendo que na maioria dos
casos com 6tima sensibilidade, o que viabiliza aplicagdes em diferentes ambientes e
matrizes.

A deteccao amperométrica (AD) € um método sensivel e apresenta boa
seletividade, na qual sdo passiveis de andlise todas as espécies eletroativas no
potencial de trabalho selecionado. Da mesma forma, a detec¢do potenciométrica
(PD) responde somente a uma restrita classe de compostos. Tais técnicas seletivas
(PD e AD) tém sido utilizadas na determinacdo e eliminagcdo de interferentes
previamente separados por CE. Além disso, a deteccéo voltamétrica (VD) possibilita
a caracterizagao eletroquimica dos picos obtidos, fornecendo informacdes
importantes na diferenciagdo dos analitos separados. Por outro lado, na deteccao
condutométrica (CD), como a corrente medida € uma propriedade da solugéao
analisada, nenhuma seletividade é encontrada neste tipo de detecgédo, o que pode
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ser interessante do ponto de vista de deteccao universal, sendo uma vantagem
quando aplicada a técnicas de separagdao [FRACASSI DA SILVA, 2003].

2.1.6.1 Deteccao condutométrica em CE

Desde a sua introducgéo, a detecgdo condutométrica (CD) tem demonstrado
ser uma boa alternativa para a determinacao de ions pequenos separados por CZE
[FRACASSI DA SILVA et al, 2003]. Isto € devido a sua universalidade para a
determinagédo de espécies carregadas e ao fato da detecgédo por absor¢cao no UV—
Vis ndo ser ideal para deteccdo sensivel de fons pequenos [KUBAN & HAUSER,
2008].

A CD é, em principio, um método de deteccao universal desde que os analitos

fornecam uma diferenca de condutividade mensuravel em relagdo ao eletrdlito. A

condutancia de uma solucado (G) é dependente da area do eletrodo (A), da distancia
entre os eletrodos (), das concentragdes (ci) de todas as espécies carregadas e de

sua condutividade molar (A;), de acordo com a Equagao 13:
A
G = 7 Z Aici (13)

Este tipo de detecgéo pode ser conduzido por dois modos diferentes: (i) modo
com contato e; (i) modo sem contato. No modo convencional (com contato), os
eletrodos sé@o posicionados diretamente em contato com a solucéo, fato que pode
gerar alguns problemas na presenca de um campo elétrico, como € o caso das
separacoes eletroforéticas. Dentre os possiveis problemas, destaca-se a formagao
de bolhas causadas pela eletrélise e também a degradacao do eletrodo. Além disso,
a presenca de um campo elétrico requer uma protecdo adequada do circuito
eletrénico do detector para eliminar possiveis interferéncias elétricas. No modo sem
contato, os eletrodos sao posicionados do lado externo de um microcanal ou de um
capilar (sem contato com a solugéo), prevenindo os problemas relacionados ao
modo com contato [VANDERVEER et al., 2004].
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A CD empregada em CE teve como origem trabalhos aplicados a
isotacoforese (ITP), ha cerca de 30 anos [VAN DER STEEN et al., 1972]. O método
envolve, na sua versdao mais simplificada, a aplicagcdo de um sinal senoidal, da
ordem de milhares de Hertz, a dois microeletrodos de platina posicionados
adequadamente sobre o capilar. A corrente alternada que flui pelos eletrodos
relaciona-se com as dimensdes da célula condutométrica e com a conduténcia da
solugcdo entre os eletrodos e, conseqientemente, com a composi¢cdo idnica da
solucado analisada [FRACASSI DA SILVA, 2003].

No trabalho publicado por Steen e colaboradores [VAN DER STEEN et al.,
1972] foram utilizados capilares de 0,45 mm (d. i.) onde dois cilindros metalicos
foram perfeitamente acoplados ao capilar. Subsequentemente, os eletrodos foram
conectados a um condutivimetro convencional.

Em 1979, em um trabalho de fundamental importancia para a técnica de CE,
Mikkers e colaboradores [MIKKERS et al., 1979] utilizaram um detector baseado na
medida do potencial desenvolvido entre dois eletrodos inseridos no capilar. Isto €, de
fato, uma medida indireta da condutividade do meio eletrdlito entre os eletrodos,
uma vez que o campo elétrico que recai sobre as zonas € proporcional a sua
resisténcia elétrica. Neste trabalho pioneiro, foi demonstrada a separacdo de
diversos anions organicos e inorganicos em capilar de poli(tetrafluoretileno) de 200
um (d. i.).

Durante as décadas de 80 e 90 do seculo XX, muitos trabalhos foram
publicados abordando aspectos tedricos, construcdo e aplicagdes de detectores
condutomeétricos em CE. Um breve histérico da maioria destes trabalhos esta
relatada em um artigo que fala sobre a detecgéo eletroquimica em CE [FRACASSI
DA SILVA, 2003].

Um grande numero de compostos iGnicos tem sido separado e analizado
usando CZE com CD, principalmente apo6s o langamento no mercado de aparelhos
comerciais munidos de CD [HABER, et al, 1996; JONES ef al, 1996]. A
determinacao do fluxo eletrosmoético [WANDERS et al., 1993] e o estudo dos seus
modificadores [GOVINDARAJU et al., 1997], bem como a determinagcdo da
mobilidade de monoaminas [FU & LUCY, 1998] e a previsao do formato de picos
[GEBAUER et al., 1997], tém sido conduzidas com o auxilio deste tipo de deteccao.

Uma grande variedade de amostras tem sido analisadas, como pode ser
demonstrado na determinagdo de anions em matrizes ambientais [VALSECCHI et
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al., 1997; KANIANSKY et al, 1996; ROSSO & BOSSLE, 1998; HISSNER et al.,
1999], bebidas [KLAMPFL & KATZMAYR, 1998; KLAMPFL et al., 1998; KLAMPFL,
1999], banhos para eletrodeposicao [KLAMPFL et al., 1998; KLAMPFL et al., 1999] e
perdxido de hidrogénio [MEISSNER et al., 1998], ions inorganicos em amostras de
fluido pulmonar [GOVINDARAJU et al.,1997], cations em tubulos renais de ratos in
vivo [STOCKING et al., 1999]. Além disso, surfactantes tém sido separados e
detectados indiretamente [GALLAGHER & DANIELSON , 1997; GALLAGHER et al.,
1998]. Particularmente interessante é a analise de tragos por CE com CD. Kaniansky
e colaboradores [KANIANSKY et al., 1994] empregaram o acoplamento das técnicas
de ITP e CZE na determinagdo de anions como micro-constituintes em agua de
chuva. Haber e colaboradores utilizaram a isotacoforese transiente (t—ITP) para pré-
concentracdo de anions presentes em agua de reatores nucleares [HABER et
al.,1998]. Utilizando adigdo de padréo, foram obtidos 6timo limite de detecg¢éo e boa
reprodutibilidade, mesmo para injecao eletrocinética de amostra.

Consideragdes tedricas sobre o sistema de deteccdo condutométrica foram
conduzidas por Katzmayar e colaboradores [KATZMAYR et al., 1999] a respeito da
otimizagédo do tampao de trabalho para CD em CE. Os autores encontraram que as
diferencas de condutancia e a relacao sinal-ruido sdo dependentes ndo somente das
diferencas de mobilidade entre o analito e o co-ion do tampao, mas também do
contra-ion utilizado. Lucy e Wu [LUCY & WU, 1998] consideraram os aspectos de
calibracao e de sensibilidade obtida para deteccao direta e indireta para deteccao
condutométrica em CE.

A sensibilidade da CD em CZE esta diretamente ligada a diferenca de
condutividade entre o eletrélito de trabalho e a zona do soluto que migra pelo capilar,
ou mais precisamente, a diferenga de mobilidade entre o contra-ion do eletrdlito de
trabalho e o ion analisado. Se a zona analisada possuir condutividade maior que o
eletrdlito de trabalho, entdo um pico positivo é registrado e a detecgao é denominada
direta. Se o contrario ocorrer, a zona possuir condutividade menor que o eletrdlito,
um pico negativo é registrado e a detecgao € dita indireta. Portanto, o emprego de
eletrdlitos de trabalho de baixa condutividade é de fundamental importancia
possibilitando a deteccao de ions metdlicos com limites de detecgao inferiores aos
alcancados na detecgdao UV—Vis [FRACASSI DA SILVA, 2003].
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2.1.6.1.1 Eletroforese capilar de zona com deteccao condutométrica sem
contato acoplada capacitivamente (CZE-C’D)

A deteccdo condutométrica sem contato acoplada capacitivamente (C*D,
capacitively coupled contactless conductivity detection), ou detecgdo oscilométrica,
tem recebido atencao nos ultimos anos como alternativa a detec¢gdo condutométrica
convencional. Isto se deve ao alto custo dos instrumentos que empregam a
deteccao da condutividade pelo contato direto dos eletrodos com a amostra, uma
vez que a sua construcéo requer modificagées no sistema e geometria complicadas.

Na C*D, ao aplicar um sinal senoidal a um dos eletrodos, uma corrente
alternada pode ser acoplada capacitivamente no eletrdlito de trabalho e registrada
no segundo eletrodo de medida [PUMERA, 2007; KUBAN & HAUSER, 2008]. Isso é

possivel, porque os eletrodos formam capacitores com a solugdo eletrolitica
utilizada. Estes capacitores sdo caracterizados pela impedancia, Xc, também
conhecida como reatancia capacitiva, a qual € inversamente dependente da

capacitancia, C, que é calculada pela Equacéo 14:

X, = — (14)

sendo que C representa a capacitancia, e w é dado por (21tf).

Como observado na Equacao 14, quanto maior a freqiéncia de trabalho,
menor a reatancia capacitiva ou impedancia que um capacitor oferece ao fluxo de
carga, permitindo que as variagdes de condutividade da solugdo no interior do
microcanal sejam observadas mesmo com os eletrodos posicionados do lado
externo do capilar de separagéo.

No modo sem contato, o principio de funcionamento nao é fundamentalmente
diferente da deteccao condutométrica convencional (com contato). Em ambos os
casos, 0s experimentos sdo conduzidos com sinais alternados de modo a garantir
que as correntes medidas sejam provenientes da concentracdo e condutividade
molar das espécies idnicas presentes na solucdo [KUBAN & HAUSER, 2008], como
demonstrado na Equacao 13.
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Devido a presengca de uma camada isolante no modo sem contato, as
capacitancias sao muito menores do que as capacitancias da dupla camada dos
eletrodos sem o isolamento elétrico. Deste modo, a freqiiéncia de trabalho precisa
ser significativamente maior no modo sem contato [KUBAN & HAUSER, 2008].

A CZE com deteccdo condutométrica sem contato acoplada capacitivamente
(CZE-C*D) possibilita a determinagéo rapida e simultanea de metais com limites de
deteccdo da ordem de pmol L~ [FRACASSI DA SILVA & DO LAGO, 1998;
FRACASSI DA SILVA et al., 2002; BOCKEL et al., 2005]. Em condi¢cdes normais, a
C*D oferece sensibilidade superior a detecgao indireta por absorgéo no UV, com a
vantagem adicional de ndo requerer a abertura de janelas no capilar, aumentando a
sua durabilidade e facilitando a sua utilizagdo [FRACASSI DA SILVA & DO LAGO,
1998; FRACASSI DA SILVA, 2001]. Além disso, a CZE-C*D é vantajosa em
comparagao a outros métodos analiticos de separagao principalmente em relagcao
aos baixos custos envolvidos na construgéo e manutengao do equipamento.

A C*D, consistindo em um arranjo radial, foi aplicada as técnicas de
eletromigragdo no inicio dos anos 1980 para a determinagao isotacoforética de
anions organicos e inorganicos [GAS et al., 1980; VACIK et al., 1985].

Em 1998, Zemann e colaboradores [ZEMANN et al., 1998] e Fracassi da Silva
e do Lago [FRACASSI DA SILVA & DO LAGO, 1998] propuseram, de forma
independente, a utilizagdo da C*D como método de deteccdo para CE. A célula de
C*D em arranjo axial é baseada em dois eletrodos tubulares, que circundam o
capilar de separacao e sao posicionados lado a lado ao longo do eixo do capilar. Os
eletrodos foram confeccionados de dois tubos metalicos que foram cortados de uma
agulha de seringa [ZEMANN et al., 1998], ou formados diretamente na superficie do
capilar pintando duas faixas com cola de prata condutora [FRACASSI DA SILVA &
DO LAGO, 1998]. Um espago entre os eletrodos (gap) de poucos milimetros de
comprimento (2 mm [ZEMANN et al., 1998] e 1 mm [FRACASSI DA SILVA & DO
LAGO, 1998]) define o volume de detecgédo. Os protétipos construidos operam a 20
ou 40 kHz e 600 kHz, respectivamente. Como cada eletrodo forma um capacitor com
a solucao do eletrélito dentro do capilar, é possivel passar uma voltagem alternada
de alta freqliéncia através da célula.

A simplicidade do formato da célula e do circuito atraiu a atengéo de varios
grupos de pesquisa e aperfeicoamentos da célula de deteccado axial tém sido
publicados desde sua introducéo, assim como uma ampla faixa de aplicagées. C*D
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tem sido empregada principalmente para analisar cations e anions inorganicos
[FRACASSI DA SILVA, 2003; MAYRHOFER et al., 1999; MASAR et al., 1999;
TANYANYIWA & HAUSER, 2002], assim como alguns compostos organicos
[MUZIKAR et al, 2001; CARVALHO et al., 2003; TANYANYIWA et al, 2003;
COUFAL et al., 2003; CHEN et al., 2007], ambos em CE convencional e também em
microchip [TANYANYIWA & HAUSER, 2002; WANG et al., 2003]. Uma aplicagéo
interessante de C*D é a deteccdo simultanea de cations e anions pela injecdo em
ambos lados do capilar enquanto o detector é posicionado no meio do mesmo
[ZEMANN, 2002; KUBAN et al, 2002; UNTERHOLZNER et al, 2002].
Recentemente, C*D tem também sido hifenada a outros sistemas analiticos, como
exemplo a injecdo em fluxo acoplada com CE-C'D [KUBAN et al, 2004].
Adicionalmente, no campo da separagdo, C*D também tem sido aplicada a HPLC
[ALDER et al., 1984; PAL et al.,1988] e ITP [GAS et al., 1980; VASIK et al., 1985].
Fracassi da Silva e do Lago [FRACASSI DA SILVA & DO LAGO, 1998] em
seu primeiro trabalho demonstraram que a freqUéncia de operacao tem um efeito
pronunciado no sinal. Tuma e colaboradores [TUMA et al.,, 2002] estudaram a
influéncia da frequiéncia, o comprimento do eletrodo e a disténcia dos eletrodos, e
encontraram que eletrodos pequenos e freqiéncias mais altas devem ser usados
para se ter uma melhor sensibilidade. Zemann e colaboradores [ZEMANN et al.,
1998] e Kuban e colaboradores [KUBAN et al, 2002] encontraram que o
comprimento do eletrodo ndo tem efeito significativo na eficiéncia da separacéo,
intensidade do sinal e aparéncia dos eletroferogramas. Tanyanyiwa e colaboradores
[TANYANYIWA et al, 2002] propuseram uma excitagdo de célula em vdrias
centenas de volts para melhorar a razdo sinal-ruido. A otimizagdo do sistema
CE-C*D foi descrita por Fracassi da Silva e colaboradores [FRACASSI DA SILVA et
al., 2002] que construiram uma versdo miniaturizada de C*D, e sugeriram que o uso
de uma voltagem de excitacdo consideravelmente mais baixa de 2 V resultou no
mesmo limite de deteccdo como o comumente usado de 20 V. A influéncia do
diametro interno do capilar na resposta do detector foi considerada por Mayrhofer e
colaboradores [MAYRHOFER et al., 1999]. Kaniansky e colaboradores [KANIANSKY
et al., 1999] avaliaram alguns parametros do C*D proposto, como a caracteristica de
resposta, o ruido branco e sensibilidade. Fracassi da Silva e do Lago [FRACASSI
DA SILVA & DO LAGO, 2000] utilizaram deteccao oscilométrica na deteccao de
alcodis alifaticos separados por cromatografia micelar eletrocinética (MEKC)
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demonstrando, pela primeira vez, a possibilidade de deteccao condutométrica de
espécies nao ibnicas, sem a necessidade de qualquer tipo de modificacdo na
molécula.

A separacao de metais alcalinos, alcalino-terrosos e de transicao por
eletroforese capilar de zona com deteccdo condutométrica sem contato acoplada
capacitivamente (CZE—C*D) ja foi relatada na literatura [FRACASSI DA SILVA & DO
LAGO, 1998; BOCKEL et al, 2005; ZEMANN et al., 1998; TANYANYIWA &
HAUSER, 2002; TAN et al., 2005]. Na grande maioria destes trabalhos, solugcbes
tampao contendo uma mistura de &cido 2-N-morfolinoetanossulfénico (MES) e
histidina (His) em pH entre 4,9 e 6,1 sdo empregados como eletrdlitos de trabalho,
gue mantém a condutividade de fundo em niveis relativamente baixos. Geralmente,
sao adicionados ao eletrdlito de trabalho agentes complexantes como éter coroa,
acido 2-hidroxiisobutirico, acido latico, acido malico e acido tartarico para alterar as
mobilidades eletroforéticas dos ions metdlicos [FRACASSI DA SILVA, 2001;
FRACASSI DA SILVA et al., 2002; JAGER & TAVARES, 2001; KUBAN et al., 2002;
FRACASSI DA SILVA et al., 2003; MAYRHOFER et al., 1999], além de solventes
organicos como metanol para melhorar a resolugdo dos sinais no eletroferograma
[FRACASSI DA SILVA, 2001; FRACASSI DA SILVA & DO LAGO, 1998; ZEMANN et
al., 1998; JAGER & TAVARES, 2001; FRACASSI DA SILVA et al., 2003]. Um
exemplo da separagdo de alguns metais de transicdo por CZE-C*D é a separagao
de Zn(ll), Co(ll), Cu(ll) e Ni(ll) empregando MES/His 10 mmol L™ (pH 4,9) e AcN
15% (v/v) [TAN et al., 2005].

Vale ressaltar que os sistemas CE-C*D desenvolvidos por Fracassi da Silva
e do Lago foram totalmente construidos em laboratério, sendo os primeiros sistemas
CE-C*D desenvolvidos no Brasil. Desde entdo, a construgdo de sistemas deste tipo
€ uma alternativa muito interessante para laboratérios de pesquisa que estejam
interessados no desenvolvimento da instrumentagcao e de métodos para CE, ja que
os custos destes foram significativamente menores em relagdo aos equipamentos
comerciais.

Seguindo esta tendéncia, Bockel e colaboradores [BOCKEL et al., 2005]
também construiram outro equipamento com sistema CE-C*D no Brasil. Este Gltimo
esta equipado com sistemas automaticos de injecdo da amostra e de controle de
temperatura do capilar. A aquisicdo do sinal do detector empregando um
potenciostato permitiu o tratamento dos dados através do programa préprio deste
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equipamento. Na separacdo de cations e anions inorganicos em misturas, o
equipamento construido reproduziu os resultados conhecidos da literatura,
apresentando repetibilidade nos tempos de migracao e boa resolu¢cao dos picos no
eletroferograma.

Dado o alto potencial do detector de condutividade sem contato, um bom
entendimento dos seus principios de funcionamento é imprescindivel. Diversas
revisdes sobre o assunto tém sido publicadas na literatura com o objetivo de dar ao
leitor uma visdo atualizada sobre a deteccao por condutividade sem contato com
arranjo axial em CE. Primeiramente, foram publicadas revisbes sobre os métodos
eletroquimicos de deteccdo em CE incluindo apenas discussdes breves sobre o
sistema C*'D [WEINBERGER, 1993; BAKER, 1995; POLESELLO & VALSECCHI,
1999; FRITZ, 2000]. Em lingua portuguesa, existe uma uUnica revisdo que relata
sobre o assunto anterior [FRACASSI DA SILVA, 2003]. Revisdes as quais enfocam
especialmente a deteccdo por condutividade sem contato em CE, somente a partir
de 2001 comecaram a ser publicadas [ZEMANN, 2001; TANYANYIWA et al., 2002;
ZEMANN, 2003; KUBAN & HAUSER, 2004; GUIJT et al., 2004; BRITO-NETO et al.,
2005; SOLINOVA & VASICKA, 2006; KUBAN & HAUSER, 2008].

As vantagens mencionadas ao sistema de detecgdo oscilométrica refletem
diretamente no nimero de publicacdes inseridas no banco de dados da IS/ Web of
Knowledge. Como pode ser visualizado na Figura 7, ha um constante aumento no
nuamero de publicagdes referentes ao método de deteccao oscilométrico desde 1998.
A pesquisa foi realizada com as seguintes palavras-chaves: contactless conductivity
detection or contactless conductivity detector or oscillometric detector.
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Figura 7 — Evolucdo do numero de publicagbes com deteccdo condutométrica sem contato em
fungdo do ano. Os dados foram extraidos do banco de dados da IS/ Web of Knowledge usando as
seguintes palavras-chave: contactless conductivity detection ou contactless conductivity detector ou
oscillometric detector em 20/01/2009.

2.2 Toxicidade e efeitos dos metais “estudados” na saude humana

Todas as formas de vida séo afetadas pela presenca de metais dependendo
da dose e da forma quimica. Muitos metais sdo essenciais para o crescimento de
todos os tipos de organismos, desde as bactérias até mesmo o ser humano, mas
eles sao requeridos em baixas concentragoes.

A classificagéo bioldgica dos metais tem sido baseada somente na toxicidade:
1) elementos essenciais: sédio, potassio, calcio, ferro, zinco, cobre, niquel e
magneésio; 2) micro-contaminantes ambientais: arsénio, chumbo, cddmio, mercurio,
aluminio, titdnio, estanho e tungsténio; e 3) elementos essenciais e simultaneamente
micro-contaminantes: cromo, zinco, ferro, cobalto, manganés e niquel [METAIS
PESADOS E SEUS EFEITOS].

No organismo dos seres humanos, os elementos traco podem ser divididos

em essenciais e nao-essenciais. Os primeiros sdo fundamentais para o
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desenvolvimento e a manutencédo da vida, devido a sua participacdo em diversos
processos bioquimicos. Sua deficiéncia ou auséncia na dieta ocasiona patologias
carenciais. Por outro lado, o excesso destes elementos pode causar efeitos toxicos
ao organismo. Para alguns deles, a diferengca entre a concentracdo considerada
toxica e essencial é muito pequena. Um metal pode atuar na atividade biolégica de
outro metal aumentando ou diminuindo sua toxicidade [WYNGAARDEN et al., 1993;
SAVORY & WILLS, 1992].

Os elementos ndo essenciais sao aqueles que nao participam do
metabolismo humano e podem gerar sérios danos a saude. A toxicidade de um
metal ou composto metdlico estd relacionada diretamente aos niveis de
concentracdo maximas toleradas num organismo. Estes elementos podem reagir
com as proteinas, DNA, RNA e outras substancias, afetando os processos
metabdlicos, resultando em mudancas fisioldgicas. A contaminacao devido a metais
pode resultar em mudancas irreversiveis ou entdo em mudancas que podem ser
revertidas pela remocao da exposicao ao metal [ONAGA, 1996; FAVARON, 2005].

Os efeitos toxicolégicos de contaminantes variam de uma espécie para outra.
Segue abaixo uma breve descricdo da toxicidade e de alguns efeitos benéficos que

metais como Cd, Pb, Co, Cr, Cu, Ni, Tl € Zn podem oferecer ao homem.

2.2.1 Cadmio

O cadmio (Cd) é toxico para os seres humanos e animais. Intoxicacdes leves
por cadmio podem causar: salivagédo, fadiga, perda de peso, fraqgueza muscular e
disfungao sexual. Niveis moderadamente altos de cadmio, entre 4 a 8 ug L™', podem
causar hipertensao, ao passo que niveis muito elevados podem causar hipotensao.
Este metal afeta os rins, pulmdes, testiculos, paredes arteriais, 0ssos e interfere com
muitos sistemas enzimaticos. [BIBLIOTECA DE INTOXICACOES]. A sua
concentragdo na agua, solo, ar e alimentos varia consideravelmente, dependendo

dos depositos naturais e poluicao ambiental [LARINI, 1987].
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2.2.2 Chumbo

E um elemento ndo essencial, na maioria das vezes pode ser acumulado no
organismo. A OMS estabelece uma ingestao semanal provisoéria toleravel de 3 mg
por peso corpdéreo de chumbo (Pb). A absorcéo varia com a idade e é afetada por
diferentes formas com as quais o Pb se encontra. Enquanto em adultos a absorcéao
de Pb é de aproximadamente 10%, para criangas esse valor é de 50%. Niveis baixos
de Pb afetam a capacidade do organismo para utilizar célcio, magnésio, zinco e
outros minerais. A intoxicagédo por Pb pode causar inicialmente falta de apetite, gosto
metalico na boca, desconforto muscular, mal estar, dor de cabeca e cdlicas
abdominais fortes [ONAGA, 1996; FAVARON, 2005]. O Pb absorvido é excretado
principalmente através da urina e fezes, nos valores de 25 e 10%, respectivamente,
durante as primeiras 24 horas. O nivel de Pb no cabelo € um excelente indicador de
sobrecarga de chumbo no organismo [LARINI, 1987]. A ocorréncia de Pb em &agua
potavel pode ser resultado de contaminacdes da fonte de abastecimento. A maioria
dos manifestos de toxicidade decorre de exposi¢cao ambiental e/ou industrial e pelos
alimentos contaminados [FAVARON, 2005].

2.2.3 Cobalto

O cobalto (Co) € um elemento quimico, além de ser essencial, presente na
vitamina Bi,. Para a populacdo em geral, a dieta representa a principal fonte de
exposicao ao Co, sendo que os produtos de origem animal sdo boas fontes de
vitamina B1,. A deficiéncia de vitamina By, causa fadiga crbnica, falta de resisténcia
fisica, perda de sensibilidade, depressdo mental, parestesia, anemia ou macrocitose.
Do ponto de vista ocupacional, as principais vias de exposi¢cao sao a respiratéria e a
dérmica. Uma vez absorvido, pelo trato gastrintestinal ou respiratorio, o Co é
excretado principalmente pela urina, em proporcao de aproximadamente 80%, e em
torno de 15% através das fezes. Os efeitos toxicos observados nas exposicdes a
diferentes compostos de Co sao mais pronunciados nos pulmdes, na forma de asma
brénquica e fibrose. A agua potavel é uma das fontes de exposicao ao Co, podendo
conter uma concentracéo de 0,1 — 5 pg L™ do elemento [ALVES & ROSA, 2003].
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2.2.4 Cobre

O cobre (Cu) também é considerado um mineral essencial que tem como
funcédo a sintese de hemoglobina e o desenvolvimento de tecidos. Sua deficiéncia
pode causar perda de peso, anemia e deficiéncia na formagdo de o0ssos e
cartilagens. A ingestdo méaxima diaria de Cu estabelecido pela OMS é de 20 ug kg™
para uma pessoa adulta. A maior parte de ingestdo é obtida pela dieta alimentar
onde a presenga de aminoacidos e citratos aumenta esta absorgdo. Fibras
alimentares e metais como Fe, Zn, Cd e Pb inibem a sua absor¢cdo [ONAGA, 1996].
A absorgédo de Cu no organismo ocorre no trato intestinal (40 a 70%), embora como
0 Zn, a absor¢do dependa da quantidade ingerida. Apdés a absorcao o Cu passa
rapidamente para a circulagdo sanguinea e se deposita no figado, nos musculos e
nos tecidos cerebrais. Em geral, o Cu ndo é considerado um metal acumulativo no
organismo. Entretanto, uma ingestdo excessiva pode causar fadiga, dores
musculares e nas juntas, anemia, problemas hepaticos e renais [ONAGA, 1996;
FAVARON, 2005]. A intoxicacédo por Cu pode ocorrer devido a contaminacao deste
metal na agua.

2.2.5 Cromo

Cromo (Cr) pode aparecer em solucdao na forma de Cr(lll) e Cr(VI). As
propriedades destas duas espécies diferem consideravelmente: Cr(VI) é téxico
devido principalmente pela facilidade com que penetra na pele, assim, é considerado
como um forte agente carcinogénico, enquanto que Cr(lll) é um elemento traco
essencial ao funcionamento do nosso organismo na manutencao do metabolismo de
lipidios, glicose e proteinas. Porém, quando em excesso se torna toxico. Muitas
vezes, a determinacdo das duas espécies de Cr é realizada separadamente
[BIBLIOTECA DE INTOXICAGCOES]. A intoxicacdo de Cr devido & contaminacéo
alimentar é rara, ja a intoxicagao industrial por Cr causa dermatites alérgicas, Ulceras
na pele e carcinomas. As taxas elevadas de Cr sdo associadas a lesdes vasculares
com aumento dos quadros de hemorragias e tromboses cerebrais [SAVORY &
WILLS, 1992; BIBLIOTECA DE INTOXICACOES]. Além dos compostos de Cr, o



55

cromo metalico e ligas também sdo encontrados no ambiente de trabalho. A
absorcao de Cr por via cutanea depende do tipo de composto, de sua concentracao
e do tempo de contato. O Cr absorvido permanece por longo tempo retido na juncao
dermo-epidérmica e no estrato superior da mesoderme. A maior parte do Cr é
eliminada através da urina, sendo excretada apds as primeiras horas de exposigao.
Os compostos de Cr produzem efeitos cutdneos, nasais, bronco-pulmonares, renais,
gastrointestinais e carcinogénicos. [METAIS PESADOS E SEUS EFEITOS].

2.2.6 Niquel

O niquel (Ni) em quantidades pequenas tem sido classificado como um
elemento importante ao organismo humano. Em doses elevadas é téxico podendo
causar: 1) irritagdo gastrointestinal com nauseas, vomitos e diminuigdo do apetite; 2)
alteragdes neuroldgicas: dor de cabega, vertigem; alteragdes musculares: fraqueza
muscular; 3) alteragdes cardiacas: palpitacoes; 4) alergia: dermatite, rinite crdnica,
asma e outros estados alérgicos. O Ni inibe a agdo da enzima superoxido dismutase
que participa no processo de metabolizagdo dos radicais livres. O excesso de Ni
pode chegar a ter consequUéncias graves como necrose e carcinoma do figado e
cancer de pulmao. Algumas fontes de contaminacdo de Ni sdo: 1) alimentos:
chocolate, gordura hidrogenada, nozes, feijao, ervilha seca e cereais; 2) cigarro:
cada cigarro contém de 2 a 6 mg de Ni (as pessoas que fumam ou convivem com a
fumaca do cigarro geralmente apresentam taxas aumentadas de Ni); 3) baterias de
niquel e cadmio; 4) petréleo e industrias petroquimicas; 5) processos metallrgicos
de refinamento de Ni; 6) panelas de inox podem liberar Ni durante o cozimento de
alimentos acidos como o tomate. O tratamento consiste de eliminacdo da fonte de
contaminacao, aumento da ingestdo de fibras e suplementacdo com selénio, zinco,
L-cisteina, D,L-metionina e terapia anti-oxidante [BIBLIOTECA DE INTOXICAGOES].
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2.2.7 Tdlio

O talio (Tl) € um elemento ndo essencial ao organismo humano. E téxico,
pois, dentro do corpo humano, os ions de talio "se fazem passar" por potassio
(elemento essencial para o organismo) e se instalam nas células, cujo
funcionamento é prejudicado. Isso ocorre principalmente no sistema nervoso: o
resultado €& insbnia, depressdo profunda e desejo de morrer. Os efeitos do
envenamento por talio sdo perda dos cabelos e danos nos nervos periféricos. O Tl
também ataca os testiculos e o coracdo, e causa paralisia muscular. A dose letal de
Tl é de 800 mg [BIBLIOTECA DE INTOXICACOES].

2.2.8 Zinco

O zinco (Zn) é considerado um elemento essencial ao ser humano. O Zn tem
um importante papel na sintese e metabolismo de proteinas, acidos nucléicos e na
divisdo celular. A sua deficiéncia influencia no crescimento, no desenvolvimento
0sseo, na integridade da pele e na funcao dos 6rgaos reprodutores [ONAGA, 1996].
Para um homem adulto, a Organizacado Mundial de Saude (OMS) estabelece uma
ingestdo maxima diaria de 10 a 20 ug kg™' deste metal. Entre 20 e 30% do Zn
ingerido é absorvido pelo duodeno, sendo que esta proporgdo pode variar
dependendo da quantidade de Zn, proteina e calcio presente na dieta alimentar. A
absorcao deste metal é sensivelmente diminuida com a idade. O Zn tende a ser
menos toxico do que outros metais pesados e a diferenca entre ele estar no nivel
essencial ou téxico é grande. No entanto, ha evidéncias de que o excesso de Zn
complexa-se com a albumina e os sintomas de envenenamento por Zn(ll)
geralmente sdo caracterizados por vomitos, desidratagdo, ndusea, dor de estdmago,
letargia e descoordenacao muscular [FAVARON, 2005].
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Instrumentacao

Os reagentes soélidos foram pesados em uma balanga analitica (Sartorius,
Goettingen, Alemanha) com quatro casas de preciséo.

A agua, primeiramente destilada e deionizada, foi purificada em um sistema
de purificagao de agua Milli—Q Millipore (resisténcia elétrica de 18,2 MQ).

As medidas do pH foram realizadas em pHmetro digital (Hanna, Sdo Paulo,
Brasil) usando um eletrodo de vidro combinado.

As solugdes do eletrélito de trabalho foram filtradas usando um filtro de
acetato de celulose de membrana 0,45 um (Sartorius, Alemanha), em um sistema
sob vécuo.

As solugdes do eletrdlito de trabalho filtradas foram sonicadas, durante 30
min, em um ultra-som (Unique, Sdo Paulo, Brasi).

59
3.1.1 Visao geral do equipamento de CE-C*D construido

O equipamento de eletroforese capilar (CE-C*D) utilizado neste trabalho foi
construido tomando como referéncia alguns trabalhos publicados na literatura
[FRACASSI DA SILVA, 2001; FRACASSI DA SILVA et al., 2002; ZEMANN et al.,
1998; BOCKEL et al., 2005].
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Este equipamento (Figura 8 e Figura 9) foi configurado com os seguintes

equipamentos e componentes:

¢ Uma fonte de alta tenséo bipolar (0+30 kV) modelo ARM-30 da marca Bertan
(Spellman, New York, USA);

e Um gerador de fungbes de alta frequéncia da marca Minipa (modelo
MFG-4202);

e Um controlador de temperatura da marca Novus N110 com sensor de
temperatura modelo Pt100;

e Um sistema de injecdo composto de um carro de impressao de uma
impressora Epson Stylus Color 600;

e Uma garra manipuladora LG-KT (Little Grip Kit — Labsis) com servomotor
(Hitech HS-422) para o acionamento do carro de impressora e um driver de
motor de passos modelo DMP-02;

e Uma bomba de vacuo da marca Prismatec;

e Uma resisténcia de aparelho secador de cabelo com um ventilador modelo
DC 12V para circulacao de ar quente no interior do equipamento;

¢ Dois ventiladores modelo DC 12V e da marca Golden Cabo para circulagao
de ar no interior do equipamento;

¢ Dois carrosséis trocadores de amostras contendo 9 reservatorios e um bracgo
eletromecanico;

e Trés fontes de alimentagcdo: uma fonte de tensdo 24 Vdc (modelo LRI
S-100-24 — Entrada 115 VAC 1,9 A/ 230 VAC 0,8 A 50/60 Hz — Saida +24 V
45A);

e Uma fonte simétrica de £12 Vdc para alimentagao do detector condutométrico
(1 A por saida — Entrada 110 V);

e Uma fonte de 12 Vdc para alimentagédo do sistema de injegéo (Entrada 110
VAC e Saida 12 Vdc 1 A);

e Um detector de condutividade sem contato desenvolvido em laboratério;

e Um capilar de silica fundida de 75 um de diametro interno e 360 um de
didmetro externo (Microtube);

¢ Dois eletrodos de platina de 1 mm de didmetro conectados aos terminais de

alta tensao e terra da fonte;
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¢ Dois reservatérios (vial) para solu¢des de 1 mL de capacidade cada, onde sao
imersos as extremidades do capilar e os eletrodos de platina;
e Uma placa multifuncional modelo PCI-1711 (Advantech, DA&C Driver version

2.3) para interfaceamento do equipamento com o software do computador.

O equipamento de CE-C*D construido sera descrito em delhades nas

proximas paginas.
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3.1.2 Descricdo do equipamento de CE-C*D construido

O equipamento foi montado em um gabinete de acrilico com dimensdes de 70
x 80 x 50 cm. O gabinete de acrilico (transparente) possibilita a termostatizacao do
ambiente interno do sistema eletroforético e o trabalho seguro do analista. A fonte de
alta tensao (FAT) aplica uma diferenca de potencial (de até +30 kV) entre o catodo e
o0 anodo (eletrodos de platina), ambos mergulhados na solugdo do eletrdlito de
trabalho juntamente com as extremidades do capilar. O comprimento total do capilar
foi de 68 cm, sendo a distancia entre o ponto de injecao e o detector de 46 cm. Com
relacdo a operacdo béasica do equipamento, a Figura 10 mostra as duas
extremidades do equipamento contendo duas pecas projetadas para a injecdo da

amostra, a lavagem do capilar e a troca de solugdes para a analise eletroforética.

Terminal *._

de terra -» Terminal de

alta tensao

----- *> Bomba
de vacuo

Amostrador 1 Amostrador 2

Figura 10 — Representagcdo esquemadtica das pegas confeccionadas para o equipamento de
eletroforese capilar para (A) inje¢cao hidrodindmica da amostra e (B) lavagem do capilar e aplicagao
de tensdo: (a) carro de impressora com motor de passos, (b) guias de silicone para o capilar, (c) garra
manipuladora, (d) reservatério da solugdo, (e) brago eletromecanico, (f) gabinete de acrilico para
aplicagdo de vacuo, (g) borracha sintética para vedagdo. As setas bilaterais representam os
movimentos realizados por cada componente das pegas projetadas.
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Acima das pecas mostradas na Figura 10 (A) e (B), encontram-se as guias
para o capilar (b) confeccionadas em acrilico e borracha de silicone. As guias
possibilitam uma maior estabilizacdo da posicdo do capilar de silica durante o

movimento de elevacao da pec¢a na injecao da amostra.

3.1.2.1 Injecao da amostra

No equipamento de CE-C*D foi implementado o sistema de injecdo por
gravidade (SIG) (Figura 11), onde um dos reservatorios € elevado em relagcdo ao

outro (h) e a amostra é introduzida por sifonagem. Este procedimento é também
denominado injecao hidrodinamica por gravidade. O volume de amostra injetada

(Vinj) por gravidade é determinado por:

__ pghmrtt;
Vinj = 8L

onde, p é a densidade da solugéo (kg m™), g € a aceleracdo da gravidade (m s), h
€ a altura alcangada pelo injetor (m), r € o raio do capilar (m), t; € o tempo de injegéo
(s), n é a viscosidade da solucdo (Ns m™' = Pas) e L é o comprimento do capilar
(m). E bom ressaltar que o produto de p g h equivale a Ap, conhecido como
gradiente de presséo (Pa = N m?).

Os tempos gastos pelo injetor para atingir a altura h e depois retornar a
posicdo inicial sdo denominados tempo de subida (i) e descida (ig),

respectivamente. Estes tempos devem ser somados ao tempo de injegdo (t) no
calculo da quantidade de amostra injetada:

tr = 0,5t +t; + 0,5t (16)
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Gravidade

‘

amostra

I eletrélito

Figura 11 — Desenho esquematico de uma injegao hidrodinamica por gravidade.

Na Figura 10 (A), referente ao lado esquerdo do equipamento, pode-se ver o
conjunto de pegas projetadas para a injegéo hidrodindmica da amostra por elevacao
do reservatério contendo o capilar e o eletrodo de platina, bem como a garra
manipuladora (c). O eletrodo de platina desta extremidade é conectado ao terminal
de terra da fonte de alta tensdo. O vial contendo a solugdo da amostra é colocado
dentro do reservatério (d).

O reservatério contendo a solugdo conecta-se a esta peca e encontra o
capilar e o eletrodo pela elevagdo do braco eletromecéanico (e) do carrossel de
amostragem.

O conjunto capilar, eletrodo e reservatério € mantido nesta posicao durante a
andlise eletroforética sob aplicagcdo de tensdo. Para a injecdo da amostra, o
reservatorio € preso pela garra manipuladora (comandada pela placa da interface) e
0 conjunto todo € elevado até uma determinada altura pelo carro da impressora (a).
Este conjunto permanece um determinado tempo na altura selecionada (que pode
ser de até 28 cm) e depois retorna a posi¢ao inicial.

A movimentagdo do conjunto é realizada por um mecanismo de impressora
jato de tinta adaptado para o sistema de injecdo de amostras. O acionamento é por
motor de passos com driver de acionamento. Para o retorno a posigao inicial, foi
instalada uma chave de fim de curso no sistema de injecao.

A altura e o tempo de injegdo sdo programados por software e os pulsos de
subida sdo dados por saida de pulsos da placa de interface. O sistema de injecao é
controlado por uma placa modelo DL 100-CP.

O sistema de injecdo de amostras € composto por:
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e Mecanismo de impressora: Epson Stylus Color 600, adaptado para o sistema
de injecéao;

e  Driver de motor de passos: Modelo DMP-02 (Rizzi & Silveira Ltda);

e Chave de fim de curso;

e Garra manipuladora: LG-KT Little Grip Kit (Labsis) com servomotor Hitech
HS-422;

e Placa controladora: Modelo DL100-CP (Rizzi & Silveira Ltda.) com firmware

em linguagem C desenvolvido para controle do servomotor.

3.1.2.2 Lavagem do capilar e aplicacao da tensao

Do lado direito do equipamento, ilustrado pela Figura 10 (B), pode-se ver o
conjunto de pecas projetadas para a fixagdo do reservatério contendo o capilar e 0
eletrodo de platina, bem como o pequeno bloco de acrilico (f) vedado com borracha
sintética (g) para a aplicacdo de vacuo. O reservatério contendo a solucao (d)
conecta-se a esta pega e encontra o capilar e o eletrodo pela elevagdo do brago
eletromecanico (e) do carrossel.

O eletrodo de platina desta extremidade é conectado ao terminal de tenséo da
FAT. A polaridade da fonte (+ ou -) € controlada através de saida digital. A
habilitagdo da saida da fonte é ligada em série com um sensor magnético do tipo
reed switch instalado na porta do equipamento. Este sensor s6 permite habilitar a
fonte (fechamento do contato) com a porta do equipamento fechado, para evitar
exposi¢cao do usuario aos altos potenciais empregados no equipamento.

O sistema de lavagem utiliza bomba de vacuo para aplicagdo de pressao
negativa de —600 mmHg no capilar (lado do detector). A bomba de vacuo é acionada
apenas para a lavagem do capilar com solugdo de hidréxido de sédio, agua ou
eletrélito de trabalho. O acionamento da bomba de vacuo é feito por contadora
comandada pela placa da interface. A bomba de vécuo é ligada através de bornes
no interior do quadro de comando do equipamento, sendo sua alimentacao
independente da alimentag&o do equipamento.
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3.1.2.3 Controle de temperatura

Para o controle da temperatura do capilar e da solugéo no seu interior durante
a aplicacdo da alta tensao de separagao, o equipamento dispde de um sistema de
aquecimento.

Desta forma, o sistema de controle do equipamento acionara a resisténcia
colocada na lateral do gabinete de acrilico e o ventilador posicionado atras da
resisténcia fara circular ar quente pelo sistema, toda vez que a temperatura diminuir
em 0,1 °C da temperatura fixada no controlador. Os ventiladores posicionados na
parte superior do gabinete de acrilico auxiliam na circulagéo de ar e na estabilizacdo
da temperatura interna.

O controlador de temperatura recebe o sinal do sensor de temperatura, indica
a temperatura no painel (display), controla a temperatura através do acionamento da
resisténcia de aquecimento e retransmite a temperatura para a placa de interface em
sinal de 0 a 20 mA. Na entrada analégica da placa de interface foi instalado um
resistor shunt de 270 Q de precisdo 1% para converter sinal de 0 a 20 mA em um
sinal de 0 a 5,4 Vdc, compativel com a entrada analégica da placa. Assim, o sistema
de controle estabiliza a temperatura interna do sistema eletroforético em relacéo a
temperatura externa do gabinete de acrilico, a qual necessariamente deve ser
sempre inferior a temperatura estabelecida do painel do controlador. A temperatura
deve ser fixada em no minimo 25 °C para viabilizar o controle de temperatura em
todas as estacdes do ano.

Um sistema de controle de temperatura semelhante a este foi descrito na
literatura por Béckel e colaboradores [BOCKEL et al., 2005] utilizando uma lampada

e um ventilador para o aquecimento do sistema e a circulagdo de ar.

3.1.2.4 Amostradores

Os dois amostradores (Figura 10) construidos para o sistema, um para o lado
da injecdo de amostras e o outro para o lado da detecgdo, sao constituidos
basicamente de duas partes: um carrossel contendo reservatérios e um braco
eletromecanico para a elevagdo do reservatério e a introducdo do capilar e do
eletrodo de platina na solugao.
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O carrossel (Figura 12) é composto por um disco de acrilico, simetricamente

perfurado em 9 posicdes, o qual é acoplado diretamente ao eixo de um motor de

passos. A posicao do carrossel é determinada por um sensor 6ético (Photonic,

modelo PHCT 09/99) localizado préximo a borda do disco de acrilico. Em cada

posi¢ao perfurada ha um pino de referéncia, sendo a posicdo zero marcada com 2

pinos para diferenciacao dos demais.

VISTA SUPERIOR

o — & 165 mm—
i_""---«.m_x 350
e s

S

2162

VISTA LATERAL

Dimansdes &m mm.

Figura 12 — Desenho esquematico do projeto inicial do carrossel contendo 10 posigdes.

Para cada posicao do carrossel foi construido um reservatério usinado em

nylon (Figura 13) para acomodacao do reservatdério da amostra (vial). Este
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reservatorio de nylon (suporte do vial) tem um formato adequado para que o
conjunto possa ser elevado e puxado de volta pelo mecanismo elevador, retornando

a posicao inicial.

T
)
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[
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35

35

o o ]

:

Dimensdes am mm.

Figura 13 — Desenho esquematico do copo suporte construido para acomodar o vial.

O mecanismo de elevacdo do reservatorio foi construido usando-se um
dispositivo eletromecénico de trava elétrica de porta de automoével, sendo o
acionamento adaptado para funcionar com motor de passos. A extensdo maxima do
movimento do braco € de aproximadamente 3 cm. Os drivers dos motores de passo
dos dois amostradores sdo comandados por uma placa controladora DL 100-CP,
em linguagem desenvolvida para controle de servomotor e comunicagdo com o

computador via interface RS-232.

3.1.2.5 Construcdo do detector condutométrico sem contato (C*D)

A construcdo do detector oscilométrico esta fundamentada no trabalho
publicado por Fracassi da Silva e colaboradores [FRACASSI DA SILVA et al., 2002],
com alteracbes propostas por Béckel e colaboradores [BOCKEL et al., 2005]. O
detector construido trata-se de detector de condutividade em que os eletrodos nao

tém a necessidade de entrar em contato com a solugdo, por ser empregada
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freqliéncia superior a empregada em condutivimetros convencionais (60 a 1000 Hz),
por isso também designada de oscilometria. A Figura 14 mostra de maneira

esquematica os detalhes da célula de deteccéo.

e Capilar Gerador de Sinais

PP Detector Oscilométrico

Figura 14 — Diagrama de blocos do detector oscilométrico construido.

Como apresentado na Figura 14, a deteccdo € composta dos seguintes
estagios: um sinal senoidal de freqliéncia da ordem de centenas de kHz é aplicado,
através de um gerador de fungdes, ao eletrodo de excitacdo da célula de deteccao
(e1). Ao se aplicar este sinal, a corrente flui pelo dispositivo sendo capturada pelo
eletrodo e2, refletindo todos os possiveis caminhos percorridos pelo sinal. Apds a
transformagdo do sinal de corrente em tensdo, pelo conversor i/e, segue-se a
retificagdo do sinal efetuado por um circuito retificador com amplificagdo de 10x. O
sinal resultante é filtrado por um filtro passa-baixas e amplificado por um buffer
(ganho unitario) antes de passar pela etapa de correcdo da linha de base com
amplificacdo de 30x, possuindo também um circuito de prote¢do para a entrada da
placa de interface (clamper). O sinal anal6gico é entdo enviado para uma interface
analogica/digital (A/D) para aquisicdo de dados. A placa do circuito impresso foi
instalada dentro de uma caixa metdlica ligada ao potencial de terra para garantir a
blindagem eletromagnética, minimizando a captacao de ruido (Figura 15).
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(B)

Figura 15 — Fotos do detector C*D construido. A placa do circuito impresso (A) foi instalada dentro de
uma caixa metalica (B). Na foto (A) podem-se visualizar os eletrodos e (B) mostra a presenga do

capilar passando entre os eletrodos dentro da caixa metalica fechada.

Em torno do capilar foram construidos dois eletrodos cilindricos usando fio de
wire-wrapping de 0,25 mm de didmetro externo (cédigo R30B-0100, OK Industries
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Inc. New York, USA). Um segmento de alguns centimetros deste fio foi enrolado,
com o auxilio de ferramenta apropriada, em uma agulha descartavel de 450 um que
serve como molde, resultando em um tubo de alguns milimetros com didmetro
interno suficiente para passar o capilar com diametro externo de 360 um. Os
eletrodos foram soldados diretamente na placa de circuito impresso. Os eletrodos
foram confeccionados com comprimento de 2 mm e soldados na placa com uma
separacao (gap de deteccédo) de 1 mm.

O sinal amplificado (V) e processado € enviado ao software através da placa
de interface conectada ao computador. A interface utilizada no sistema cumpre a
fungcéo de receber o sinal oriundo do detector (V) e de operar os componentes do

sistema via computador.

3.1.2.6 Instrumentacao: componentes do sistema de deteccao

A instrumentacao do sistema envolve um gerador de fungdes, os circuitos dos

detectores, uma fonte para alimentagao eletrénica e uma interface para aquisicao de

dados.

3.1.2.6.1 Gerador de funcoes

O sinal de excitagcdo para o circuito oscilométrico foi gerado a partir de um

gerador de fungbes MFG-4202 (Minipa, Sao Paulo, SP). O gerador é capaz de gerar

formas de onda senoidal, quadrada e triangular na faixa de freqiiéncia de 0,2 Hz a 2

MHz, com ajuste de amplitude (1-20 V) e simetria da onda. A impedancia de saida

do gerador é de 50 Q.

3.1.2.6.2 Circuito eletronico

O circuito do detector € mostrado na proxima pégina.
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Um cuidado especial foi tomado na escolha dos amplificadores operacionais
(AQO), especialmente nos estagios de conversdao corrente/tensdo e retificador.
Principais parametros considerados: (i) corrente de polarizacdo (para medicao de
correntes da ordem de 100 pA, a corrente de polarizacao do AO nao pode passar de
alguns pico-amperes); (i) baixo ruido; (iii) alto ganho; (iv) banda passante larga
(bandwidth) e (v) baixo tempo de subida (slew rate).

Considerando os parametros acima, foi selecionado um modelo de AO
adequado ao circuito: OPA2604AP (Texas Instruments). Os resistores utilizados no
circuito sao todos de precisao (1%). A alimentagao do circuito € proveniente de fonte
simétrica +12 Vdc.

O projeto do layout da placa de circuito impresso também precisou de alguns
cuidados, em especial: (i) conexdes curtas desde o eletrodo até o ponto de entrada
do AO; (ii) isolamento da entrada do AO dos altos gradientes de tensédo ao redor da
placa usando uma trilha de baixa impedéancia (guard trace) e; (iii) aterramento da

placa (bottom layer usado como plano de terra).

3.1.2.6.3 Fonte de alimentacao e fonte de alta tensao

A alimentagao do circuito eletrénico do equipamento foi feita através de uma
fonte simétrica comercial com £12 V. A fonte de alta tenséo utilizada é bipolar,
modelo ARM-30 da marca Bertan (Spellman, New York, USA), com capacidade de
aplicacao de potencial de até +30 kV.

3.1.2.6.4 Interface de aquisicao

A interface entre o software do computador e o equipamento é através da
placa multifuncional Advantech PCI-1711. Com relagdo a automagao do sistema, a
interface utilizada desempenha a fungcdo de aquisicdo do sinal do detector
(voltagem) e de operagdo de todos os componentes do sistema via software no
computador. As seguintes fungdes do sistema eletroforético séo controladas pela
placa da interface: fonte de alta tens&o (controle da tensdo de saida, monitoramento
da tensdo e corrente aplicadas, controle de polaridade e habilitacdo da saida da
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fonte); bomba de vacuo (liga/desliga); garra manipuladora do sistema de injecéao
(abre/fecha); altura e tempo de elevacao do carro de impressora (driver do motor de
passo); controlador de temperatura; ventiladores de circulacao de ar (liga/desliga);

amostradores (drivers dos motores de passo).

3.1.2.7 Software de aquisicao de dados

O software de aquisicdo foi escrito em linguagem Delphi 7.0 de modo a
permitir a opera¢ao automatizada do sistema eletroforético através do computador.
O software controla e exibe, em tempo real, o sinal do detector e a corrente gerada
no interior do microcanal do capilar devido a aplicagdo de um campo elétrico, além
da temperatura do sistema eletroforético durante a separacdo. Parametros de
injecdo de amostra (altura e tempo de elevagdo do carro de impressora),
acionamento (abre/fecha) da garra manipuladora do sistema de injecéo,
acionamento (liga/desliga) da bomba de vacuo, separacao eletroforética (polaridade
da fonte e potencial da FAT), ajuste da linha de base, escala de leitura e controle
dos amostradores podem ser facilmente alterados de acordo com a necessidade
requerida. A Figura 17 (A) apresenta uma imagem da tela principal do programa,
sendo que a Figura 17 (B) mostra a janela para o controle da posi¢cao dos vials nos
dois amostradores (chamados de injecdo e detec¢ao) e o acionamento (sobe/desce)
dos bracos eletromecanicos para elevagao dos reservatorios. A planilha dos dados a
serem gerados € arquivada em extensao .dat, a qual permite uma facil importagao

dos dados em um software grafico, como o Origin™.
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Figura 17 — (A) Visualizacdo da tela principal do software desenvolvido mostrando um

eletroferograma e (B) a janela para controle dos dois amostradores.
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3.2 Reagentes e Solucoes

Todas as solugbes foram preparadas com &gua, destilada, deionizada e
purificada (Milli-Q, Millipore, Bedford, USA), com resisténcia elétrica de 18,2 MQ.
Todos reagentes utilizados foram de grau analitico.

As solugdes estoque para anadlise dos cations foram preparadas nas
concentracées de 1 g L™' e 0,1 mol L™' a partir de ZnS04.7H;0, NiCl».6H,0,
3CdS0,.8H,0, ambos de procedéncia Merck, HgCl,, Pb(NOj3),, Cr(NO3)3.9H.0, da
Vetec, Co(NOs3)..6H20, da Nuclear, TINOs, da Aldrich, MnSO4.H-O, da Quimex e
CuS04.5H,0, da Reagen. As amostras sintéticas dos cations foram preparadas pela
mistura e diluicio das solucdes estoque (1 g L' ou 0,1 mol L™).

As solucbes estoque do eletrélito de trabalho foram preparadas nas
concentracées de 0,1 mol L™ de acido 2-N-morfolinoetanossulfénico (MES), da
Merck, histidina base livre (His), da Sardi, acido 2-hidroxiisobutirico (HIBA), da
Sigma-Aldrich, acido latico (HLac), da Riedel-de Haén, éter coroa 18-coroa-6, acido
tartarico, ambos da Merck, acido malico, da Vetec, e de &cido citrico, da Nuclear. As
solugdes foram armazenadas a 4 °C e ao abrigo da luz. Os reagentes metanol

(MeOH), acetonitrila e acido nitrico HNO3, ambos foram de procedéncia Merck.

3.3 Controle de contaminacao externa

Para garantir superficies livres de contaminacdo, fez-se o uso de material
plastico para armazenar as solugdes utilizadas neste estudo. Os recipientes foram
deixados em contato com uma solugdo 10% de HNOjz; em etanol (v/v) por, no
minimo, 48 horas, sendo posteriormente lavados abundantemente com agua ultra-

pura.

Os recipientes de vidro foram deixados em contato com uma solugao
detergente Extran 1% por, no minimo, 24 horas e ap6s lavados com agua ultra-pura
para garantir uma superficie livre de contaminacdo organica e, para uma
descontaminag&o mais eficiente, a vidraria foi deixada em solu¢do de 1% HNO3; em
agua (v/v) por, no minimo, 24 horas, sendo posteriormente lavadas com agua ultra-

pura em abundancia.
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3.4 Procedimentos analiticos
3.4.1 Eletrolitos de trabalho e amostras

As solugdes do eletrdlito de trabalho foram preparadas diariamente pela
diluicao das solucbes estoque. Em seguida, o valor do pH da solucao do eletrdlito de
trabalho preparada foi ajustado com HNO3;. Na seqéncia, a solugdao do eletrélito
com o seu pH ajustado foi filtrada em membrana de 0,45 um. Finalmente, as
solugdes filtradas foram sonicadas durante 30 min antes do seu emprego no sistema
da CE.

As amostras sintéticas foram preparadas pela mistura e diluicdo das solucdes
estoque.

Todas as solugdes de amostras foram previamente filtradas e sonicadas
antes de serem injetadas no capilar. As amostras testadas neste trabalho foram:
concentrado salino (Farmarin, SP, Brasil), agua do mar real (Capao da Canoa, RS,
Brasil) e sintética (NaCl 0,6 mol L™"), fluido hidrotermal (Campo Logatchev (cadeias
meso-atlanticas), Localizacdo geogréfica: 14°45" N e 44°58' W), agua de dialise
(osmose reversa), agua mineral (Fonte ljui, RS, Brasil) e fertilizante foliar (Dimicron

nitrozinco).

3.4.2 Condicionamento dos capilares

Antes da sua utilizagcao, o condicionamento dos capilares de silica fundida
(Microtube) de 75 um foi feito em fluxo aplicando-se uma pressao de -600 mmHg na
extremidade préxima ao detector. Primeiramente, empregou-se NaOH (Merck), na
concentragdo 1 mol L™, durante 40 min, seguido de agua purificada por 10 min,
NaOH 0,1 mol L™" por 15 min, agua purificada por 10 min e, finalmente, solucdo do
eletrdlito de trabalho por 30 min, seguido da aplicagao do potencial de separagao até
a estabilizacao da linha base do sinal do detector. Entre as injegdes da amostras, o
capilar foi lavado com o eletrdlito de trabalho durante 5 min mediante aplicagao de
vacuo, nas mesmas condicdes descritas acima. Ao final de um dia de trabalho, o
capilar foi lavado com agua ultra-pura por 15 min. Naturalmente, estes periodos
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podem ser reprogramados conforme a conveniéncia [FRACASSI DA SILVA, 2001;
BOCKEL et al., 2005].

O comprimento dos capilares foi de 68 cm e o detector foi posicionado a 12
cm do final do capilar. Outras condi¢coes experimentais utilizadas estao descritas no

capitulo 4.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Funcionamento do detector condutométrico sem contato (C*D)

7

Basicamente, a célula de C*D é composta por dois eletrodos que s&o
posicionados na parede externa do capilar de separagdo, como demonstrado na
Figura 18.

gap de
deteccao

S

( ) capilar
el e2

Figura 18 — Desenho esquematico da configuragido dos eletrodos para C*D. Os eletrodos el e e2

indicam os eletrodos para excitagdo e registro do sinal resultante, respectivamente. Adaptado de
KUBAN & HAUSER, 2008.

O sinal senoidal de corrente alternada (AC) de alta freqliéncia proveniente do
gerador de funcbes é aplicado a um dos eletrodos (e1) e o outro (e2) é ligado ao
conversor i/e, bem como aos amplificadores operacionais (AO). O eletrélito de
corrida no gap de detecgao entre os eletrodos exibe uma resisténcia R que diminui
com a passagem de uma zona de um soluto i6nico, devido ao aumento da
condutividade da solugdo neste ponto. A corrente resultante que flui através da
célula, devido a aplicagéo de um sinal senoidal de alta freqiiéncia entre os eletrodos,
reflete todos os caminhos percorridos pelo sinal (Figura 19) e é convertida em um
sinal de voltagem, retificada e amplificada. Isto é possivel, pois os eletrodos da
célula condutométrica constituem um capacitor enquanto a solugao atua como uma
resisténcia cujo valor depende da sua condutividade elétrica. Como a reaténcia

capacitiva diminui com o aumento da freqiiéncia, a impedancia do capilar é reduzida,
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permitindo que as variagées de condutividade da solucéo no interior do capilar sejam

observadas mesmo com os eletrodos posicionados do lado externo do capilar.

& B

If

\ O o

Figura 19 — A propagacao do sinal é feita por diversos caminhos: transmissao (1) direta entre os
eletrodos, (2) pela parede do capilar, (3) pela camada externa de poliimida que recobre o capilar e
(4) pela solugéao que preenche o interior do capilar. Adaptado de FRACASSI DA SILVA, 2001.

O surgimento de uma corrente elétrica mesmo sem contato com a solugao
pode ser entendido através da andlise do circuito elétrico apresentado na Figura 20.
Este circuito, visualizado na Figura 20 (A), consiste de um capacitor para cada
eletrodo (Cy e C,) e um resistor formado pela solugao eletrolitica (Rs) dentro do
canal ou no capilar [KUBAN & HAUSER, 2008]. Como pode ser observado no
circuito equivalente, existe uma outra capacitdncia, denominada capacitancia
intereletrodos (C,) (também conhecida como capacitancia de fuga), referente a
transmissdo de sinal entre os proprios eletrodos. Esta capacitancia € indesejada,
pois permite um fluxo de corrente contribuindo para a intensidade do sinal absoluto
da linha de base que, consequentemente, afeta negativamente os limites de
deteccdo. Na pratica, o efeito desta capacitancia pode ser minimizado usando um
plano de terra ou otimizando a freqiiéncia de trabalho [KUBAN & HAUSER, 2008;
BRITO-NETO et al., 2005]. As capacitancias C; e C, podem ser substituidas pela
capacitancia equivalente, Cp, a qual se refere a capacitancia da parede do capilar na
regidao dos eletrodos. Com essa substituicdo, o circuito equivalente pode ser

simplificado, como mostrado na Figura 20 (B).
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Figura 20 — Circuito equivalente para a C*D em termos (A) das capacitancias dos eletrodos (C; e C»)

e (B) da capacitancia da parede do capilar (Cp). C, corresponde a capacitancia intereletrodos.
Analisando-se o circuito da Figura 20 (B), nota-se que:

(1) Quando freqiiéncias baixas sédo aplicadas ao circuito, as reatancias capacitivas,
Xo e Xp, tornam-se elevadas, o que faz com que o circuito se resuma ao circuito
RsCp série. Em circuito RC em série, se aplicarmos um potencial continuo ou
alternado de freqiéncia baixa (dependente do valor da capacitancia do capacitor)
nao ocorre condugao significativa, e o valor da resisténcia passa a ser irrelevante.

(2) Por outro lado, com o aumento da frequiiéncia aplicada, as reatancias capacitivas
assumem valores cada vez menores, quando o comportamento passa a ser do
circuito RsC, paralelo. Para freqiéncias muito elevadas, a passagem de corrente
pelo elemento capacitivo € tdo favorecida que a resisténcia passa a ser novamente

irrelevante para a determinacao da corrente que percorre o circuito.

Conclusao: existe uma frequéncia étima de trabalho, onde a resisténcia da
solugéo é relevante e pode ser determinada através da corrente que flui entre os
eletrodos [FRACASSI DA SILVA, 2001].

A resposta analitica do detector condutométrico sem contato depende
basicamente da diferenca de condutividade entre os analitos e o eletrdlito utilizado
[BRITO-NETO et al., 2005]. Dessa maneira, dependendo da magnitude da
condutividade do meio, € possivel obter sinais positivos e/ou negativos para as
espécies analisadas. Portanto, a escolha do eletrélito em C*D é importante ndo s6
para possibilitar a separagdo, mas também esta diretamente relacionada com a

sensibilidade obtida na determinacao de cada analito.
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A idéia basica dos sistemas de C*D é aplicar um sinal AC com amplitude
constante e medir a corrente que flui pela célula de deteccdo. Desprezando os
efeitos da capacitancia intereletrodos (C,), a resposta do detector pode ser explicada
em termos do médulo da admitancia |Y|, como apresentado na Equagao 17 [BRITO-
NETO et al., 2005]:

Y| = (17)

K 1
(—)+W
K/ 4mcf2Cp

em que K representa a constante da célula, k é a condutividade, f é a freqiiéncia
de operagéo e Cp € a capacitancia da parede do capilar (na regido dos eletrodos),
cuja magnitude pode ser calculada pela relagdo C:C/ (C1+Cy).

Um estudo interessante demonstrou que a admitancia varia linearmente com
a condutividade quando uma freqiéncia de 5 MHz é aplicada . No entanto esta
linearidade nao é observada para freqiéncias de 50 ou 500 kHz. Uma interpretacao
simplificada dos estudos teoricos apresentados pelos autores é que, para baixas
condutividades, a admitdncia da célula é essencialmente uma funcdo da
condutividade da solugao. Por outro lado, para altas condutividades, a sensibilidade
da condutividade da solugdo € praticamente perdida, pois a admitancia é
determinada pelas capacitancias da parede do capilar na regido dos eletrodos (Cp)
[BRITO-NETO et al., 2005].

Como mencionado anteriormente, a corrente medida pelo circuito eletrénico
reflete a impedancia total do sistema [FRACASSI DA SILVA, 2001]. A impedancia
(2), por sua vez, € a combinagdo das reatancias capacitivas da parede do

microcanal do capilar (Xp), intereletrodos (Xo) e a resisténcia da solugdo (Rs), e é
melhor expressa em termos do inverso da impedancia complexa: a admitancia

complexa (Y):

Rg ny RZ+Xp(X,+Xp)
RZ+XE Xo(RZ+X3)

Y=G+jB=
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A parte real da admitancia é chamada de condutancia (G), e ndo deve ser
confundida com a condutancia da solugdo no interior do canal. A parte imaginaria,
da-se o nome de susceptancia (B). O modulo da admitancia, que é proporcional a

corrente medida, é dado por:

[REXGHRZ+Xp (Ko +Xp)?

Y |=
Xo(RZ+XE)

Ao trabalhar com valores fixos de freqUéncia de operagdo, mantendo a
geometria da célula de C*D e ignorando as variagdes de capacitancia (ou mais

corretamente de constante dielétrica) influenciadas pela temperatura, as variagoes
na admitancia Y serdo devidas as variacoes de condutividade na solugdo
[FRACASSI DA SILVA, 2001].

4.2 Avaliacao do equipamento construido

Apbs a sua montagem e configuragdo, o sistema CE—C*D foi testado de
acordo com metodologias previamente descritas na literatura para a separacao de
metais alcalinos e alcalino-terrosos [FRACASSI DA SILVA & DO LAGO, 1998;
ZEMANN et al., 1998; BOCKEL et al., 2005].

4.2.1 Separacao simultanea de K(l), Ca(ll), Na(l) e Mg(ll) por CZE-C*D

Na deteccdo condutométrica em CE de ions inorganicos comuns, a maioria
dos artigos publicados empregam uma mistura de MES/His como eletrélito de
trabalho. A caracteristica dos tampdes selecionados afeta grandemente a
sensibilidade de resposta de C*D, ja que o principio basico de C*D baseia-se na
diferenga entre a zona da amostra e a linha de base do eletrdlito. A utilizacao desta
mistura de MES/His é devida ndao s6 as suas caracteristicas tamponantes, mas
também pelo fato de ambos possuirem baixa condutividade. His € uma base
organica e €& favoravel como co-ion, pois sua baixa mobilidade fornece picos

positivos para todos os metais alcalinos e alcalinos terrosos. MES é um &cido
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organico e mostra fraca interacdo com estes metais e, conseqlientemente, a
separacao é determinada principalmente por suas mobilidades em meio aquoso.

A Figura 21 ilustra a separacgao eletroforética dos metais K(l), Ca(ll), Na(l) e
Mg(ll) que foi feita pela aplicacdo de um potencial de 15 kV, com o detector C*D
operando em 600 kHz e 2 Vy,, e utilizando uma solu¢do tampéo de MES/His 20
mmol L™ (pH 5,0) como eletrdlito de trabalho. Além disso, neste eletroferograma
visualiza-se a ocorréncia de um pico negativo que precede o pico do ion K(l). Este
pico negativo, chamado de pico do sistema, pode estar relacionado a vacancia do H*
pelo fato da solugéo do eletrélito possuir ions H* provenientes da solugdo de HNO;
que foi usada para ajustar o valor do pH do eletrélito de 6,1 para 5,0.

2+
Mg
2+
0,2 - Ca
+ +
K Na
Z 014
L
0,0 - W
1 2 3 4 5

t. (min)

Figura 21 — Eletroferograma de uma amostra sintética de 1 mg L™ de K(l), Ca(ll), Na(l), Mg(ll) em
eletrolito de trabalho MES/His 20 mmol L™ (pH 5,0), com aplicacdo de 15 kV para a separagdo dos
metais. Capilar: silica fundida, 75 um, 68 cm, 46 cm até o detector; Detector: C*D operando em 600
kHz e 2 V,,,; Temperatura: 25°C; Injecéo hidrodindmica por gravidade: 10 cm por 30 s.

A repetibilidade do sistema foi avaliada pela injecdo sequencial (injecao
hidrodindmica por gravidade a 10 cm por 30 s) de uma solugdo aquosa contendo
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uma mistura destes quatro metais na concentragdo de 4 mg L™' (cada). Os tempos
de migracao (tm) para os quatro picos foram medidos para cinco inje¢cées sucessivas
e seus respectivos valores de desvio padrdao estdo listados na Tabela 3. Os
coeficientes de variagdo calculados apresentam valores entre 6,73 e 9,19% para os
tm dos quatro metais.

O limite de detecgéo (LOD) para os cations foi calculado pela equagéo 3og/b,
na qual o valor de b foi obtido da inclinacdo da curva analitica, contendo 5 pontos
(n = 5), e o foi obtido do desvio padrédo da linha base (n = 10). O limite de
quantificacdo (LOQ) foi calculado a partir de 10cg/b. Os resultados podem ser

visualizados na Tabela 3.

Tabela 3 — Valores de tempos de migracao e respectivos desvios padrao, limites de
deteccao (LOD) e limites de quantificagdo (LOQ) para os cations K(I), Ca(ll), Na(l),

Mg(ll) (n = 5). Outras condi¢des estédo na Figura 21.

Parametros K(l) Ca(ll) Na(l) Mg(ll)
Tempo de migrag¢ao (tm / min) 3,71 4,22 435 455
Desvio padrao do tm (min) +0,25 +0,30 + 0,40 +0,29
LOD (pmol L™ 1,90 1,54 1,84 1,36
LOQ (umol L) 5,70 4,62 5,49 4,08

Estes resultados estdo de acordo os encontrados na literatura [FRACASSI DA
SILVA & DO LAGO, 1998; ZEMANN et al., 1998; BOCKEL et al., 2005], ou seja, ha
uma boa definicdo e resolugado dos picos para os cations, indicando o desempenho
adequado do sistema CE—-C*D construido em laboratério. Nesta tabela também
estdo descritos os valores de limite de detecgdo (LOD) e de quantificagao (LOQ)

calculados para os quatro cétions citados em agua pura.
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4.3 Separacao simultanea de TI(l), Pb(ll), Cd(ll), Cr(lll), Zn(ll), Co(ll), Cu(ll) e Ni(ll)
por CZE-C*D

O sistema CE-C*D construido foi empregado também para a separacgéo de
cations metdlicos do grupo dos metais de transi¢cdo. Devido as semelhancas nos
valores de mobilidade eletroforética para alguns cations deste grupo selecionado, a
separacao eletroforética envolve normalmente o uso de aditivos no eletrdlito de
trabalho, como complexantes e solventes organicos. Portanto, uma etapa
subsequente do trabalho envolveu a aplicagdo do sistema construido na otimizagéao
da separacgéo destes cations por CZE.

4.3.1 Efeito do pH de MES/His na separacao

Sabendo-se que o pH do eletrélito de trabalho é o pardmetro de separacao
mais importante em CE para influenciar na seletividade do sistema, a separacéo
simultanea dos cations TI(I), Pb(Il), Cd(ll), Cr(lll), Zn(ll), Co(ll), Cu(ll) e Ni(ll) foi
investigada em diferentes valores de pH do tampao MES/His 20 mmol L™". Com o
ajuste do pH do meio tamponante € possivel mudar as ionizagées de muitos ions,
mudando assim suas razdes carga/raio hidratado e, portanto, suas mobilidades
eletroforéticas.

Os resultados obtidos para os oito cations em valores de pH entre 5,0 a 6,1
encontram-se na Figura 22 (A) e mostraram que a variagcdo deste modifica
significativamente os tm obtidos. Por exemplo, em valores de pH 5,0 e 5,5 o ion Ni(ll)
foi o Ultimo pico visualizado no eletroferograma, bem diferente do resultado
encontrado em pH 6,1 no qual sua zona passa a sair junto com o plug da agua e,
desta forma, o seu pico nao foi detectado. Isto ocorreu pelo fato de que em um valor
de pH maior a concentragao de ions Ni(ll) livres € menor, ja que nestas condi¢des
existe uma concentragdo maior desses ions na forma de hidroxido. Apesar da
investigacao do pH do eletrélito de trabalho nesta faixa descrita ndo fornecer uma
separacao completa dos oito cations estudados, o eletrdlito de trabalho MES/His 20
mmol L™" em pH 5,0 foi escolhido para dar continuidade aos estudos de otimizacao,

pelo fato de fornecer um tempo de analise em torno de 10 min.
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Figura 22 - Tempo de migracdo (tm) em funcdo do (A) pH de MES/His 20 mmol L™ e da
(B) concentragdo (mmol L™") de MES/His em pH 5,0. Condicdes: Potencial de separagdo: 15 kV;
Capilar: silica fundida, 75 pm, 68 cm, 46 cm até o detector; Detector: c'p operando em 600 kHz e 2
Vpp; Injec@o hidrodindmica por gravidade: 20 cm por 60 s. Amostra: TI(I), Pb(ll), Cd(ll), Cr(lll), Zn(Il),
Co(ll), Cu(ll) e Ni(ll), todos na concentragdo de 4 mg L™'. Os valores de RSD do tm dos picos dos

cations (n = 3) variaram entre 1,6 e 2,8%.
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4.3.2 Efeito da concentracao de MES/His na separacao

Além do pH, a forca i6nica do eletrélito € um parametro importante que pode
ser variado para melhorar a eficiéncia de separacdo, a resolucdo dos picos e a
sensibilidade do sistema de deteccédo. A dependéncia dos tempos de migragdo dos
cations TI(I), Pb(ll), Cd(Il), Cr(lll), Zn(I1), Co(ll), Cu(ll) e Ni(ll) com a concentracédo de
MES/His em pH 5,0 foi investigada na faixa de concentracdo de 10 a 50 mmol L.

Pelos resultados obtidos (Figura 22 (B) mostrada anteriormente) observou-se
que o aumento da concentragdo do eletrélito de trabalho de 10 para 30 mmol L™
leva a uma melhora significativa na separagéo dos picos dos oito cations, apesar do
tempo de analise ser maior. Isto ocorre devido ao fato de que o aumento da
concentracao do eletrdlito provoca uma diminuicdo no EOF, obtendo-se assim tm
com valores maiores para os cations no eletroferograma.

Por outro lado, analisando a Figura 23 percebe-se que a altura da maioria dos
picos diminuiu com o aumento da forca ibnica do eletrélito, devido a diminuicdo da
relagdo sinal/ruido pelo aumento da condutividade basal. Portanto, os testes
subsequentes de otimizagdo da separacdo dos cations foram realizados
comparativamente para eletrélitos de MES/His nas concentragées 20 e 30 mmol L™

(ambos em pH 5,0).
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Figura 23 — Tempo de migracéo (tm) em fung¢éo da altura de pico (hyieo) Obtidos a partir da variacéo

da concentragdo (mmol L™') de MES/His em pH 5,0. Outras condicdes estdo na Figura 22.

4.3.3 Otimizacao do potencial de separacao

A taxa de migragdo de uma molécula carregada € proporcional ao campo
elétrico aplicado. Aumentando-se o potencial aplicado aumentara a taxa de
migracao das moléculas e também aumentara o EOF, diminuindo assim o tempo de
andlise, além de aumentar a eficiéncia. Sabendo disso, para tentar melhorar a
resolucdo entre os picos, variou-se também o valor do potencial de separagcao
aplicado pelo detector. Visualizando-se a Figura 24 percebe-se que quanto maior o
potencial aplicado menor sera o tempo de andlise, ja que 0s cations migram mais

rapidamente pelo capilar até o detector.
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Figura 24 — Tempo de migragao (tm) em fungao do potencial (E) de separacao aplicado (kV) para o
eletrélito de trabalho MES/His 30 mmol L™ (pH 5). Outras condigées na Figura 22. Amostra sintética:
4 mg L™" de TI(I), Pb(ll), Cd(ll), Cr(Ill), Zn(Il), Co(ll), Cu(ll) e Ni(ll).

No caso do eletrélito de MES/His 20 mmol L™ (pH 5,0) obteve-se um
comportamento semelhante ao obtido com MES/His 30 mmol L™ (pH 5,0) (Figura
24). Entretanto os valores dos tm obtidos foram menores devido ao EOF ser maior
quando sao empregadas concentracbes menores de eletrélito. Apesar de se saber
que o processo de difusdo € maior quando um baixo valor de potencial é aplicado,
na pratica foi observado que o potencial de 10 kV forneceu uma melhor separagéo

eletroforética dos picos quando comparado a 15 kV, pelo fato de ter aumentado os

tm dos cations.

4.3.4 Avaliacao de diferentes composicoes de eletrolitos de trabalho

A sensibilidade da C*’D em CZE est4 diretamente ligada a diferenca de
condutividade entre o eletrélito de trabalho e a zona do soluto que migra pelo capilar,

ou mais precisamente, a diferenga de mobilidade entre o contra-ion do eletrdlito de
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trabalho e o ion analisado. Além disso, na grande maioria dos casos, a separagao
baseada apenas na diferenca de mobilidade em solugdo aquosa é inviavel, sendo
necessario o uso de algum aditivo adequado, o qual é adicionado ao eletrélito a fim
de melhorar a separacao eletroforética dos cations em estudo. Portanto, a
separacdo dos metais foi investigada em eletrélitos de trabalho com diferentes
composicoes. Para avaliar a capacidade de separacao dos eletrélitos testados, uma
amostra padrdo contendo 50 pmol L™ de TI(I), Pb(ll), Cd(ll), Cr(lll), Zn(ll), Co(ll),
Cu(ll), Ni(ll), Mn(1l) e Hg(ll) foi injetada e analisada.

Primeiramente, foi adicionado metanol (MeOH) aos eletrolitos de MES/His nas
concentracdées de 20 e 30 mmol L™ (pH 5,0). Comparando os eletroferogramas
obtidos com estes eletrdlitos, uma separacéo eficiente e sensivel foi conseguida com
MES/His 20 mmol L™ (pH 5,0) e MeOH 5% (v/v), ilustrado na Figura 25 (A). O uso
do solvente organico proporcionou melhora na resolugao dos picos, pois promoveu a
modificagdo da viscosidade da solugdo do eletrdlito de trabalho, o que ocasionou
mudancas de mobilidade aparente e, portanto, na migracao relativa dos cations.

A adicado de um agente complexante, acido 2-hidroxiisobutirico (HIBA),
também foi testada, e o seu resultado pode ser visualizado na Figura 25 (B). O
complexante promoveu a modificagdo da mobilidade eletroforética de alguns cations
devido a formacao de um complexo metalico de tamanho e carga diferentes daquele
do cation livre. Entretanto, comparando-se os eletroferogramas (A) e (B) da Figura
25, percebe-se que, para quase todos os cations, a separacao eletroforética que
forneceu uma sensibilidade maior foi obtida com o eletrélito contendo MES/His 20
mmol L™" (pH 5,0) e MeOH 5% (V/v).

Outros testes envolveram a troca do &cido organico do eletrélito, MES, por
acido latico (HLac) e HIBA. As melhores condicbes para a separagdo com estes
eletrélitos encontram-se na Figura 25 (C) e (D). Com o eletrélito HLac/His 20 mmol
L™ (pH 5,25) e MeOH 10% (v/v) significativas modificagdes no comportamento
eletroforético de alguns cations foram verificadas. Por exemplo, picos negativos
foram registrados para Zn(ll) e Co(ll), pois suas zonas passaram a possuir
condutividades menores que o eletrélito utilizado.

Por outro lado, a separacdo com o eletrélito HIBA/His 10 mmol L™ (pH 4,85) e
MeOH 10% (v/v), visualizada na Figura 25 (D), foi a menos eficiente devido a baixa

resolucao entre os picos, ocorrendo também algumas co-migracoes.
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A adicdo de éter 18-coroa-6 como agente complexante ao eletrdlito de
trabalho MES/His 20 mmol L™ (pH 5,0) e MeOH 5% (v/v) também foi investigada.
Entretanto, esta condigdo originou picos com alturas menores em relacdo aos outros
eletrélitos investigados, além de apresentar baixa resolucdo entre 0s picos
detectados.

O fato dos diferentes eletrdlitos testados possuirem diferentes condutividades
residuais refletiu diretamente na sensibilidade do sistema de detecgdo, como
observado nos resultados obtidos na Figura 25. Como exemplo a ser citado, o cation
TI(I) apresentou uma sensibilidade menor na condi¢cdo de separagdo empregada no
item (A) da Figura 25 quando comparada as outras trés condi¢des testadas.

Na Figura 25, a presencga de outros cations, tais como Mn(ll) e Hg(ll), também
pode ser visualizada. Primeiramente, pretendia-se inclui-los na otimizacdo de
separagcao dos cations metalicos em estudo. Entretanto, devido as mobilidades
eletroforéticas do Pb(ll) e do Mn(ll) serem muito parecidas, estes dois sempre co-
migravam nas condi¢des do sistema que proporcionou a melhor separacao e a maior
sensibilidade para a maioria dos céations em estudo, representado na Figura 25 (A).
Ja o cétion Hg(ll) apresentou pouca sensibilidade em todas as condi¢des de
separagcao testadas. Por estes motivos citados anteriormente e sabendo que a
toxicidade do PDb(Il) € maior que a do Mn(ll), os estudos prosseguiram sem a
presenca dos cations Mn(Il) e Hg(ll).

Por fim, pela comparacdo dos quatro eletroferogramas apresentados na
Figura 25, pode-se concluir que o eletrdlito de trabalho contendo MES/His 20
mmol L™ (pH 5,0) e MeOH 5% (v/v) forneceu a melhor condigdo para a separacdo
simultanea de TI(I), Pb(Il), Cd(ll), Cr(lll), Zn(ll), Co(Il), Cu(ll) e Ni(ll) em agua pura.
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Figura 25 - Eletroferogramas de uma mistura de TI(I), Pb(ll), Cd(ll), Cr(lll), Zn(ll), Co(ll), Cu(ll),
Ni(ll), Mn(ll) e Hg(ll) na concentragdo de 50 pmol L. Eletrélitos de trabalho empregados:
(A) MES/His 20 mmol L™ (pH 5,0) e MeOH 5% (v/v), (B) MES/His 30 mmol L™" (pH 5,0) e HIBA
1 mmol L™, (C) HLac/His 20 mmol L™" (pH 5,25) e MeOH 10% (v/v) e (D) HIBA/His 10 mmol L™
(pH 4,85) e MeOH 10% (v/v). Outras condi¢bes: Potencial de separagéo: 10 kV para (A) e (B), 15
kV para (C) e (D); Capilar: silica fundida, 75 um, 68 cm, 46 cm até o detector; Detector: ¢
operando em 600 kHz e 2 V,,; Temperatura: 25°C; Injegdo hidrodindmica por gravidade: 20 cm por

60 s.
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4.3.5 Efeito da altura e do tempo de injecao da amostra

O valor da area do pico detectado indica o volume de amostra introduzido no
capilar que depende da altura e do tempo utilizados durante a inje¢ao hidrodinamica
por gravidade. Na Figura 26 percebe-se que a sensibilidade de deteccao aumentou
consideravelmente quando um dos lados do capilar foi elevado 28 cm em relacéo ao
outro, introduzindo assim uma maior quantidade de amostra no capilar quando

comparado as alturas de 10 e 20 cm.
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Figura 26 — Injecao hidrodindmica por gravidade com diferentes alturas (cm) por 60 s em funcao das
areas dos picos dos metais de uma amostra sintética de 4 mg L™ de TI(I), Pb(Il), Cd(ll), Cr(lll), Zn(Il),
Co(ll), Cu(ll) e Ni(ll) em eletrdlito de trabalho de MES/His 20 mmol L™ (pH 5,0) e MeOH 5% (V/v),

com aplicacdo de 10 kV para a separagao dos metais. Capilar: silica fundida, 75 um, 68 cm, 46 cm

até o detector; Detector: C*D operando em 600 kHz e 2 V,,,; Temperatura: 25°C.

O tempo pelo qual um dos lados do capilar permanece elevado também
influencia diretamente na quantidade de amostra injetada no capilar. Mantendo-se
constante a altura de 28 cm foram comparados os tempos de injecao de 30, 60 e 90
segundos. O tempo de 90 s forneceu pouca resolugdo entre os picos, devido ao
efeito da difusdo ser maior para longos tempos de injegdo. Por outro lado, um tempo

menor como 30 s, forneceu picos com areas bem menores. Desta forma, dentre as
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condi¢des de injecao testadas a que forneceu uma maior sensibilidade dos picos
dos metais foi de 28 cm por 60 s.

4.3.6 Efeito da freqliéncia e amplitude na relacao sinal/ruido

Para tentar melhorar a sensibilidade de detecgdo dos metais foi variado o
valor da freqiéncia de operacao do detector durante a separacao eletroforética. Os
resultados obtidos com a variagédo da frequéncia podem ser visualizados na Figura
27, e dao o exemplo de como a impedancia da célula oscilométrica é dependente da
frequéncia de operagdo, devido a influencia na corrente medida pelo circuito
eletrénico. Comparando-se as frequéncias de 550 e 600 kHz percebe-se que, para a
maioria dos cations, ndo se obteve grandes mudancas nos valores das areas dos
seus picos. Entretanto, 650 kHz forneceu uma é&rea do pico menor para alguns

metais.
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Figura 27 - Variacdo da freqiéncia (kHz) de operacao do detector em fungcao das areas dos picos
dos metais de uma amostra sintética de 2 mg L™ de TI(I), Pb(ll), Cd(ll), Cr(ll1), Zn(Il), Co(ll), Cu(ll) e
Ni(ll) em eletrdlito de trabalho de MES/His 20 mmol L™ (pH 5,0) e MeOH 5% (v/v), com aplicacéo de
10 kV para a separacdo dos metais. Capilar: silica fundida, 75 pm, 68 cm, 46 cm até o detector;
Detector: C*D operando em 2 V,; Temperatura: 25°C; Injecao hidrodindmica por gravidade: 28 cm

por 60 s.
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O fato da resposta do sistema de deteccao também depender da amplitude
do sinal aplicado, este valor também foi variado a fim de se obter uma sensibilidade
de deteccao melhor. Entretanto, neste estudo da variacdo da voltagem de excitacao,
somente foram obtidos picos eletroforéticos aplicando-se 2 V. Ja os outros valores
de amplitude testados forneceram eletroferogramas com um ruido da linha base
muito alto, ndo permitindo assim a deteccao dos metais. Com isto, os estudos de
otimizag&o prosseguiram mantendo-se os valores de excitacdo da onda senoidal em
600 kHz e 2 V.

4.3.7 Avaliacao dos parametros de deteccdao de metais de transicao no

equipamento construido

O meétodo proposto foi avaliado para a determinagdo simultanea de TI(I),
Pb(ll), Cd(Il), Cr(lll), Zn(ll), Co(ll), Cu(ll) e Ni(ll) em solu¢cao aquosa. A Figura 28
ilustra a separacao eletroforética dos oito metais que foi feita pela aplicagdo de um
potencial de 10 kV, com o detector C*D operando em 600 kHz e 2 V,y, e utilizando
MES/His 20 mmol L™ (pH 5,0) e MeOH 5% (v/v) como eletrélito de trabalho.
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Figura 28 — Eletroferograma de uma amostra sintética de 4 mg L™ de TI(l), Pb(ll), Cd(ll), Cr(lll),
Zn(ll), Co(ll), Cu(ll) e Ni(ll) em eletrélito de trabalho de MES/His 20 mmol L™' (pH 5,0) e MeOH 5%
(v/v), com aplicagao de 10 kV para a separagéao dos metais. Capilar: silica fundida, 75 pm, 68 cm, 46

cm até o detector; Detector: c'p operando em 600 kHz e 2 V,,; Temperatura: 25°C; Injecédo

hidrodinamica por gravidade: 28 cm por 60 s.

A repetibilidade do sistema foi avaliada pela injecdo sequencial (injecao
hidrodindmica por gravidade a 28 cm por 60 s) de uma solugdo aquosa contendo
uma mistura de TI(I), Pb(ll), Cd(Il), Cr(lll), Zn(ll), Co(ll), Cu(ll) e Ni(ll) na
concentracdo de 4 mg L™'. Os tempos de migragdo para os oito picos foram medidos
para cinco inje¢cdes sucessivas e seus respectivos valores de desvio padréo estao
listados na Tabela 4. Os coeficientes de variagdo calculados apresentam valores
médios de 2,8% para os tempos de migragao dos metais.
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O limite de detecgao (LOD) para os cations foi calculado pela equagéao 3og/b,
na qual o valor de b foi obtido da inclinagdo da curva analitica, contendo 5 pontos
(n = 5), e og foi obtido do desvio padrao da linha base (n = 10). O limite de
quantificacdo (LOQ) foi calculado a partir de 10cg/b. Os resultados podem ser
visualizados na Tabela 5.

O software Origin™ versao 7.5 foi utilizado para integrar e analisar os dados
obtidos. O valor da area dos picos forneceu uma resposta linear para todos os

cations nas faixas de concentracao (n = 5) listadas na Tabela 5.
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4.4 Aplicacoes analiticas

Com a construcdo do equipamento de CE-C®D, tornou-se possivel o
desenvolvimento de diversas aplicacbes analiticas. A partir das condicbes
otimizadas para a determinagdo simultdnea dos cations metélicos TI(I), Pb(ll),
Cd(Il), Cr(lln, Zn(Il), Co(ll), Cu(ll) e Ni(ll) no equipamento construido, um outro
estudo envolveu a analise destes metais em matrizes variadas, tais como amostras
salinas (4gua do mar real e sintética (NaCl 0,6 mol L"), fluido hidrotermal e
concentrado salino comercial), agua de didlise, agua mineral, além de um

fertilizante foliar liquido.

4.4.1 Amostras com alta concentracao salina

Varias amostras apresentam alta concentracdo de ions sddio, como solugdes
utilizadas em hemodidlise, agua do mar e fluido hidrotermal. O controle destas
amostras requer a analise de diversas substancias presentes em baixas
concentracées. Neste trabalho, diluicbes destas amostras foram testadas
inicialmente. Entretanto, ndo foram testados fatores de diluigdo muito grandes,
devido ao fato dos metais em estudo se apresentarem normalmente em
concentracdes baixas nestas amostras. Nos eletroferogramas obtidos das amostras
diluidas, picos eletroforéticos dos cations nao foram identificados apds o pico dos
ions Na(l), K(l), Ca(ll) e Mg(ll) em excesso. Entretanto, quando estas amostras
diluidas foram contaminadas com os metais de interesse, os eletroferogramas
apresentaram picos de Co(ll), Cu(ll) e Ni(ll), devido ao fato das zonas destes metais
migrarem apoés a larga banda do excesso dos ions Na(l), K(I), Ca(ll) e Mg(ll). Notou-
se também que, devido a presenga da alta concentragdo do meio salino, o tempo de
migracao destes trés metais aumentou em relacdo ao meio aquoso normal (baixa
concentracao salina). Ja os outros metais TI(I), Pb(Il), Cd(ll), Cr(lll) e Zn(Il) migraram
juntamente com o meio salino (banda dos ions Na(l), K(l), Ca(ll) e Mg(ll)) e, por isso,
suas separagdes nao foram possiveis. Este comportamento descrito pode ser
visualizado na Figura 29, que mostra o eletroferograma de uma amostra sintética de
agua do mar contendo sédio na concentracdo de 0,06 mol L™' contaminada com os
metais de interesse e utilizando MES/His 20 mmol L™ (pH 5,0) com 5% (v/v) de
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MeOH como eletrdlito de trabalho. Para as outras amostras salinas aqui citadas,
foram obtidos eletroferogramas com comportamento semelhante ao ilustrado nesta
Figura 29.
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Figura 29 — Eletroferograma de uma amostra de NaCl 0,06 mol L™' contaminada com 4 mg L' de
TI(I), Pb(ll), Cd(ll), Cr(Ill), Zn(ll), Co(ll), Cu(ll) e Ni(ll) em eletrolito de trabalho de MES/His 20 mmol
L™ (pH 5,0) e MeOH 5% (v/v), com aplicacdo de 10 kV para a separacdo dos metais. Capilar: silica
fundida, 75 um, 68 cm, 46 cm até o detector; Detector: C*D operando em 600 kHz e 2 V,;
Temperatura: 25°C; Injegao hidrodinamica por gravidade: 28 cm por 60 s.

A partir dos resultados obtidos, empregando-se as condi¢cées experimentais
do método proposto neste trabalho, pode-se concluir que a dificuldade encontrada
na separacdo dos oito cations de interesse é causada pela concentragdo
relativamente alta dos ions Na(l), K(l), Ca(ll) e Mg(ll) presentes nas amostras salinas
testadas. Além disso, estes ions apresentaram valores de mobilidade ibnica préxima
a dos cations em estudo, o que inviabilizou a separagado dos cations em estudo.
Adicionalmente, a sobreposi¢cdo de sinais no eletroferograma e o alargamento das
bandas dos cations em altas concentragées, causado pela dispersao eletroforética,
diminuiu significativamente a resolucdo e visualizagdo dos céations em menor

concentracdo, sendo necessarios estudos de otimizacdo posteriores com novos



103

eletrélitos de trabalho. Sendo assim, foram testados outras composi¢des do eletrélito
de trabalho MES/His 20 mmol L™' (pH 5,0) e MeOH 5% (v/v). Os testes envolveram o
uso de concentracbées maiores de MeOH, além do uso do solvente orgéanico
acetonitrila e da adicao individual de diferentes agentes complexantes a este
eletrélito. Foram testados os complexantes HIBA, éter 18-coroa-6, acido latico, acido
tartarico, acido maélico e acido citrico, ambos na concentragdo de 1 mmol L.
Contudo, para todos os eletrolitos testados a alta concentragéo salina das amostras
continuou interferindo significativamente na determinacao dos metais em estudo, ja
que a presengca do pico interferente continuou presente em todos os
eletroferogramas.

4.4.2 Amostras com baixa concentracao salina

Devido ao fato das diversas condi¢des testadas anteriormente nao serem
capazes de possibilitar a determinacao dos metais em estudo nas amostras com alta
concentracdo salina, resolveu-se investigar outros tipos de amostras, que contém
uma menor interferéncia salina. Além disso, para a analise destas outras amostras
(agua de dialise e agua mineral) foi utilizado um aumento da concentracao de MeOH
para 10% (v/v) na solugéo do eletrélito de trabalho com o objetivo de tentar aumentar
a resolucao entre os picos interferentes e os picos dos metais em estudo.

A agua para dialise € uma agua tratada pelo método de osmose reversa, a
qual é empregada diretamente no tratamento dialitico. Sabendo-se que a qualidade
da agua tratada utilizada na preparagao de solugdo para didlise fornecida ao
paciente deve ser a melhor possivel [PORTARIA DO MINISTERIO DA SAUDE], a
analise dos oito cations estudados ¢é interessante a fim de se avaliar uma possivel
contaminagado desta agua. A injecdo da amostra de agua de didlise forneceu um
eletroferograma contendo apenas um pico referente ao cation Na(l) com tempo de
migragdo de 12 min. Analisando-se o tamanho deste pico no eletroferograma da
Figura 30, percebe-se que este contaminante na amostra esta em uma concentragéo
consideravelmente menor em relacdo as amostras salinas citadas anteriormente.
Quando esta mesma amostra de agua de dialise foi contaminada com os metais
TI(1), Pb(Il), Cd(Il), Cr(lll), Zn(ll), Co(ll), Cu(ll) e Ni(ll), o pico de contaminagao do

Na(l) n&o interferiu na analise dos oito metais, como visualizado na Figura 30.
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Percebe-se também nesta figura que o tempo de analise teve um consideravel
aumento devido a solucao do eletrolito de trabalho empregada para esta analise

possuir uma viscosidade maior.
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Figura 30 — Eletroferograma de uma amostra de agua de didlise contaminada com 4 mg L™" de TI(l),
Pb(Il), Cd(ll), Cr(l1l), Zn(ll), Co(ll), Cu(ll) e Ni(ll) em eletrdlito de trabalho de MES/His 20 mmol L™ (pH
5,0) e MeOH 10% (v/v), com aplicagao de 10 kV para a separagao dos metais. Capilar: silica fundida,
75 um, 68 cm, 46 cm até o detector; Detector: C*D operando em 600 kHz e 2 V,,,; Temperatura: 25°C;
Injecéo hidrodindmica por gravidade: 28 cm por 60 s.

Na Figura 31 esta o eletroferograma da analise de uma amostra de agua
mineral contaminada com os oito metais estudados, no qual se observa a presenca
de ions K(I), além da co-migracdo dos cations Na(l), Ca(ll) e Mg(ll) com os metais
TI(l), Pb(ll) e Cd(ll), respectivamente. Sendo assim, as condicbes experimentais
empregadas na andlise desta amostra ndo proporcionaram uma separagao
satisfatoria, pelo fato dos quatro contaminantes presentes nesta amostra possuirem

valores de mobilidade i6nica proximos a dos cations estudados.
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Figura 31 — Eletroferograma de uma amostra de agua mineral contaminada com 4 mg L™ de TI(l),
Pb(I1), Cd(Il), Cr(lll), Zn(Il), Co(ll), Cu(ll) e Ni(ll) em eletrdlito de trabalho de MES/His 20 mmol L™ (pH
5,0) e MeOH 10% (v/v), com aplicagao de 10 kV para a separacao dos metais. Capilar: silica fundida,

75 um, 68 cm, 46 cm até o detector; Detector: C*D operando em 600 kHz e 2 V,,,; Temperatura: 25°C;

Injecéo hidrodindmica por gravidade: 28 cm por 60 s.

4.4.3 Analise de nutrientes e contaminantes em fertilizantes

O fertilizante foliar analisado (Dimicron nitrozinco) é um fertilizante liquido

que contém na sua composi¢cao nitrogénio, associado aos micronutrientes B, Cu,

Mn e Zn, sendo especialmente desenvolvido para gramineas. Esta combinacéo

quimicamente balanceada de micronutrientes, juntamente com o nitrogénio,

possibilita as plantas a expressdao de seu potencial produtivo [FERTILIZANTE

FOLIAR].

Neste trabalho, a amostra de fertilizante foliar foi testada a fim de analisar

seus nutrientes e contaminantes. Nesta amostra, os nutrientes estdo em maior
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concentracdo e os contaminantes estdo em concentracao relativamente menor. Na
Figura 32 (A) encontra-se o eletroferograma da amostra de fertilizante foliar diluida
1000 vezes, na qual séo visualizados os nutrientes NHy(l), K(1), Na(l), Ca(ll), Mn(ll),
Zn(l1) e Cu(ll). E importante salientar aqui que a co-migracdo dos ions NHa(l) e K(l)
poderia ser resolvida pela adicdo de éter coroa ao eletrdlito de trabalho, como ja
descrito anteriormente.
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Figura 32 - Eletroferogramas de uma amostra de (A) fertilizante foliar (Dimicron nitrozinco; fator de
diluicdo: 1000 vezes) e (B) amostra do item A contaminada com 4 mg L™ de TI(), Pb(ll), Cd(ll),
Cr(ll1y, Zn(Iy, Co(ll), Cu(ll) e Ni(ll) em eletrélito de trabalho de MES/His 20 mmol L™ (pH 5,0) e MeOH
10% (v/v), com aplicagdo de 10 kV para a separagao dos metais. Capilar: silica fundida, 75 um, 68
cm, 46 cm até o detector; Detector: C*D operando em 600 kHz e 2 Vop; Temperatura: 25°C; Inje¢éo
hidrodindmica por gravidade: 28 cm por 60 s.
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Recentemente, a legislacdo do Ministério da Agricultura no Brasil exige a
analise de Cd(ll), Pb(ll) e Cr(ll) como contaminantes em amostras de fertilizantes. A
simulacao da contaminacdo da amostra de fertilizante pelos oito metais estudados
também foi realizada e pode ser vista na Figura 32 (B). Neste eletroferograma
ocorreram algumas co-migragdes devido a interferéncia dos nutrientes presentes na
matriz desta amostra, demonstrando que a aplicagcao desta metodologia neste tipo

de amostra precisa ser ainda otimizada.

4.5 Estudo comparativo com outro sistema CE-C*D desenvolvido

Para avaliar a sensibilidade e a reprodutibilidade do método proposto
desenvolvido no sistema CE-C*D construido na UFSM, um outro estudo envolveu a
aplicacado deste método para a determinag@o simultanea dos oito cations metalicos,
apresentado anteriormente neste trabalho, em outro sistema CE-C*D. Este outro
equipamento utilizado para efetuar a comparacao de resultados foi construido por
Fracassi da Silva e colaboradores no Instituto de Quimica da UNICAMP.

O equipamento de eletroforese capilar (CE-C*D) utilizado na UNICAMP pode

ser visualizado esquematicamente na Figura 33.
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Figura 33 — Foto do equipamento de CE-C*D utilizado na UNICAMP.

Este equipamento possui alguns componentes do sistema eletroforético que
sdo diferentes dos empregados no equipamento construido e utilizado neste
trabalho. A Tabela 6 descreve o0s componentes diferenciais entre os dois
equipamentos.
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Tabela 6 — Parametros comparativos dos componentes dos dois equipamentos CE—

C*D utilizados neste trabalho.

Equipamentos CE-C*D

Parametros UFSM UNICAMP

Dimensdes do gabinete de acrilico 70 x 80 x50 cm 30 x 30 x 30 cm

Fornecedor do capilar de silica fundida

(d.i. 75 um, d.e. 360 um) Microtube Agilent
Comprimento total do capilar 68 cm 56 cm
Comprimento efetivo do capilar 46 cm 46 cm
Lavagem do capilar (aplicacao de bomba de vacuo seringa
pressao negativa) (no lado da detecgéo) (no lado da injegéo)
Sistema de injecéo hidrodinamica SIG? SIp®
Sistema responsavel pela injecéo carro de impressora bomba de aquério
Sistema de troca de vials amostradores automaticos Manual

possui circulacao de ar

Sistema de controle de temperatura com termopar Nao possui

Detector caixa que pode ser aberta caixa fechada
Interface PCI-1711 NI USB-6009
Software desenvolvido em linguagem Delphi 7.0 LabVIEW 7.1

@ SIG = Sistema de injegéo por gravidade.
® SIP = Sistema de injecdo por pressao.
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Pela comparagao das fotos dos dois equipamentos CE-C*D (Figuras 9 e 33)
percebe-se que as dimensdes dos gabinetes de acrilico sdo diferentes. O sistema
eletroforético do equipamento desenvolvido na UNICAMP é bem menor quando
comparado ao desenvolvido na UFSM. Outro diferencial € o fato de o equipamento
utilizado na UNICAMP nao possui um sistema de controle de temperatura. Para a
circulacao do ar pelo interior do sistema eletroforético, este equipamento possui uma
ventoinha, a qual permanece ligada o tempo todo durante as separacdes
eletroforéticas. Pelo fato de ndo possuir um sistema de controle de temperatura, a
temperatura do sistema durante a andlise eletroforética oscila em torno da
temperatura do ambiente externo do gabinete de acrilico, o que ndo garante a
estabilizacdo da temperatura em um valor fixo.

Ja a lavagem do capilar no equipamento desenvolvido na UNICAMP ¢ feita
pela reducado da pressao do reservatério da amostra (vial 1 — lado da injecao). A
reducdo da pressdo € conseguida pela movimentacdo de um émbolo de uma
seringa feito de forma manual. A seringa é conectada ao reservatorio através de
tubulacdes e conexdes proprias para a sua utilizacdo em sistemas de pressao, como
visualizado na Figura 34 (A). Inicialmente, a seringa repousa na posicao de menor
volume, de modo que nesta posicdo a pressao sobre o reservatorio € igual a
pressao ambiente. Quando o émbolo é puxado manualmente para tras e preso com
o auxilio de uma presilha, ocorre 0 aumento do volume acoplado a tubulacéo e,
consequentemente, ocorre reducao da pressao sobre o reservatério. Com o émbolo
nesta posi¢cao, a lavagem do capilar é efetuada. Ao término do tempo de lavagem,
retira-se a presilha e o émbolo volta para a sua posicao inicial, restabelecendo a

pressao atmosférica no reservatorio.
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(A)

Figura 34 — Fotos demonstrando (A) a seringa conectada ao vial 1 durante a etapa de lavagem do
capilar (aplicando pressao negativa no vial 1) e (B) a conexao entre a bomba de aquario e o vial 1
empregada durante as etapas de injecdo hidrodindmica por pressdo e andlise eletroforética no
equipamento de CE-C*D utilizado na UNICAMP.

O equipamento desenvolvido na UNICAMP possui um sistema de injecao por
pressdo (SIP), sendo diferente do sistema de injecdao por gravidade (SIG)
empregado no equipamento desenvolvido na UFSM. Vale ressaltar que em ambos
os equipamentos também se pode utilizar o sistema de injecédo eletrocinética, além
do modo de injecao hidrodinamica.

O sistema de injegcao hidrodindmica empregado no equipamento desenvolvido
na UNICAMP baseia-se no aumento da pressao do reservatério da amostra (vial 1).
O aumento da pressao é conseguido pelo acionamento de um motor de bomba de
aquario acoplado ao sistema. Para isto, o sistema deve estar conectado conforme
ilustrado na Figura 34 (B). O dispositivo aplica uma pressao constante de 11 kPa e
permite a escolha do tempo de amostragem conforme a necessidade (alguns
segundos).

Em relacdo aos detectores oscilométricos dos equipamentos, pode-se dizer
que cada um foi construido com materiais com caracteristicas diferentes. No

detector desenvolvido na UFSM, a placa de circuito esta instalada dentro de uma
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caixa metdlica ligada ao potencial de terra para garantir a blindagem
eletromagnética. Para se efetuar o procedimento de troca de capilar, a caixa
metalica deve ser aberta, retirando-se a sua parte frontal. A passagem de um capilar
com diametro externo (d. e.) de 360 um por dentro dos dois eletrodos fixados sobre
a placa é facilitada. Além disso, a agulha, que serviu como molde para a confecgao
dos eletrodos, foi de 450 um, o que deixa um espaco livre de 90 um para passar o
capilar por dentro dos eletrodos.

Por outro lado, o detector oscilométrico do equipamento da UNICAMP é
composto por uma caixa de plastico fechada ligada ao potencial de terra. A caixa
possui internamente um revestimento de cobre que garante a blindagem
eletromagneética, aléem de ser preenchida com polidimetilsiloxano (PDMS) que é um
isolante térmico. Neste detector foi utilizada uma agulha de 400 um como molde
para a confecgcao dos eletrodos, o que deixa um espaco livre de 40 um para passar
o capilar por dentro dos eletrodos. O procedimento de troca do capilar, neste caso, é
um pouco mais dificil pelo fato da caixa do detector (fechada) possuir um septo de
PDMS, que serve como uma guia para o capilar passar por dentro da caixa entre os
dois eletrodos, o qual € um pouco justo de mais.

Apesar dos sistemas de lavagem empregados nos dois equipamentos serem
diferentes, as condi¢cdes do procedimento de lavagem do capilar (solucbes e
duragdo de tempo) foram mantidas as mesmas empregados no equipamento
desenvolvido na UFSM, descritas no capitulo 3.

Para que a condigéo de injecdo empregadas no equipamento desenvolvido na
UNICAMP fosse semelhante ao empregado na UFSM, foi utilizado um tempo grande
de injecao (10 s). Entretanto, é dificil fazer com que as condigbes de injecdo sejam
exatamente iguais pelo fato de serem sistemas distintos.

Primeiramente, testou-se o método proposto neste trabalho utilizando as
condicbes que sao geralmente empregadas no equipamento desenvolvido na
UNICAMP, por exemplo, um capilar de 50 cm. Entretanto, para este comprimento de
capilar o tamanho efetivo € menor (40 cm) quando comparado ao utilizado no
equipamento desenvolvido na UFSM (46 cm). Empregando esta condicdo, o
eletroferograma obtido apresentou duas co-migragdes. A Figura 35 mostra que além
destas co-migracdes, para TI(Il) + Pb(ll) e Cd(ll) + Cr(lll), o capilar de 50 cm
forneceu um tempo de analise em torno de 8 min, ou seja, relativamente menor ao
obtido nos experimentos no equipamento utilizado na UFSM (15 min). Este fato
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decorreu devido ao potencial de 10 kV aplicado neste capilar, de comprimento total
menor, fornecer um campo elétrico maior ao longo do capilar quando comparado as
condicdes experimentais empregadas no equipamento utilizado na UFSM. E por
este motivo que o tempo de migracdo dos analitos foi menor, ja que os céations
migraram mais rapidamente pelo capilar até o detector, como visualizado na Figura
35.

TI' + Pb*

Figura 35 — Eletroferograma de uma amostra sintética obtido com a aplicagdo do método proposto no
equipamento utilizado na UNICAMP. Amostra sintética: 4 mg L™ de TI(l), Pb(ll), Cd(ll), Cr(lll), Zn(ll),
Co(ll), Cu(ll) e Ni(ll); Eletrdlito de trabalho: MES/His 20 mmol L (pH 5,0) e MeOH 5% (v/v); Potencial
de separacao dos metais: 10 kV; Capilar: silica fundida, 75 um, 50 cm, 40 cm até o detector; Detector:
C*D operando em 600 kHz e 2 Voo, Temperatura: 26,5 + 0,5°C; Injeg¢do hidrodindmica por pressao:
11 kPa por 10 s.

Sendo assim, os experimentos efetuados no equipamento desenvolvido na
UNICAMP prosseguiram utilizando-se um capilar de 56 cm, o qual também forneceu
46 cm de tamanho efetivo até o detector (idéntico ao utilizado no equipamento
desenvolvido na UFSM).

Além disso, pelo fato de se utilizar um tamanho de capilar diferente daquele
utilizado na UFSM, calculou-se o valor do potencial de separacdo para que 0 campo
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elétrico (E) aplicado ao longo do capilar fosse igual nos dois sistemas. O valor do E
ao longo do capilar é obtido dividindo-se o valor do potencial de separacéo (em V)
pelo comprimento total do capilar (em cm). Para que o E ao longo do capilar de 56
cm utilizado no equipamento desenvolvido na UNICAMP também fosse de 147 V
cm™', foi aplicado um potencial de 8 kV para a separagdo dos oito metais.

Finalmente, o método foi avaliado com as condigbes descritas anteriormente.
Para um melhor entendimento, a seguir sdo citadas as diferentes condi¢oes
experimentais utilizadas para a aplicagdo do método proposto nos dois
equipamentos CE-C*D utilizados neste trabalho:

e Equipamento desenvolvido na UFSM: Eletrélito de trabalho de MES/His
20 mmol L™ (pH 5,0) e MeOH 5% (v/v), com aplicagdo de 10 kV para a
separacao dos metais. Capilar: silica fundida, 75 um, 68 cm, 46 cm até o
detector; Detector: C*D operando em 600 kHz e 2 V,,; Temperatura: 25°C;
Injecéo hidrodinamica por gravidade: 28 cm por 60 s.

e Equipamento desenvolvido na UNICAMP: Eletrdlito de trabalho de MES/His
20 mmol L™ (pH 5,0) e MeOH 5% (v/v), com aplicacdo de 8 kV para a
separacao dos metais. Capilar: silica fundida, 75 pm, 56 cm, 46 cm até o
detector; Detector: C*D operando em 600 kHz e 2 Vp,; Temperatura:

26,5 + 0,5°C; Injecao hidrodindmica por pressao: 11 kPa por 10 s.

A Figura 36 (B) demonstra a separagao eletroforética obtida no equipamento
desenvolvido na UNICAMP, empregando as condi¢ces descritas acima. Para efeito
de comparagéo, foi colocado ao lado da Figura 36 (B) o eletroferograma da Figura
28, aqui representado pela Figura 36 (A), mostrando a separacao eletroforética
obtida nos equipamentos desenvolvidos na UFSM e na UNICAMP. Os valores dos
tempos de migragdo, areas dos picos e seus respectivos desvios padrao estdo

descritos na Tabela 7.
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Figura 36 — Eletroferogramas obtidos com a aplicagdo do método proposto no (A) equipamento
desenvolvido na UFSM e (B) no equipamento desenvolvido na UNICAMP. Outras informagdes do
item (A) encontram-se na Figura 28. (B) Eletroferograma de uma amostra sintética de 4 mg L™' de
TI(I), Pb(ll), Cd(ll), Cr(Ill), Zn(ll), Co(ll), Cu(ll) e Ni(ll) em eletrélito de trabalho de MES/His 20 mmol
L™ (pH 5,0) e MeOH 5% (v/v), com aplicacdo de 8 kV para a separagio dos metais. Capilar: silica
fundida, 75 um, 56 cm, 46 cm até o detector; Detector: C'D operando em 600 kHz e 2 Vp;

Temperatura: 26,5 = 0,5°C; Injegao hidrodinamica por pressao: 11 kPa por 10 s.
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Os valores de LOD e LOQ foram calculados e encontram-se na Tabela 8.
Também a partir desta tabela podem-se comparar os valores obtidos depois da
aplicacao do método proposto nos dois equipamentos utilizados para a realizacao

deste trabalho.

Tabela 8 — Comparacgao dos valores de LODs e LOQs (n = 5) para os cations TI(l),
Pb(Il), Cd(ll), Cr(lll), Zn(ll), Co(ll), Cu(ll) e Ni(ll) obtidos no sistema CE-C*D da
UFSM e no sistema CE-C*D da UNICAMP. As condicdes experimentais utilizadas
para a aplicagdo do método proposto em cada equipamento foram descritas

anteriormente na pagina 115.

Equipamentos CE-C*D

UFSM UNICAMP

Metal LOD LOQ LOD LOQ
analisado (umolL™) (umolL™) (umolL™) (pumolL™)

TI(N) 5,08 16,91 4,25 14,17
Pb(ll) 1,69 5,62 5,83 19,44
cd(l) 3,52 11,72 11,03 36,73
cr(i 5,93 19,74 15,57 51,87
Zn(ll) 5,16 17,02 11,77 39,20
Co(ll) 22,17 73,82 9,84 32,77
Cu(lly 8,43 28,07 6,13 20,43
Ni(ll) 3,28 10,92 9,03 30,06

A comparacao dos valores de LODs e LOQs obtidos nos dois equipamentos
utilizados neste trabalho mostra que as sensibilidades sdo comparaveis em ambos

0s equipamentos, estando praticamente na mesma ordem de grandeza. De fato, a
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automacdo da etapa de injecdo é responsavel por consideravel aumento na
reprodutibilidade das anadlises, ja que neste trabalho verificou-se que o desvio
padrao relativo das areas dos picos obtidos foi menor com a injecdo automatizada
do equipamento desenvolvido na UFSM em relagdo a injecdo manual do
equipamento desenvolvido na UNICAMP. Estes valores encontram-se nas Tabelas 4
e 7, respectivamente.

Adicionalmente, o sistema de controle da temperatura do capilar durante a
andlise eletroforética presente no equipamento desenvolvido na UFSM também
pode ter contribuido para a reprodutibilidade do método proposto neste
equipamento.

A partir dos estudos de comparacéo realizados neste trabalho, percebeu-se a
importéncia de se reproduzir exatamente o comprimento do capilar, desde o ponto
de injecao até o detector, utilizado para a separagdao. Como discutido anteriormente,
a utilizagdo de um capilar com tamanho menor resultou em uma analise mais rapida,
porém com a desvantagem de fornecer uma menor separagao entre os cations.

Por fim, o comparativo realizado entre os dois equipamentos utilizados neste
trabalho foi valido pelo fato de ter demonstrado que o detector construido na UFSM
possui uma sensibilidade comparavel a outros equipamentos de CE-C*D. Além
disso, pode-se afirmar que o método proposto neste trabalho possui uma boa
reprodutibilidade podendo ser empregado em outros equipamentos de CE-C*D para
a determinacao simultanea de TI(I), Pb(Il), Cd(ll), Cr(lll), Zn(ll), Co(ll), Cu(ll) e Ni(ll).
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5 CONCLUSOES

1) Devido a sua versatilidade, simplicidade do equipamento de eletroforese e
0 baixo custo de seus componentes em relacdo a outros equipamentos analiticos, a
construgao do sistema CZE-C*D em laboratério tornou-se possivel, com a vantagem
sobre os equipamentos comerciais de permitir modificagbes e adaptagdes. Apos
algum tempo do uso rotineiro do equipamento, algumas modificacbes foram
efetuadas em relagdo ao projeto inicial, permitindo o aprimoramento do sistema.

2) O sistema CE-C*D descrito neste trabalho emprega um sistema de
manipulacao de solucbes completamente automatizado empregando dois carrosséis
de amostras acoplados ao equipamento. Todos os componentes do sistema
eletroforético sdo operados através de uma interface via computador, incluindo os
dois amostradores projetados e acoplados ao sistema eletroforético. O detector de
condutividade sem contato foi construido de acordo com protétipos previamente
descritos na literatura.

3) Pelo fato do sistema CZE-C*D ser interfaceado ao microcomputador, o
equipamento construido possui um alto grau de automagéo, o que facilita o seu
manuseio. Tais caracteristicas permitem dizer que o equipamento construido deixa
pouco a desejar em comparagao com 0s equipamentos comerciais.

4) A utilizagdo do equipamento € simplificada, principalmente em relagdo a
etapa de troca do capilar, pelo fato de ndo necessitar qualquer tipo de modificagao
permanente no capilar, como abertura de janela para deteccao UV-Vis ou
perfuracdo e adesdo de eletrodos, 0 que garante a rapidez na montagem do
sistema.

5) O detector de condutividade sem contato permite a deteccdo sensivel de
metais alcalinos, alcalino-terrosos e metais de transicdo. O sistema construido em
laboratério apresenta boa reprodutibilidade para os tempos de migracdao dos metais
estudados, com desvio padréo relativo (RSD) entre 6,3 e 9,2% para Na(l), K(I), Ca(ll)
e Mg(ll) e entre 2,60 e 3,4% para Zn(ll), Cr(lll), Pb(ll), Cd(ll), Co(ll), Cu(ll), Ni(ll) e
TI(I).

6) Ficou demonstrada neste trabalho que a utilizagdo da CZE com C*D

envolveu aspectos originais do ponto de vista da metodologia analitica para a
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separagao e a determinacao simultanea dos metais TI(l), Zn(ll), Cr(lll), Pb(ll), Cd(ll),
Co(ll), Cu(ll), Ni(ll) e TI(I) em solucdo aquosa. No estudo da otimizacao ficou
comprovado a dificuldade de se conseguir a separacgao eletroforética completa dos
cations estudados. Este fato decorreu devido a estes metais de transicdo possuirem
valores de relacdo carga/massa muito parecidos, possuindo, assim, valores de
mobilidades eletroforéticas semelhantes, o que geralmente contribui para as co-
migragcdes acontecerem.

7) O método eletroforético desenvolvido foi empregado na otimizacdo da
separacao dos céations metdlicos Zn(ll), Cr(lll), Pb(ll), Cd(ll), Co(ll), Cu(ll), Ni(ll) e
TI(I) em amostras de agua. O eletrdlito de trabalho composto pelo tampao MES/His
20 mmol L™ (pH 5,0) e MeOH 5% (v/v) possibilitou a separacdo simultanea dos
cations metalicos empregando um capilar de silica fundida de 68 cm com 46 cm até
o detector (75 um diametro interno x 360 um diametro externo) e um potencial de
separacao de 10 kV. Limites de detecgéo calculados para os oitos cations metalicos
entre 1,69 e 22,17 pmol L' permitem a aplicacdo da metodologia para
determinagbes em amostras reais empregando o sistema eletroforético
desenvolvido.

8) Neste trabalho ficou clara a dificuldade no desenvolvimento de um método
de analise para amostras reais quando existe a presenca de um cation em
concentracdo muito elevada em comparagdo aos outros cations de interesse. O
alargamento da banda do cation em alta concentragdo diminuiu significativamente a
resolugao e visualizagdo dos cations em menor concentragdo, o que sugeriu estudos
de otimizacdo, buscando novos eletrolitos. Entretanto, ndo foram encontradas
condicbes que possibilitassem a separacao dos cations de interesse dos ions
interferentes presentes nas amostras testadas.

9) Os resultados obtidos com a aplicacao do método proposto neste trabalho
em outro equipamento de CE-C'D (construido por Fracassi da Silva e
colaboradores no Instituto de Quimica da UNICAMP) demonstraram que o
equipamento desenvolvido na UFSM possui uma sensibilidade comparavel a este
outro equipamento de CE-C®D, além de provar que o método proposto para a
determinagao simultanea de oito cations metdlicos possui uma boa reprodutibilidade
podendo ser reproduzido em outros sistemas CE—C*D.

10) A construgdo do sistema CZE-C'D possibilitou ndo somente o

desenvolvimento dos estudos apresentados neste trabalho, como também promoveu
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a melhoria da infra-estrutura analitica dos grupos de pesquisa em Quimica Analitica
da UFSM pela introducdo de uma nova técnica de separagcdo. De fato, aulas
demonstrativas do seu funcionamento foram introduzidas na disciplina de Andlise
Instrumental para os alunos de graduacao do curso de quimica, além de alunos de
pds-graduacao da disciplina de Eletroforese Capilar e de Métodos Cromatograficos
do programa de pés-graduacdo em quimica e programa de pés-graduagdo em
ciéncias farmacéuticas.

11) Adicionalmente, os custos do equipamento construido foram
significativamente menores em relagdo aos equipamentos comercialmente
disponiveis no Brasil, na maioria das vezes importados de firmas norte-americanas e
europeéias a custos elevados.

12) Como perspectivas, a instrumentacdo construida e os estudos aqui
iniciados, devem servir de base para o desenvolvimento de novos projetos nesta
area, além das inumeras aplicagbes que podem se servir deste sistema de
separacao e deteccdo. Cabe ressaltar que estas ndo sdo apenas perspectivas
futuras, pois algumas idéias como a analise de espécies organicas, tais como
farmacos (anfetaminicos) e polifendis com deteccao direta e indireta, ja estdo em

desenvolvimento em novos projetos de pesquisa.
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