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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi modificar intmente
capilares de silica fundida com quitosana (QTS)ak de quitosana
guaternizada (SAQQ), além do uso do polimero aoiwicarragena e do
agente reticulante glutaraldeido (GLU), para obifarentes perfis de fluxo
eletrosmotico (EOF, do inglé&lectroosmotic flow”’) em funcdo do pH e
explorar algumas de suas aplicacdes em eletrofosgstar (CE, do inglés
“Capillary Electrophoresis’). Os capilares foram revestidos por simples
lavagens com solucdo dos modificadores de interesse quais se
observaram diferentes comportamentos de mobilidi@d&OF em funcéo
do pH. Para os capilares revestidos com QTS ratleuvé SAQQ reticulado,
ambos reticulados utilizando GLU, o comportamemd®FversuspH foi
anddico em pH menor que 6,0 e catédico em pH nepier7,0, enquanto o
perfil de mobilidade do EOF para o capilar revesgdmente por lavagem
com solugdo de SAQQ foi anddico na faixa de pH 2,5 Ja para o
revestimento com SAQQ reticulado com GLW-earragena as mobilidades
do EOF foram praticamente constantes e indepersled® pH,
apresentando um EOF catédico, com o grande difidede uma elevada
intensidade, cerca de 30 x410n* V' s*, em pH menores que 4,5. A
reprodutibilidade de preparacdo dos revestimeniadiagla através de
medidas de mobilidade do EOF em diversos pH (regiée de inflexao)
apresentou um coeficiente de variacédo (CV, %) méwoor que 10%. De
maneira geral, os revestimentos apresentaram uenadtabilidade quimica
frente a solugBes acidas, béasicas e solventes icoganUm teste de
desempenho dos revestimentos, realizando 150 asrgth pH 2,4 e 8,9,
mostrou bons resultados de estabilidade do EOFb&amfoi verificado
um procedimento para reconstrucdo dos revestimeques indicou a
possibilidade de reutilizacdo dos capilares.

O revestimento usando QTS reticulada com GLU fdicado no
desenvolvimento de um método simples e rapido @ompé&ra determinar
simultaneamente o volume de saliva coletado e aetdracéo de nitrato e
tiocianato nessa amostra. O método consistiu emsamaéncia de etapas
de injecdo com um padréo interno usado como refexr§rara correcdo do
volume de amostra coletada com sweh O eletrélito de corrida escolhido
foi constituido de 12 mmol L de tris(hidroximetil)aminometano (Tris) e
8,5 mmol L* de &cido sulfdrico, em pH 2,5. O padréo intern Bado no
método foi bromato. Um capilar de silica fundidamcel8,5 cm de
comprimento totall{,), 8,5 cm de comprimento efetivby() € 75 um (DI),



foi empregado nos experimentos. A aquisicdo doeglémi feita em 200
nm e a temperatura foi mantida em5 A tensio de separacgio aplicada
foi de 25 kV com polaridade negativa na injecdge@stimento do capilar
contribuiu para uma rapida separacdo dos anio3§ (@jn) no modo co-
eletrosmotico. O tempo instrumental de andlise [Tiéi de 2,81 min
possibilitando realizar cerca de 21 analisésAavaliacdo do método para
determinacdo do volume de saliva coletado wab revelou uma boa
correlagao entre o volume obtido e previsto (difeeemenor que 3,5%; R >
0,999). As curvas analiticas também apresentaraanhaa linearidade (R
> 0,999) com limites de deteccado (LD) do nitrattoeianato, 0,13 e 0,23
mg L', respectivamente. A precisdo intermediaria parala@s analitos
(area de pico e tempo de migracao) apresentou Chomgue 5% e as
recuperacdes variaram entre 97 e 102%.

O capilar revestido com SAQQ foi aplicado no desénmento
de um método rapido de separacado por CE usandmegemnlltiplas para
determinar iodeto em formulagBes farmacéuticade@déto de corrida foi
composto por 20 mmoltde Tris e 11 mmol t de &cido cloridrico, em
pH 8. O Pl usado foi tiocianato. As separacdesnforaalizadas em um
capilar de silica fundida (32 chg,, 8,5 cmLge, 50 um DI) usando deteccéo
UV em 220 nm e temperatura mantida a°@50 EOF foi modificado por
lavagem do capilar com solucéo polimérica, resditagm um revestimento
semi-permanente com EOF controlado e anddico em8pmBiferentes
estratégias, usando injecfes simples e multiplasgaeninho mais curto do
capilar até o detector foram estudadas, obtendsegsintes numeros de
amostras analisadas por hora: injeta um plugueaedatre corridas (Slava)
35 amostrash um plugue sem lavar entre corridas (SSlava) 7@stnas h
! quatro plugues lavando entre corridas (Mlavap6ibstras H; e quatro
plugues sem lavar entre corridas (MSlava) 80 amsdit. O tempo de
tensdo necessario para promover a separacdo depioie (iodeto e
tiocianato) no modo MSlava foi de 12 s. A avaliagciiométodo MSlava
mostrou bons resultados de linearidadé F0,999); LD de 0,4 mg
precisbes menores que 7% (area de pico e tempo igeacdn) e
recuperacdes variando de 99 a 102%.

A modificacdo usando SAQQ reticulado com GLW-earragena
foi empregada no desenvolvimento de um método oagédseparacéo para
determinar betaina e metionina em formulacdes fedéuiicas por CE
utilizando deteccéo direta no UV. A caracteristeaEOF elevado em pH
baixo para a modificacdo contribuiu significativarte para o
desenvolvimento do método rapido de separacdo.e@oktio de corrida
empregado foi Tris 10 mmol™, etanol 10% (v/v) e pH ajustado para 2,1



com acido fosférico. O Pl usado foi a histidina. #&paragbes foram feitas
em um capilar de silica fundida (32 drg, 8,5 cmlLge, 50 um DI) usando
deteccdo UV em 195 nm e temperatura mantida dC25A tensdo de
separacdo aplicada foi 28 kV, com polaridade pasitia injecdo. No
método desenvolvido foi possivel usar o modo decdyp sequencial (sem
lavagem do capilar entre corridas) para analissedesminoacidos nas
amostras de farmacos. O TIA gasto pelo método maida foi de 1,53 min,
permitindo fazer cerca de 39 corridas Foram obtidos bons resultados de
linearidade (R > 0,999); LD menor que 4 mg'Lpara os dois analitos,
valores de precisdo menores que 3,5% (area deefi@opo de migracao) e
recuperacdes variando de 97 a 108%. As concensrat@® aminoacidos
determinadas nas amostras por CE-UV foram estatisénte iguais aos
valores determinados pelo método comparativo peMSIMS.

Outra aplicagédo do capilar revestido usando SAQiQutado com
GLU ex-carragena empregando CE foi no desenvolvimentondenétodo
rapido de separacdo para determinar creatininadiha, acido hipurico e
acido mandélico em amostras de urina. O eletrdétgorrida usado foi Tris
10 mmol L* e &cido 2-hidroxiisobutirico 30 mmol*l.em pH 3,65. As
separacdes foram feitas em um capilar de silicdidian(32 cmLy, 8,5 cm
Lgey 50 um DI) usando deteccdo UV em 200 nm com testyner
controlada em 25 °C. O PI usado foi o acido 3,%ddixibenzoico. A
tensdo de separacdo aplicada foi de 30 kV com igats positiva na
injecdo. O TIA do método otimizado foi de 2,95 rmendo possivel realizar
cerca de 20 corridas™h A avaliagdo do método revelou uma boa
linearidade (R> 0,99) para as curvas analiticas e LD dos quaisditos
variando de 0,21 a 1,3 mg'LOs resultados de CV para as precisfes (area
de pico e tempo de migracdo) foram menores que ,2¢8%eto para a
histidina (CV menor que 5%). Bons resultados deuperacio foram
obtidos (98 - 106%).

Palavras-chave Eletroforese Capilar. Capilares Revestidos. Qaita. Sal

de Quitosana Quaternizada. Saliva. Nitrato. Tiat@anFarmacos. lodeto.
Betaina. Metionina. Urina. Creatinina. Histidinacido Hipurico. Acido

Mandélico.






ABSTRACT

The aim of this study was to modify internally fdseilica
capillaries with chitosan (CTS) and quaternizedadan salt (HACC), in
addition to using the anionic polymercarrageenan and the crosslinking
agent glutaraldehyde (GLU), to obtain differentfijes of electroosmotic
flow (EOF) as a function of pH and to explore soagplications in
capillary electrophoresis (CE). The capillaries evazoated by simple
flushing with a solution of the modifiers of intste in which different
behaviors of EOF mobility as a function of pH werbserved. For the
capillaries coated with CTS and HACC, both crosslah using GLU, the
behavior of the EOF versus pH was anodic at pH totkan 6.0 and
cathodic at pH greater than 7.0, while the prafifehe EOF mobility for
the coated capillary with flushing only with HAC®lstion was anodic in
the pH range of 2.0 to 9.5. For coating with HAQG@sslinked with GLU
and x-carrageenan the EOF mobility was practically camistand
independent of the pH, showing a cathodic EOF, Withgreat advantage
of a high intensity, around 30 x 20 V! s, at pH lower than 4.5. The
reproducibility of the different coatings prepare@ds performed in two
different capillaries by measuring the EOF mobilil several pH values
outside the inflection region and the average agefft of variation (CV)
was less than 10%. In general, the coatings sh@wed chemical stability
in acidic solutions, basic solutions and organivesuts. A performance test
of the coatings, performing 150 runs at pH 2.4 &®j showed good results
for the EOF stability. A procedure for the recounstion of the coatings was
also verified, which indicated the possibility afusing the capillaries to
again form each coating.

The coating of the capillary using CTS crosslinkdth GLU was
applied in the development of a simple and rapidhod in free solution,
employing CE to determine simultaneously the volwhealiva collected
and the concentration of nitrate and thiocyanatdis sample. The method
consists of a sequence of injection steps withnéermal standard used as
the reference for correction of the sample volurokected with a swab.
The running electrolyte chosen consisted of 12 mmbl*
tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris) and 8.5 mmdlsulfuric acid, at
pH 2.5. The internal standard (IS) used in the oethas bromate. A fused
silica capillary with 48.5 cm of total capillaryrigth (), 8.5 cm effective
capillary length to the detectot{) and 75 um of internal diameter (ID)
was used in the experiments. Data acquisition \aased out at 200 nm and



the temperature was maintained at°€5 The separation voltage applied
was 25 kV with negative polarity in the injectiohhe capillary coating
contributed to a rapid separation of anions (0.36) im co-electroosmotic
mode, and the instrumental analysis time (IAT) Wa81 min, allowing
around 21 runs hto be performed. The evaluation of the method for
correction of the volume of saliva collected withs@wab showed a good
correlation between the obtained and predicted melydifference lower
than 3.5%; R > 0.999). The analytical curves alsowed a good linearity
(R* > 0.999) with limits of detection (LD) for nitratend thiocyanate of
0.13 and 0.23 mg 1, respectively. Intermediate precision determined f
the two analytes (peak area and migration timesldoCV values lower
than 5% and the recovery ranged from 97 to 102%.

The capillary coated with HACC was applied in thevelopment
of a rapid method of separation by CE using mudtifhjections to
determine the iodide content of pharmaceutical fdations. The running
electrolyte consisted of 20 mmolLTris and 11 mmol & hydrochloric
acid, at pH 8. The IS used was thiocyanate. Tharaéipns were performed
on a fused silica capillary (32 ciny, 8.5 cmLge, 50 um ID) using UV
detection at 220 nm with the temperature maintaate2b°C. The EOF was
modified by flushing the capillary with polymer stibn, resulting in a
semi-permanent coating with controlled and anodid-Eat pH 8. Different
strategies, using single and multiple injectionstle short-end of the
capillary (nearest to the detector) were studidataioing the following
numbers of samples analyzed per hour: inject a pheyflush between runs
(Sflush) 35 samples™ plug without flush between runs (SWflush) 76
samples f, plug and flush four times between runs (Mflush)samples h
! and plug without flush four times between rundRush) 80 samples h
! The voltage time required to promote the sepamaif eight peaks (iodide
and thiocyanate) in MWflush mode was 12 s. The watan of the
MWflush method showed good linearity {R 0.999), LD of 0.4 mg L,
precision lower than 7% (peak area and migratiome}i and recovery
ranging from 99 to 102 %.

The modification with HACC crosslinked with GLU anc
carrageenan was used to develop a rapid methodpafration to analyze
betaine and methionine in pharmaceutical formutetiby CE using UV
direct detection. The characteristic of high EOHoat pH for the coating
contributed significantly to the development of apid method of
separation. The running electrolyte used was cosgpas 10 mmol [*
Tris, 10% ethanol (v/v) and pH adjusted to 2.1 vptlosphoric acid. The IS
used was histidine. The separations were carrigdoaua fused silica



capillary (32 cmlyy, 8.5 cmLge, 50 um ID) using UV detection at 195 nm
and temperature maintained at®5 The separation voltage applied was 28
kV with positive polarity during the injection. ithe method developed the
sequential injection mode (without flushing the ilapy between runs) can
be used for the analysis of amino acids in pharotézd samples. The IAT
associated with the optimized method was 1.53 wllowing around 39
runs K. Good results were obtained for linearity? (R0.999), LD (lower
than 4 mg [* for two analytes), precision values (lower thaf98; peak
area and migration time) and recovery (97 to 108%)e amino acid
concentrations determined by CE-UV were statidiicalqual to those
determined applying the comparative LC-MS/MS method

Another application of the coating with HACC crasked with
GLU and k-carrageenan using CE was in the development ofpédr
method of separation to determine creatinine, dirgi, hippuric acid and
mandelic acid in urine samples. The running elégtiraused was composed
of 10 mmol L* Tris and 30 mmol £ of 2-hydroxyisobutyric acid, at pH
3.65. The separations were carried out in a fuderh <apillary (32 cm
Liot8.5 €M Lge, 50 um ID) using UV detection at 200 nm with the
temperature maintained at 26. The IS used was 3,5-dihydroxybenzoic
acid. The separation voltage applied was 30 kV vgtsitive polarity
during the injection. The IAT of the optimized meth was 2.95 min
allowing around 20 runs™h The evaluation of the method showed good
linearity (R > 0.99) for the analytical curves and LD for tloeif analytes
ranging from 0.21 to 1.3 mg™L The CV results for precision (peak area
and migration time) were lower than 2.8%, with theeption of histidine
(CV lower than 5%) and good results were obtainedrécovery (98 -
106%).

Keywords: Capillary Electrophoresis. Coated Capillaries. it@an.
Quaternary Ammonium Chitosan Salt. Saliva. Nitrdeiocyanate. Drugs.
lodide. Betaine. Methionine. Urine. Creatinine. tidi;e. Hippuric acid.
Mandelic acid.
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INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

Nos ultimos anos, a eletroforese capilar (CE, dglém
“Capillary Electrophoresis’) tornou-se uma técnica analitica muito
importante na ciéncia de separacdes. Ela apresafgamas
caracteristicas interessantes como rapidez nasagéps, alto poder de
resolucdo, necessidade de pequenas quantidademadgraa (alguns
nanolitros para injecdo) e possibilidade de mimiz&igdo instrumental
(PUIG et al, 2008).E uma técnica de separacdo efetuada em colunas
capilares e baseada nas diferencas entre as radeifidde espécies
carregadas (solutos ibnicos ou ionizaveis) sob aigioum campo
elétrico, em eletrélitos que podem ser aquOSOSrganicos ou mistos.
Estes eletrdlitos podem conter aditivos, como stafaes,
ciclodextrinas, complexantes ou ligantes, entreosutque interagem
com os solutos e alteram suas mobilidades eleétidas permitindo,
por exemplo, a separacdo de moléculas neutrasreeied ou mesmo
modificar a mobilidade de moléculas ionizadas (S\L&f al, 2007).

Em CE existe um fendmeno importante que est4d sempre
presente nas separacdes chamado de fluxo eletiogn{&OF, do
inglés“Electroosmotic flow”). O EOF resulta da aplicacdo de tensédo em
um capilar preenchido com solucao eletrolitica. OFEatua nas
separagfes transportando com velocidade constani®lwne de
solucéo dentro do capilar como um todo para uma dadc¢do. O EOF
pode apresentar diferentes magnitudes dependendoomstituicdo
guimica da superficie da parede do capilar, nore@iencomposto de
silica, e do pH do eletrélito. Quando esta mageitiat elevada, ele é
responsavel pela conducéo dos solutos até o detamto distingdo de
carga (catidnicos, aniénicos e neutros), permitiadmalise simultanea
destes solutos em uma mesma amostra, apesar deexistir
discriminacdo temporal entre os compostos neuTrAY¥ARES, 1996).

O EOF pode influenciar significativamente em umpasacdo por CE
alterando a velocidade da separacdo, a repetibdidkos tempos de
migracao dos solutos e a resolucéo entre os [awa.isso, € de grande
importancia tanto o controle do EOF, como as pdskides de

modificacdo deste parametro, a fim de facilitarasegbes de solutos
que requeiram condicdes especiais de direcdo eitmagrde EOF em
um dado pH, diferentes de um capilar de silicaifind
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A CE tem uma aplicacdo muito vasta podendo ser egapa
na separagédo e quantificagdo de moléculas presegasais diferentes
tipos de amostras como: biolégica (aminoacidosotefitas em urina e
plasma humano); ambiental (metais e herbicidas gma & solo); de
alimentos (pesticidas e fungos em bebidas e fruasprodutos
farmacéuticos (flavondides e anfetaminas em exrate plantas e
comprimidos) (SIMPSON; QUIRINO; TERABE, 200&ntretanto, a
determinacdo de algumas substancias por CE ¢é Bacad
interferéncias que podem limitar ou impedir a dgiec Um exemplo &
a separacao de proteinas, a qual necessita detengéi@ especial, pois
estas moléculas tém uma forte interacdo com o aafitando
adsorvidas nas paredes do mesmo. A adsorcdo ddna®io capilar
pode provocar o surgimento de picos assimétricasageespécies e
baixa eficiéncia de separacéo, além de EOF moddicdurante as
andlises resultando em uma velocidade de migragaoreprodutivel.
Muitas pesquisas tem sido realizadas com o prapdsitcontrolar as
interacdes entre essas moléculas e a superficeaplar, incluindo o
uso de condi¢des de pH extremos, tamp&es com elduech idnica e
modificagcbes da superficie das paredes dos capitiresilica (SHAH;
WANG; LEE, 2002; LUCY; MACDONALD; GULCEV, 2008). A
vantagem do uso de capilares modificados em relagé@utros modos
de minimizar interacdes indesejaveis de molécutasrdostra com a
silica € a simplicidade de prepado dessas modifesae, dependo do
tipo de modificagdo, ndo ocorre contribuicdo parforga i6nica do
eletrélito de corrida, o que auxilia na diminuigém efeito Joule, efeito
este que prejudica as separagbes por CE. Outrdsgeams destas
colunas revestidas sdo a boa condutividade térmioguie facilita a
dissipacdo do calor gerado pela aplicacdo de temsBocapilar
prevenindo o efeito Joule, e a transparéncia paegiao do UV-visivel,
pois muitos dos detectores usados em CE sdo UwklisEssas
caracteristicas importantes sao alcancadas com deausnodificadores
adequados (CIFUENTESt al, 1998). O uso de capilar modificado
guando previne a adsor¢éo de proteinas nas pateaepilar, contribui
para a qualidade das analises dessas substan@asém minimiza
variacoes do EOF entre as corridas. Um EOF cowimolampregando
capilar modificado permite analises de outras éulois em amostras
gue contenham proteinas, minimizando a necessitageocedimentos
para remocdo dessas proteinas do capilar entradasorrIsso
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proporciona a vantagem de realizar analises comepimentos mais
rapidos, pela diminuicdo de etapas no preparo dassteas, 0 que
minimiza problemas de perdas e/ou contaminacamald@na amostra,
por procedimentos de precipitacdo das proteinassoivente organico,
por exemplo; e principalmente pode contribuir parma boa
reprodutibilidade no tempo de migracdo dos solufgra vantagem
dos capilares modificados € a possibilidade de rolperfis de
mobilidade do EOF em fung&o do pH diferentes decapilar de silica
fundida e utilizar os novos valores de mobilidade BOF no
desenvolvimento de métodos de separacdo onde didadbido EOF
seja somada a mobilidade dos analitos catibnicandinicos, a fim de
diminuir o tempo de separacéo contribuindo conequéncia analitica.
Além disso, com o EOF conhecido e controlado, &igéksimular as
separacfes usandcsoftware especificos para esta finalidade,
economizando reagentes e tempo do analista no aédgemento de
métodos.

Muitos tipos de polimeros tem sido empregados ndifiroacao
das paredes internas de capilares (LUONG al, 2005). Um
biopolimero que vem sendo recentemente estudado caodificador
de capilares é a quitosana (QTS). E um polielérétationico
hidrofilico obtido da reacdo de desacetilacdo di#ingy 0 segundo
polissacarideo mais abundante na natureza €Fll, 2007). Esse
biopolimero se caracteriza por apresentar em gu#ea grupamentos
amino que sdo facilmente protonados, tornando-ompob carregado
positivamente, o que permite sua interacdo comrggog silanois da
silica da parede do capilar, modificando o EOF.nAldisso, esses
grupamentos sdo relativamente reativos possilditaa formacdo de
ligacBes cruzadas entre cadeias de QTS com ghieddal de derivados
da QTS e, também, a sua associacdo com polimeidsicas e
surfactantes, que podem ser usados como modifiesdarfim de se
obter diferentes perfis de EOF em fun¢éo do pHnjtiedo o emprego
destes capilares modificados em diversas aplicagiigs CE. A
versatilidade da QTS e o seu potencial de uso cmwdificador de
capilares associada as vantagens citadas antemierrde emprego de
capilares modificados em separacdes por CE, gmstifia realizacédo do
presente trabalho.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho é a prefparag
caracterizacdo de capilares modificados com QTBEdeaquitosana
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gquaternizada (SAQQ) ex-carragena; e sua aplicacdo no
desenvolvimento de metodologias para andlises td&tmie tiocianato
em amostras de saliva humana; iodeto em amostifasrdacos; betaina
e metionina também em amostras de farmacos; dreatihistidina,
acido hipurico e acido mandélico em amostras deaurTambém,
explorar as modificagdes no sentido de contriboin @ diminui¢céo do
tempo de separacdo dos analitos nos métodos pospastivés de
separagdes no modo co-eletrosmotico. Além dissar, aisnodificagéo
de capilar para prevenir a adsor¢céo de proteireseptes nos fluidos
biolégicos analisados e permitir o desenvolvimetgaum método para
a separacao simultanea de creatinina, histidiriep d&dpurico e acido
mandélico em urina.
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CAPITULO 1 - MODIFICAGCAO DE CAPILARES DE SiLICA
FUNDIDA UTILIZANDO QUITOSANA, SAL DE
QUITOSANA QUATERNIZADA E
k-CARRAGENA

1.1 REVISAO DA LITERATURA

1.1.1 Estratégias de prevencdo contra adsor¢do deoteinas em
capilares de silica

A maioria dos capilares utilizados em CE para ais digersas
aplicacdes séo de silica fundida e a adsorcaoaleipas presentes nas
amostras pode ocorrer, pois a superficie interisaedecapilares néo é
guimicamente inerte. Entretanto, existem diferenéstratégias de
minimizar essas interagfes para controlar os pradegerados pela
adsorcdo das proteinas no capilar, assim como agltes das
propriedades fisico-quimicas do eletrdlito de dare modificacdes das
paredes do capilar. As mudancas nas propriedadesiutzio de corrida
compreendem o0 uso de pH extremos e solugbes delecaom alta
forca ibnica. Entretanto, em muitos casos, essadida® ndo sao
suficientes para evitar a adsorcdo das proteinatém disso, podem
trazer outros problemas para a determinagdo, cderagio estrutural
das proteinas em valores de pH nao-bioldgico eilplidade de
surgimento do efeito Joule com uso de elevadasagoignicas no
eletrélito de corrida (LAUER; ROZING, 2009; LUCY;
MACDONALD; GULCEV, 2008). A outra maneira de pregao
contra a adsorcdo de proteinas consiste na magdificdas paredes dos
capilares. Idealmente, uma modificacdo deve apt@s@s principais
caracteristicas: facilidade, reprodutibilidade xdausto de preparacgéo;
estabilidade do EOF gerado; ser aplicavel com lizagéio de uma
ampla gama de solucdes de separacdo; ndo devierintea deteccao
(devendo ser compativel com detectores Otico ecudpeetro de
massas) (LUCY; MACDONALD; GULCEV, 2008). As modificdes
das paredes dos capilares podem ser classificatiam®: cuso de
pequenas moléculas como aditivos na solucdo de ragdoa



54

revestimento polimérico covalentemente ligado iassile revestimento
usando polimero adsorvido fisicamente na silica.

A modificacdo das paredes do capilar utilizandoupeas
moléculas como aditivos, assim como pequenas arsirsasfactantes,
minimiza a adsorcéo de proteinas nos capilareslosempregada em
diferentes aplicacdes. Porém, o uso de aditivasohgdo de separacao,
além de modificar as paredes do capilar, podeféntenas propriedades
de alguns analitos consistindo em um problema pamaalise. Se uma
condicdo biolégica for requerida, por exemplo, rededninacéo de
proteinas ou estudos de interacdo proteina sulsuat surfactante
usado como modificador adicionado no eletrélito goatbiar como um
desnaturante do analito alterando a conformacagaiata proteina, o
que prejudica sua analise. Outra limitacdo pode csetempo de
equilibrio necesséario a fim de se obter uma superfeprodutivel e
com EOF estavel. Além disso, esse tipo de mod#icatio € adequado
ao uso de detectores pds-coluna, como o0 detectamaiesas, pois
dependendo da concentracdo do aditivo, podem ocotesferéncias
significativas no sinal gerado pelo detector difedo a identificagéo
exata e a quantficacdo do analito (DOHERTY, 20QHUER;
ROZING, 2009).

O segundo tipo de modificacdo compreende polimenos
pequenas moléculas ligados covalentemente a algosn giupos
funcionais da silica. Essas modificacdes resultaan reducdo da
adsorcdo de proteinas no capilar e modificacdo @&. EEntretanto,
muitas dessas modificacbes envolvem reacdes legn@correm em
varias etapas, necessidade de condicbes especami clta
temperatura, uso de solventes téxicos e, além ,dissprocedimentos
ndo sdo muito reprodutiveis (DOHERTY, 2003; LUCY;
MACDONALD; GULCEV, 2008).

O outro tipo de modificacdo é baseado na adsoligita fde
polimeros nas paredes dos capilares. Este tipewdsstimento pode
trazer algumas vantagens em relacéo as demaisrasmdeimodificacéo
do EOF e prevencéo da adsor¢éo de proteinas, essimsimplicidade
na formacdo do revestimento, possibilidade de mgedo do
revestimento, conhecimento prévio das propriedatbsspolimeros o
que permite um planejamento da modificacdo. EsEm@m adsorvido
pode ser neutro, positivamente carregado, ou vagadinte carregado.
As modificagbes com polimeros adsorvidos fisicamepbdem ser
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feitas usando o polimero na solucdo de separagigesfimento

dinamico); modificacdo sem a presenca do polimexosolucdo de
separacdo (revestimento semipermanente ou estaicojodificacéo
regenerada por lavagem com solucdo &cida ou bésiadepois

reconstituida utilizando uma solucéo diluida dérpeto. Destes modos,
0 revestimento estatico ou semipermanente, € o atedsivo, pois

permite a utilizacdo de detectores especificos mode como o
espectrébmetro de massas. Essa vantagem existe 0 pud® uso de
aditivos na solugéo de separacao resulta em unctesge massa mais
“limpo” e, além disso, previne eventuais problemasionizacdo dos
analitos (introducdo no espectrdmetro de massa)pgderiam surgir
devido a interagbes com o modificador (DOHERTY, 2000utra

vantagem dos revestimentos estaticos é a presenga duido da linha
de base, normalmente menor que aqueles observadasvestimentos
dindmicos, contribuindo para a obtencdo de melhdirages de

deteccéao.

1.1.2 Revestimentos poliméricos semipermanentes estaticos

Um revestimento semipermanente ou estatico é aguelgue a
camada polimérica é formada por simples lavagencajilar com
solucdo do polimero ou por lavagens alternadas cmhicbes
poliméricas e outras solugbes. Para isso, podemssetos polimeros
neutros hidrofilicos, catidnicos e anidnicos. Aematdo de polimeros
neutros com a parede do capilar ocorre por ligat@didrogénio de
heterodtomos, como oxigénio e/ou nitrogénio, presema cadeia
polimérica com os grupos silandis da silica. Ja@aBneros catidnicos
interagem eletrostaticamente com a silica negaéwéencarregada na
parede do capilar. E por fim, a interacdo de potianidnicos ocorre
com polimeros catibnicos previamente adsorvidosiliga. O modo de
revestimento usando polimeros catidnicos e ani8ngromovendo a
formag&o da camada polimérica por lavagens suesssialternadas do
capilar com diferentes solugdes poliméricas é oecido como
sucessivas multiplas camadas idnicas poliméricadIL(Sdo inglés
“Successive Multiple lonic-polymer Laygr’ Muitos exemplos de
polimeros usados como modificadores formando riewestos estaticos
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sdo descritos na literatura. O O6xido de polietigA&GENG; LIN;
CHANG, 2002), o alcool polivinilico (GILGES; KLEEMS;
SCHOMBURG, 1994), a poliacrilamida (ALBARGHOUTHI;TEIN;
BARRON, 2003), e derivados de celulose (BUSCH; KRRAROPPE,
1995), sdo exemplos de polimeros neutros que geeracom a silica
fomando uma superficie hidrofilica neutra sendo reggdos em
métodos de analise de proteinas por CE. Polimeti8nizos como
polietilienoimina (ERIMet al, 1995), polibreno (CORDOVA; GAO;
WHITESIDES, 1997), agarose substituida (ULLSTENal, 2004) e
quitosana (YAO; LI, 1994), também sdo empregadosnoco
modificadores de capilares. Polimeros anidnicosocdextran sulfato e
polivinilsulfonato sdo utilizados no modo de mazhitdo SMIL. Um
exemplo de polimeros empregados no modo SMIL &l e dextran
sulfato ou polibreno e polivinilsulfonato, usadoa formacdo de
revestimentos de duas ou trés camadas polimérieagpeegados além
da andlise de proteinas (HASELBERG; DE JONG; SOMSHND0),
também na determinacdo de metabdlitos em fluidospocas
(RAMAUTAR et al, 2008), hormbnios do crescimento (CATét al,
2007) e amino&cidos em urina (RAMAUTAR al, 2008). O uso destes
modificadores contribui para previnir contra a agdo de proteinas e
também para a obtencdo de bons resultados de c@padessas
macromoléculas com alta eficiéncia de separacéai®s valores de
coeficientes de variacdo para o tempo de migrag@® mtoteinas
analisadas. Além disso, esses revestimentos sagatioris com
diversos tipos de sistemas de detecgdo, como ssjpduinetria e
massas, sendo largamente empregados no desenvalvide métodos
de separacdo com estes tipos de detectores. Ailidsidd dos
revestimentos € variavel e vai depender das caistatas do polimero e
procedimento de revestimento empregado. No caso gem 0
revestimento é formado por simples lavagem do aapibm solucdo
polimérica, a renovacao da camada apds a degragad@cser feita da
mesma forma, isto €, lavando o capilar com umacgolicontendo o
polimero. Em alguns casos, essas lavagens saofregientes (entre
corridas), enquanto que em outros, onde 0s revasto® apresentam
uma maior estabilidade, a lavagem é feita somqrite am determinado
numero de inje¢Bes. JA no caso de revestimentogprpoedimentos
mais complexos, como lavagens alternadas com niéesolucdes
envolvendo ligagdes quimicas entre cadeias poldagriou simples
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interacdo entre cadeias poliméricas catidnicasémi@aas, a regeneracao
geralmente ocorre pela repeticdo de todo o procééssse Ultimo, a

vantagem € que, normalmente, os procedimentosvéstimento séo

radpidos e automatizados com uma estabilidade wigtifamente maior,

com isso o capilar modificado pode ser usado pas eapo. Assim,

diante da diversidade de polimeros que podem seregados e da
versatilidade dos procedimentos para promover eastinentos, fica

claro o potencial de aplicacdo deste modo de nwagifio de capilares
(LUCY; MACDONALD; GULCEYV, 2008).

1.1.3 O biopolimero quitosana como modificador deapilares em
CE

A QTS é um copolimero constituido de unidag@€s—4)-2-
amino-2-desoxi-D-glicopiranose  €3(1—4)-2-acetamido-2-desoxi-D-
glicopiranose, obtido a partir da reacdo de dedac&bd parcial da
quitina, de acordo com a Figura 1.1 (KUMAR, 200QIBAL, 2004).



58

]
OH HN-C-CHg OH 1
Q HO Q
O O, (o} o}
.~ HO d HO
HN—(H:—CH3 OH HN-ﬁt-CH3 n
o} o}
(Quitina)
NaOH e A

(desacetilacéo)

OH NH> OH S
o HO o
.0 0. o) o)
~ HO o} HO.
NH, oH HN-(H:-CH3 n

. o
(Quitosana)
(meio acido)
OH + NH3 OH ; d
o HO o
.0 O o o)
~ HO o} HO.
*NH4 ou HN-(H:-CH3 n
O

(Polieletrolito catidnico)

Figura 1.1 Obtencdo da quitosana por meio da reacdo de lsdrbhsica da
quitina e representacéo da quitosana como pobétetcationico.
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O precursor da QTS € um polimero natural muito H#eanée a
celulose, presente em muitas espécies de animaishws e plantas
inferiores. A quitina pode ser encontrada na pacetldar das leveduras
e exoesqueleto de invertebrados como camardo, csirgnguejos e
insetos. Sua obtencdo comercial € principalmentsda de cascas de
camardo e siri, disponiveis em grandes quantidadgzrocessamento
da industria pesqueira. A quitina apresenta enotdm10% de grupos
amino livres, enquanto que a QTS é caracterizaldappesenca de uma
percentagem de grupos amino superior a 60%. Durapi®cesso de
desacetilacdo da quitina, os grupamentos acetafitdCOCH,) séo

transformados parcialmente em grupos amino ()Nid longo da cadeia

polimérica através de hidrdlise por via acida osid&a(KUMAR, 2000;
GUIBAL, 2004). A presenca de grupos amino priman@s cadeia
polimérica possibilita que o biopolimero QTS atweno polieletrdlito
catibnico, quando em solugdes levemente acidasciasa(pH < 5).
Esses grupos amino, quando protonados, apresentamalta densidade
de carga positiva propiciando a interacdo por #gagdnica com
superficies carregadas negativamente como, por paem silica,
componente basico dos capilares usados em sepapmOEE (LUCY;
MACDONALD; GULCEV, 2008). A modificacdo dos capit de
silica com polieletrdlitos catibnicos como a QTRI@aesultar em uma
inversdo do EOF. Essa inversdao do EOF é originatta modificacéo
das caracteristicas quimicas da parede (a adsdogfolimero introduz
novos grupos funcionais na parede que véao inflaema densidade de
cargas da superficie do capilar) o que altera engtl zeta, e também
modifica o EOF. Enquanto no EOF normal os compostignicos
migram no mesmo sentido do EOF (modo co-eletrosm)ptos anions
migram no sentido contrario (modo contra-eletrogco$t Com o EOF
invertido, anions passam a migrar no mesmo sediddBOF e cétions
em sentido contrario. Essas mudancas podem trigenas vantagens
para as separacgOes, dentre elas, diminuir o terapandlise de uma
determinada espécie, e também contribuir para magll@oresolucéo de
separacao entre espécies no modo contra-eletrasmoti
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O primeiro estudo realizado empregando QTS como
modificador de capilares de silica fundida paracapbes em CE foi
feito por Yao e Li (YAO; LI, 1994). Eles empregaranQTS como
modificador dindmico e estatico usado para andlseroteinas. No
revestimento dindmico, a presenca de 0,002% deeaino eletrélito
de corrida foi suficiente para inverter o EOF. Ef#nto, a saturacdo da
superficie ocorre com QTS 0,1% no eletrdlito e vesimento é
realizado lavando o capilar durante 5 min com @liédre deixando em
contato estatico por mais 15 min para atingir dléxgjio. Enquanto isso,
no modo estético, o capilar foi preparado da me$onama que o
dindmico, porém sem adicao do polimero no eletr@itavando entre
corridas durante 1 minuto para garantir a reprbdistade do EOF. O
revestimento promoveu uma reducgdo da interacdarateipas com a
silica, permitindo sua analise com alta eficiérdgaseparacao, e além
disso, no modo estatico foi observada uma repioitidde do tempo
de migracdo menor que 1%. Entretanto, a modificag@oente foi
efetiva na faixa de pH 3,0 - 5,5. Isto se deveato dla QTS apresentar
um pKa em torno de 6,5, logo, em pH acima de 6rflega ocorrer a
deprotonacdo do polimero provocando sua remocasuparficie do
capilar, o que limita seu emprego como modificagpenas em uma
estreita faixa de pH (DOHERTt al, 2003; HUANG; WANG;
HUANG, 2006; LUCY; MACDONALD; GULCEV, 2008).

Em 2006, Huang e colaboradores propuseram um rijpvaé
revestimento estatico empregando a QTS como madiice usando o
agente reticulante glutaraldeido (GLU) por um pdamento rapido (60
min) e totalmente automatizado (HUANG; WANG; HUANZ)06). A
modificacdo com QTS reticulada é feita inicialmeatadicionando o
capilar com hidroxido de so6dio e agua deionizad@osteriormente
lavando com QTS 0,2%, em seguida com GLU 12,5%pte fim
novamente com QTS 0,2%. Esse procedimento de leagtiu explora a
reatividade dos grupos amino presentes na cade@l&a(Figura 1.2)
com o objetivo de diminuir a suscetibilidade de EGer removida da
parede do capilar em pH elevados pela formacio me camada
polimérica na superficie do capilar, 0 que evitadegradagédo do
revestimento. Isso, consequentemente, confere ummerdgo da
estabilidade do revestimento, especialmente quandgparado com a
modificagdo usando somente QTS. A reticulagdo cao Gorma
ligacBes cruzadas entre cadeias poliméricas de ggksformacao de



61

ligagdo quimica imina diminuindo o carater basicopdlimero o que
contribui para uma menor dependéncia do pH dodditetrpara sua
manutencao na superficie do capilar.
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Figura 1.2 (a) Esquema representando a reticulacdo da QTSGldth pela

formacdo da ligagdo quimica imina; (b) represemtagd revestimento de
capilar de silica com QTS reticulada.
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O capilar com QTS reticulada foi usado ao longfade de pH
1,8 — 12,0 (HUANG; WANG; HUANG, 2006), uma faixa gel muito
maior que aquela observada no trabalho descritorpore Li (YAO,;
LI, 1994). A variacdo do EOF em funcdo do pH rewelon EOF
invertido de pH 1,8 a 4,5 e um EOF normal acimaldet,5. Esse perfil
de EOF observado no capilar modificado permiteparsedo de anions
em pH baixo e cations em pH alto no modo co-elgttdEo, usando o
mesmo capilar. O capilar revestido com QTS retaalanostrou
estabilidade do EOF ap6s mais de 500 corridas erh®ld em torno de
150 corridas em pH 12,0, enquanto o capilar tratesiaticamente
somente com QTS apresentou um EOF decrescendmuamignte,
permanecendo invertido durante menos de 14 coradapH 3,0. A
reprodutibilidade do EOF usando modificacdo estdttom QTS
reticulada mostrou bons resultados. O coeficiepteatiacdo (CV) das
medidas do EOF entre corridas foi 0,596(6), entre dias diferentes foi
1,1% 6 = 6), e entre capilares diferentes foi 1,#%&(4). Os ensaios de
estabilidade quimica revelaram que o capilar tmatadm QTS
reticulada foi minimamente afetado pela exposicaodiferentes
solucdes. A estabilidade foi avaliada comparandwadsres de EOF
medidos antes e depois da lavagem do capilar caulugédo teste
durante 15 min. Os resultados expressos em pogeentde alteracdo
do EOF foram: uréia 5 mol™L(0,5%), metanol (1,8%), acetonitrila
(2,7%), acido férmico (1,5%), acido cloridrico Qyiol L?t (3,6%) e
hidréxido de sédio 0,1 mol't(12,2%). A aplicacdo do capilar revestido
com QTS reticulada foi avaliada na analise de prate acidas
(Albumina de Soro Bovino — BSA; ponto isoelétricgd}de basica
(Citocromo C; ponto isoelétrico 10,2), e também anostras teste. A
eficiéncia de separacao dos padrdes das proteinastf média, 5,8 x
10° pratos it para pH 4,0 e 2,0 x 1@ratos it para pH 7,5. Os autores
também investigaram a separacdo das mesmas psotgimam capilar
tratado estaticamente com QTS e um capilar nactidee No capilar
nao revestido, nenhum pico pdde ser detectadouapasora de corrida
em pH 4,0 e em 7,5, devido a forte adsorcdo daeipes nas paredes
do capilar. No capilar tratado estaticamente consQféram obtidos
bons resultados de separagdo das proteinas. Btdraetaseparacao
ocorreu apenas em pH 4,0, pois em pH alcalinog®e@odeprotonacao
do polimero tornando-o neutro e, consequentemésge, provocou a
degradacdo do revestimento. A aplicacdo dos capil@vestidos com
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QTS, QTS reticulada e capilar ndo revestido, néissEnde uma amostra
de Elaphglossum yoshinaga@xtrato de planta) mostrou que apenas
poucos picos foram detectados no capilar ndo tagad diferentes pH,
enquanto nos capilares revestidos observaram-se tesultados de
separacdo evidenciando que o revestimento minimizalsor¢céo de
componentes da amostra na superficie do capilaretento, foram
observados problemas de eficiéncia de separacéeaparecimento de
alguns picos na quarta replicata, indicando queste&xi interacdes
parciais de alguns componentes da amostra comeafigig do capilar,
especialmente no capilar revestido estaticamenta €IS. Para
solucionar este problema, o capilar teve que sexdta entre corridas
com hidréxido de sédio 0,1 mol'ia fim derenovar a superficie. No
capilar revestido estaticamente com QTS a lavagemswlucao basica
remove completamente o revestimento danificando aalifroacéo,
assim é necessaério realizar um novo procedimemgrpaomposicéo da
camada polimérica. Enquanto isso, no capilar reeesisando QTS
reticulada o procedimento de lavagem com soluc@aliah entre
corridas pode ser realizado com eficécia, devidstabilidade quimica
apresentada pelo revestimento garantindo um borengeEnho de
separacdo dos analitos durante as analises.

Outro trabalho utilizando um derivado da QTS como
modificador de capilar para aplicacdo em CE foedeslvido por Ma e
colaboradores (M£Aet al, 2007). Eles empregaram, como modificador,
um sal de quitosana quaternizada ou simplesmentiéosgna
quaternizada (SAQQ), obtido pela reagéo do cladetdrimetil glicidil
amoénio com o polimero QTS (Figura 1.3).
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Figura 1.3 Representacdo da equacdo quimica para a obtencaal dide
quitosana quaternizada a partir da QTS e do claketoimetil glicidil aménio

Nesse trabalho desenvolvido por Ma e colaborad@vis et
al., 2007), é informado que 76% dos grupos amino d& @ram
substituidos por grupos quaternizados e 24% n&giraga A grande
vantagem do uso do SAQQ em relacdo a QTS é queoaligdo dos
grupos aménio quaternario na cadeia do polimerormmatsolavel em
toda a faixa de pH devido a presenca de uma cagtvp na cadeia do
polimero independentemente do pH da solucdo. Issmif@ que o
mesmo seja usado como modificador também em pHirmcsem os
problemas de deprotonacdo que ocorrem com a QT& masio. A
concentracdo de SAQQ usada no eletrdlito de copa@ta saturar a
superficie do capilar e se obter um EOF constaviteld 0,005%. O
comportamento do EOF em toda a faixa de pH teq@&@a-10,0) foi
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invertido (anddico), com um perfil sigmoidal, sendma intensidade
um pouco maior em pH baixo, e um pouco menor enalp} devido a
protonacdo/deprotonagdo dos grupos amino  residuak.
reprodutibilidade do EOF usando modificacdo dinamiom SAQQ
mostrou resultados adequados. O CV das medidas @6 é&ntre
corridas foi 0,5%1{ = 6), entre dias diferentes foi 2,1%< 6), e entre
capilares diferentes foi 2,9% € 6). Nesse trabalho os autores usaram
SAQQ como modificador dinamico para determinacacedéduos de
sulfonamidas de uso veterinario em amostras des @erfrango, carne
bovina e mel. No método proposto por Ma e colalmmes] usando um
capilar modificado dinamicamente com SAQQ, a sap@aradas
sulfonamidas feita em pH 6,8 ocorreu em menos denidOenquanto
que, em um capilar ndo revestido, a separacadctmeada em cerca de
50 min (MAet al, 2007).

Diante dos diferentes tipos de revestimentos déacep de
silica descritas na literatura usando QTS e SAQ€relo em vista a
presenca de grupos funcionais reativos na cadstagipolimeros, seria
possivel propor novas modificacdes combinado asagens de cada
um. Por exemplo, usar o procedimento de revestonel® QTS
reticulada com o agente reticulante GLU, trocand@T& pelo SAQQ
para obter o SAQQ reticulado (Figura 1.4-a e ckaEmodificacdo
poderia trazer uma estabilidade quimica maior gsando QTS
reticulada, especialmente em situagées que o cdpilEsse que ser
lavado entre corridas com solucdo de hidréxido @hoscomo ocorre
durante a andlise de proteinas (degradacdo da €fichlada com
hidroxido de sédio 12%). Essa vantagem seria dttiba ndo influéncia
do pH na solubilidade do SAQQ, fato esse o proveagbonsavel pela
degradacdo parcial observada na modificagdo com €@fiSulada.
Além disso, a modificagdo proposta com SAQQ retitalpoderia ser
usada como uma camada polimérica base para interagin
polieletrélitos aniénicos como, por exemplo, a @gena (Figura 1.4-d).
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Figura 1.4 Representacdo da equacgdo quimica para a obtencBAQQ
reticulado (a); estrutura quimica dacarragena (b); representacdo da camada
de SAQQ reticulado com GLU sobre a superficie teas{c); interagdo dessa
camada de SAQQ reticulado centarragena (d).
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A carragena é um polissacarideo extraido de algamelhas
marinhas e tem sua aplicacdo em diferentes area® a@limentos,
cosmeéticos, farmacéutica, entre outras. A carragemaém em sua
estrutura os grupos funcionais hidroxila e sulfaemdo estes ultimos os
responsaveis pela densidade de carga negativa enf@éa pelo
polimero (CAMPOQet al, 2009). A interacao desse polimero com outra
camada polimérica catidnica ocorre por atracaoosigttica, e essa nova
modificacdo pode originar diferentes perfis de B funcdo do pH.
Esses novos perfis de EOF podem ser exploradospees aplicacdes
em CE, ndo somente como um modo de minimizar argiitsade
proteinas quando estas forem analisadas, mas tambdem atuar
como prevencgao contra adsorcdo de proteinas oasoctmponentes
presentes em diferentes matrizes complexas, ppduoiti o
desenvolvimento de novos métodos rapidos de sémamE@gm menor
pré-tratamento possivel das amostras. Isto é, estievento apresenta
dupla funcdo, atua como camada protetora contradsorgéo de
proteinas e, também, pode permitir a separacdmaldcano modo co-
eletrosmaético diminuindo o tempo gasto nas analigdéésm disso, o
conhecimento dos valores de EOF em funcdo do pHa pen
determinado revestimento pode contribuir para eninticdo de um
método por possibilitar a simulacdo de separaciiizando software
de simulagdo muito empregados em CE. Isso é unmalgreantagem,
pois a otimiza¢do do método de separagéo podeitzicbm pouco ou
nenhum gasto de reagentes.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Modificar colunas capilares com QTS, SAQQ, glutdeéo e
k-carragena, formando revestimentos estaticos,ippies lavagens do
capilar com solugdes destes modificadores. Tambaracterizar cada
revestimento, determinando o perfil de fluxo eketndtico em funcdo
do pH e verificar a reprodutibilidade de prepasua estabilidade.

1.2.2 Objetivos Especificos

» sintetizar o SAQQ e determinar o grau de subsftuidos
grupos amino por grupos quaternarios;

» modificar a superficie interna de capilar de silfcadida
usando QTS reticulada com GLU, formando revestimgatr
ligacBes cruzadas entre cadeias do polimero;

» modificar a superficie interna de capilar de silfcadida
usando SAQQ reticulada com glutaraldeido como urinaejra
camada polimérica catidnica formada por ligacdesamas
entre cadeias do polimero, seguida de uma camagktivee
usando o polieletrélito anibnicecarragena;

» modificar um capilar de silica fundida usando SAQQr
simples lavagem do capilar com o solu¢do do pobtinpara
formacéo do revestimento;

» caracterizar cada uma das modificacbes da supertios
capilares de silica utilizando analise elementabi@dpersao de
raio-x (EDX, do ingléSEnergy-Dispersive X-rayy;

» determinar o perfil de variacdo do EOF em funcapldgoara
cada modificacao;

» avaliar a reprodutibilidade da preparacado dos tenestos;

» avaliar a estabilidade quimica dos revestimentqggegando-se
solucdes 4&cidas, bdésicas, sais concentrados e ntdve
organicos;
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> verificar a estabilidade das modificacdes premsab longo
de vérias corridas;
» avaliar um procedimento para reconstrucao dos tieesos.
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1.3 MATERIAIS E METODOS
1.3.1 Instrumentacéao

As andlises de CE foram realizadas em um equipaneat
Eletroforese Capilar da marca Agilent Technologiesdelo HE® CE
(Palo Alto, CA, E.U.A)), equipado com detector deanjo de diodos.
As medidas foram feitas em capilares de silica iflamdcom
revestimento externo de poliacrilato com comprimoeotal de 32 cm
ou 48,5 cm, didametro interno (DI) 50 um ou 75 prdjéenetro externo
(DE) 375 um, provenientes da empresa Microtube r@y@ara, SP,
Brasil). Os dados foram adquiridos e tratados egamdo-se @oftware
HP ChemstatioR, rev A.06.01

A titulacdo potenciométrica do SAQQ foi realizada e@m
titulador automatico da marca Metrohm, modelo fdriPlus 848
acoplado a um eletrodo de vidro combinado (Ag/AgCl)

As andlises elementares semiquatitativas de endigpersiva
de raio-x (EDX) foram realizadas em um microscogletronico de
varredurada marcalEOL, modelo JSM-6390LV.

As medidas de pH das solugbes foram realizadasnremHs
metro Corning, modelo pH/ion analyzer 350.

1.3.2Reagentes e solugdes

QTS com grau de desacetilagdo de 90% e massa métiia
122,74 kDa foi adquirida da Companhia Purifarmao(®a&ulo, SP,
Brasil), glutaraldeido (GLU) 25% (v/v) em agua &mquirido da Vetec
(Duque de Caxias, RJ, Brasilkecarragena foi adquirida da Sigif&ao
Paulo, SP, Brazil)O SAQQ foi sintetizado como descrito por Q@I
et al, 2004)usando QTS e cloreto de trimetil glicidil amon@TGA,
teor> 90% m/m) adquirido da Fluka Chemica (S&o Paulg,B3&sil).
Uma solugéo estoque de QTS 1,0% (m/v) em &cidacac&0% (v/v)
foi preparada por agitagdo a temperatura ambiSalecdes estoque de
SAQQ 1,0% (m/v), GLU 12,5% (v/v) e-carragend,1% (m/v), foram
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preparadas em &gua deionizada. As solucdes fortraddis com
membrana de 45 um e reservadas para serem usadamdificacoes
da superficie dos capilares.

Acido fosforico, dihidrogenofosfao de sédio,
tris(hidroximetil)Jaminometano (Tris), &cido 2-hidrésobutirico
(HIBA, do inglés*“2-Hydroxy-Isobutyric Acid’), acido acético, acido
morfolino etanossulfénico (MES, do inglés2-N-morpholino
ethanesulfonic acid, hidrogenocarbonato de sodio e carbonato de
sédio, todos com grau analitico de pureza, foraadas na preparacéo
das solucdes tampéo para medir o EOF. As solugiepdb e seus
respectivos pH usadas para medir o EOF foram:tfto¢fdd 2,4 e 2,8);
Tris/HIBA (pH 3,3 — 4,2; e pH 7,6 — 8,9); Tris/4cia@cético (pH 4,7 e
5,3); TrisIMES (pH 5,9 — 7,4); carbonato (pH 9,B)los com forca
ibnica de aproximadamente 20 mmof' le capacidade tamponante
acima de 6,0 mmol L

Na titulagdo potenciométrica do SAQQ foi usada wwiacao
de hidroxido de potassio padrdo (isenta de)Q@eparada por diluicdo
de ampolas adquiridas da J. T. Baker Chemicall{{gdiilirg, EUA).

As solucdes de acido cloridrico, hidréxido de spdicido
aceético, uréia e os solventes orgénicos acetanérétanol, empregados
nos ensaios de estabilidade quimica dos capiltmesn todos de grau
analitico. As solugdes dos acidos, de hidroxidedltio e uréia, foram
todas preparadas usando 4gua deionizada.

1.3.3 Sintese e caracteriza¢do da quitosana quaterada

A sintese do SAQQ (soluvel em agua) foi feita emhatdo de
125 mL, no qual foram adicionados 5,0 gramas de Qs®livel em
agua) dispersos em 50 mL de &gua deionizada e taind® 10,1 g de
CTGA. A adicdo do CTGA foi realizada em trés frag;de cerca de 3,4
gramas a cada 2,5 horas. A sintese foi realizada bamho
termostatizado a 60 °C (£ 5 °C) por 24 horas, gptagio magnética
constante de 600 rpm. Depois de finalizada a reagamistura foi
transferida para frascos de 10 mL e centrifuga880® rpm por 5 min
para remover residuo de QTS que ndo reagiu. Rustemte, o
sobrenadante da mistura centrifugada onde est@dutor da reacao
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solubilizado na &gua, foi colocado em um béquermpél @essa solucao

foi ajustado para 5,4 com adicdo de &cido clomdéicl mol L*. Em
seguida, o produto da reacéo foi precipitado pedargcio dessa solucdo
aquosa em acetona. Por fim, o produto precipitadéiltrado em funil

de Buchner, seco em estufa a 60 °C, triturado emho@ armazenado
em dessecadoA determinacdo da quantidade de grupos quaternarios
introduzidos na QTS ap0s a reacdo de quaternizégjaéeita por
titulac@o potenciométrica.

A titulacdo potenciométrica foi realizada em umalace
refrigerada mecanicamente por um banho de cironitegénostatizado a
25,0°C (+ 0,1°C). Nesta cela foram adicionados cerca de 30 mg de
SAQQ, cerca de 185 mg de cloreto de potassio, 25dmlLagua
bidestilada fervida e 20 mL de acido cloridricol0rfol L. O cloreto
de potéssio foi usado para ajustar a forca idbnwaneio e o acido
cloridrico para reduzir o pH e garantir a protormadas grupos amino
residuais do SAQQ. O sistema foi mantido sob fldeoarg6nio para
eliminar a presenca de G@tmosférico. Para a titulacdo, foi utilizada
uma solucéo padronizada de KOH 0,09837 mbisenta de C@ onde
foram adicionadas aliquotas de 0,05 mL até pH frigregando um
titulador automatico acoplado a um eletrodo deovidombinado. O
titulante utilizado foi padronizado com ftalato dwi de potéssio,
previamente seco a 1f@, por 2 horas, usando como indicador uma
solucdo de fenolftaleina 1% (m/v) em etanol. As stamtes de
dissociagcdo &cida e os mmols de cada grupameatadtit do SAQQ
foram calculadas a partir da curva de titulacaaal@xperimentalmente
utilizando o programa BEST7 (MOTEKAITIS; MARTELL, 982).
Com os mmols calculados foi possivel determinantpgagrupos amino
foram substituidos, e assim determinar o grau bsetisuicdo do SAQQ
obtido na reacéo.
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1.3.4 Metodologia para revestimento dos capilares

A preparacdo dos revestimentos nas colunas capilardeita
por lavagens alternadas do capilar com as solut@esubstancias que
constituem cada revestimento. A fim de economiearpb de uso do
equipamento de CE e tempo de uso da lampada dérideaumentar a
vida util da bomba de pressao do equipamento,itéacd preparo dos
revestimentos, e principalmente devido a possdiéd de realizar
diferentes revestimentos ao mesmo tempo, os rewasibs foram
preparados em um sistema fora do equipamento. &istm@ma esta
apresentado na Figura 1.5.

Capilares de
silicafundida

\ Suporte contendo
frascos com
23

diferentes solucdes

Bomba de vacuo

Figura 1.5 Esquema representando o sistema usado para reaizar
modificacBes de capilares fora do equipamento de CE

O sistema é constituido por um suporte universatag, um
suporte contendo diferentes frascos cada um comsoingdo na qual
uma das extremidades do capilar é inserida, unsddta no qual é
introduzida a outra extremidade do capilar e untaldl@ode vacuo para
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gerar pressao negativa e forcar a passagem daéisqgielp capilar. Para
controlar o tempo de lavagem do capilar com catigggo basta utilizar
um crondmetro. O sistema também pode ser empregaao
condicionamento normalmente realizado em capildeesilica fundida

lavando com solucéo de hidréxido de sédio 1 mbelagua deionizada,
para varios capilares simultaneamente, sendo mbssblusive fazer o

condicionamento do capilar com o eletrélito de idardo método a ser
utilizado.

1.3.4.1 Capilar revestido com QTS reticulada

A modificacdo da superficie de silica fundida deosicapilares
utilizando QTS e GLU foi realizada como descritor gduang e
colaboradores (HUANG; WANG; HUANG, 2006). O proaaénto de
revestimento foi iniciado pelo condicionando doileapavando com
hidréxido de sédio 1,0 mol't.durante 30 min e posteriormente lavando
com &gua deionizada por 15 min para promover aatsidio da
superficie do capilar. ApGs o pré-condicionameatoapilar foi lavado
com solugéo de QTS 0,2% (m/m) por 10 min e manédo contato
estatico por mais 10 min, com isso a QTS foi addarpelos grupos
silandis presentes na superficie do capilar. Erdacapilar foi lavado
com solucdo de GLU 12,5% (v/v) durante 5 min e idaném contato
estético por 15 min, tempo suficiente para queagae de ligacdo do
GLU na camada de QTS adsorvida seja completad&fir®oo capilar
foi novamente lavado com solucdo de QTS (mesmaectracdo da
etapa anterior) por 10 min e mantido em contatétiest durante 10
min, formando o revestimento catiénico da supexfisterna do capilar
com QTS reticulada.
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1.3.4.2 Capilar revestido somente com SAQQ semulatido

O procedimento de revestimento do capilar com SAQQ
somente lavando com solucdo polimérica (sem cardad&LU) foi
iniciado pelo condicionando do capilar lavando dudroxido de sédio
1,0 mol L' durante 30 min e posteriormente lavando com &gua
deionizada por 15 min. Apds o pré-condicionamermtogapilar foi
lavado com solugédo de SAQQ 0,2% (m/v, diluido camd@cloridrico
0,01 mol L) por 5 min e mantido em contato estatico por rBaisin,
com isso o SAQQ foi adsorvido pelos grupos silarghissentes na
superficie do capilar formando o revestimento c@tid na superficie
interna do capilar com SAQQ sem uso do polimeroccautitivo no
eletrolito.

1.3.4.3 Capilar revestido com SAQQ reticulado dalaapevestido com
SAQQ reticulado &-carragena

A modificacdo de capilares de silica fundida witido SAQQ e
GLU para formar o revestimento de SAQQ reticulagioréalizada de
maneira semelhante ao procedimento de revestimel@o QTS
reticulada. Inicialmente o capilar foi lavado 30nngiom hidréxido de
s6dio 1,0 mol [* e 15 min com agua deionizada. Depois, o capilar fo
lavado com solugdo de SAQQ 0,2% (m/m) por 10 mmaatido em
contato estatico durante 10 min. Em seguida o aafii lavado com
solugéo de GLU 12,5% (v/v) durante 5 min e mant@&o contato
estatico por 15 min. Posteriormente o capilar fniamente lavado com
solucdo de SAQQ (mesma concentracao da etapacahfmi 10 min e
mantido em contato estatico durante 10 min parargar camada
polimérica catidnica reticulada.

O procedimento para formacdo do revestimento co@@A
reticulado e k-carragena foi realizado empregando exatamente as
mesmas etapas do revestimento da SAQQ reticulzatoa@ta usada
como base polimérica catidnica), seguido da lavagentapilar com
solucdo dex-carragena 0,1% (m/m) durante 10 min e mantidos em
contato estéatico por 10 min.
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1.3.5 Caracterizacao dos capilares revestidos
1.3.5.1 Preparacao dos capilares para anéliseBXe E

As analises de EDX foram realizadas em segmentos de
capilares de silica fundida de cerca de 3 cm. EStesam seu
revestimento externo de poliacrilato removidos coatarico e acetona
ficando com a silica exposta. Nesses capilareanfaiealizados os
diferentes revestimentos propostos no presentaltm@ipor imerséo do
mesmo nas solu¢cdes empregadas em cada revestimesdodo
concentracdo e tempo de contato idéntico ao pnoesdo realizado
internamente nos capilares. O tempo de lavagenapitac com solucéo
foi substituido por tempo de agitacdo usando baragnética. Os
capilares com cada revestimento realizado na paxterna foram
deixados em dessecador sob vacuo contendo silieentdudois dias
para eliminar 4gua e umidade. Estes capilares ftixaghos em suportes
metalicos com fita dupla face e inseridos no miwdpso eletrdnico para
andlise de EDX na superficie externa.

1.3.5.2 Caracterizacdo dos capilares revestiddigamio eletroforese
capilar

Todos os experimentos de medida de EOF para caraci#o
dos capilares revestidos empregando eletroforgsiaicdoram feitos
usando eletrélitos com forca idnica constante ceec20 mmol [, em
toda a faixa de pH estudada. Todas as lavagensajmkares com
solucéo foram feitas aplicando a pressdo maximegdgpamento de CE
(1,0 bar), quando este foi usado, ou 0 vacuo méaxintiolo pela bomba
de vacuo usada fora do equipamento (0,9 bar).

Os ensaios de avaliacdo da mobilidade do EOF egédfudo
pH foram feitos na faixa de pH 2,0 a 9,5. Antes dadidas de
mobilidade em cada pH os capilares revestidos fdeaados com o



77

respectivo eletrdlito cerca de 20 volumes de capilara cada pH foram
realizadas no total quatro medidas de mobilidadedeis capilares
preparados da mesma maneira para cada tipo deimeets.

A verificacdo da estabilidade quimica dos revestioe foi
feita por lavagem dos capilares com solu¢des dioadoridrico 0,1
mol L™, hidréxido de sédio 0,1 mol?, 4cido acético 0,1 mol?, uréia
5,0 mol L}, e com os solventes organicos acetonitrila e étako
mobilidade do EOF foi medida antes da lavagem dgilazarevestido
com a solucéo/solvente e comparada com a mobilidetida depois
de lavar o capilar cerca de 100 volumes de lavagema solugéo teste.
O pH do eletrdlito usado nas medidas de mobilidail8,3. Antes das
medidas de mobilidade os capilares foram lavados eletrélito cerca
de 50 volumes de capilar.

A estabilidade dos diferentes revestimentos coiustsu foi
avaliada ao longo de 150 corridas realizadas er®,pKtampao fosfato)
e 8,9 (Tris/HIBA), ambos com forca idnica cerca2@emmol L*. Cada
corrida foi feita lavando o capilar com o respezxtigetrdlito (sem
nenhum aditivo) cerca de 5 volumes de lavagem ieamgolo 25 kV
durante 2 min. ApGs cada corrida realizada a nu#di do EOF foi
medida.

O estudo de remocdo do revestimento para posterior
reconstrucdo visando a reutilizacdo dos capilaveseflizada em um
capilar revestido com QTS reticulada. O capilaestido contendo as
dimensdes 48,5 cmL{)x 75 um (DI) foi lavado com solucdo de
hidréxido de sédio ou acido cloridrico 1,0 mol usando diferentes
volumes de lavagem. A mobilidade do EOF no capiaestido foi
medida antes e depois da lavagem com solucado relm@eO pH do
eletrélito usado neste experimento foi 2,85. Artescada medida de
mobilidade do EOF o capilar foi lavado com agua@bmes de capilar
e com eletrolito 25 volumes.

Todos os calculos de volumes de lavagem dos capifaram
realizados empregando as seguintes equacgdes (LASDERS):

volume);
(volume) g, = {volume)iny

olacéo 1.1)

(volume) cqp

(volume) gy = TT% Lyt Equacéo 1.2)
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AP 77 t,‘_nt:l

— 2
volume)j,; = mr [
( )mt 87 Ltot

(Equacég)l

onde, (volume);,, é o volume de lavagem em® m(volume)c;, € 0
volume interno do capilar em®m(volume),: é o volume de solucdo
introduzido em iy r é o raio interno do capilar em P € a variacao

de pressdo em N'M¢ . é tempo de introducdo da amostra ou tempo de
lavagem em sy é a viscosidade da solucdo em N & M é 0
comprimento total do capilar em m. O valor de vésdade usada nos
célculos foi 8,9 x 10 N s m? (25 °C) (BERSTADet al, 1988). Para
termos de conversdo de unidades de pressdo foio usdd bar
equivalendo a 99920 N'fn

1.3.5.2.1 Medidas de mobilidade do fluxo eletrogno6t

Todas as medidas de mobilidade do EOF nos capilzom
diferentes revestimentos foram feitas utilizandoéodo de Williams e
Vigh (WILLIAMS; VIGH, 1996), que € um método intesgante por ser
premso e Permitir medidas de mobilidades téo Isaixsnto 0,5 x 10°
m? V! s', com maior rapidez que o modo normal e com boa
reprodutlbllldade. O método consiste em uma sedaéle etapas que
combina a injecdo de um marcador neutro, por ex@rapktona (usada
nas medidas de EOF deste trabalho), e sua tramsieréo longo do
capilar por aplicacdo de tenséo e por pressdo, cwstra a Figura 1.6.
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N&o Néo
termostatizada Regido termostatizada termostatizada

Detector M1
(a) | i | 1 Inje¢édo marcador neutro
| M1
(b) [ } i | } | Transfere banda por pressao
| M1 M2
(C) } B I:t:l Injecdo marcador neutro
M1 M2 .
(d) \ i | Transfere banda por presséo
I |
| M1 M2 | N .
(e) [-]] i [ I: /€@  Separagéo eletroforética
— L,
| M1 M2 | M3
(f) [ } | | } | Injecdo marcador neutro
[M1, M2 M3
(g) [ } | H [ | [ | | Transfere bandas por press&o até detector.

Figura 1.6 Etapas do método para determinacdo da mobilidadeGfe por
aplicacao de tensédo e pressao (adaptado de: WILEIAKIGH, 1996).

Primeiramente, o capilar é lavado com o eletrditocorrida.
Em seguida, uma solucdo do mesmo eletrélito contentharcador é
injetada no capilar, como mostra a etapa (a), aigio a banda ML1.
Entéo, na etapa (b) a banda M1 é transferida uteandi@ada distancia
por pressado durante determinado tempo. Em seguadetapa (c) outra
banda do marcador neutro € injetada originandondeb®12. Na etapa
(d), novamente a banda M2 é transferida aplicandesma pressao e
mesmo tempo de transferéncia da banda M1. A trémsfia da
primeira e da segunda banda foi feita aplicandesgi@ durante tempo
suficiente para as bandas atingirem a regido teatncsda do capilar, o
que minimiza efeitos da temperatura na medida db. H3te tempo de
transferéncia depende das dimensfes do capilap.usizdetapa (e) é
aplicado potencial durante determinado tempo, ppra ambas as
bandas M1 e M2 se movam na dire¢do do catodo (paraEOF
catddico), com mobilidades iguais & mobilidade Idad eletrosmotico.
Entéo, apds retornar ao potencial zero, na etjpan(ia terceira banda
do marcador € injetada originando a banda M3. iRgrrfa etapa (g), as
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trés bandas do marcador séo transferidas até ctalepor pressdo. As
equacdes que permitem realizar o calculo da mettidaOF utilizando
0 método descrito acima é a equacdo que segue:

Lgo . Ltot
tramp-up tramp-down
Vapl tmigr - 2 - 2

K, = (Equacao 1.4)

onde, i, é a mobilidade do fluxo eletrosmético (™ s%); Vo
potencial aplicado (V)i tempo de aplicagdo do potencial (s);
tramp-up € tramp-down SA0 0S tempos (s) para atingir o potencial
programado e tempo para retornar ao zero de patenci
respectivamentel;,, € o comprimento total do capilar (m); e por fim
Lgo representa a distancia entre os marcadores setrp o qual é
obtido da equacéo abaixo:

Lgo = [(tms — tmz) — (tmz — ty)] Vi (Equagao 1.5)

na qualty, ty, €tys Sao 0s tempos de migracdo (s) dos trés pluguess
do marcador injetado € a velocidade de mobilizacdo final por
aplicacdo de pressao (M)sa qual pode ser calculado de acordo com a
equacgéao abaixo:

V, = —ldet Equacdo 1.6
m quag

T s
tyst+ —l:']— tp

onde,L,.; € 0 comprimento do capilar até o detector {y);€ o tempo
de chegada do terceiro plugue do marcadot«s)g o tempo de injecéo
do plugue (s); e, é o tempo (S) entre o inicio da aplicacdo de fress
para transferéncia dos trés pluguess do marcaélorddtector e o inicio
processo de aquisicdo de dados. Os valores,fde .y, tramp-aown €
tp, estimados para serem usados nos calculos do@@m R, 1 e 2 s,
respectivamente. Os demais parametros dependeracordiguracao
usada para medir o EOF em cada capilar revestido.
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1.4 RESULTADOS E DISCUSSOES

1.4.1 Caracterizacdo do SAQQ sintetizado

A caracterizacdo do SAQQ sintetizado a partir dé5@Tdo
CTGA foi realizada determinando o grau de substituigés grupos
amino da QTS por grupos quaternarios do CTGA atiliz titulagcao
potenciométrica. A curva de titulagcao obtida est&sentada na Figura
1.7.

12

pH

volume KOH (mL)

Figura 1.7 Curva de titulagdo potenciométrica do SAQQ.

O tratamento dos dados experimentais da curvaulacéio foi
realizado com o auxilio dsoftwareBEST7 Os resultados obtidos da
titulacdo mostraram um ponto de viragem pH 4,52 referente ao acido
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cloridrico usado para reduzir o pH da solucdo awmk@sinicio da
titulacdo. O segundo ponto de viragem determinadoph 7,64
representa a titulagdo dos grupos amino remanescdatQTS que n&o
reagiram. E o terceiro ponto de viragem, em pH,%83stra o fim da
titulacdo dos grupos amino substituidos pelos grupeaternariasA
quantidade de mmols determinada de aminos queeapram foi de
0,08785 (volume gasto de KOH 0,09837 mol foi 0,893 mL) e de
grupos amino substituidos foi de 0,10635 (volumst@ae KOH foi
1,081 mL). Com esses valores foi determinado o gexsubstituicdo
utilizando a seguinte equacao:

Ngs 100
Ngt

GS = (Equacao 1.7)

onde, GS é o grau de substituicdo em porcentag®m;é o nimero de
mmols de amino substituidod;; € o nUmero de mmols de amino totais
obtido pela soma da quantidade de amino que n&giraga e a
guantidade de amino substituidos. Assim, a porgentade substituicdo
calculada foi de 54,8%. Isso significa que maisvidade dos grupos
amino presentes na cadeia da QTS foram substityddosgrupos
guaternarios formando o SAQQ. Comparando a qualdidie grupos
quaternarios obtidos no SAQQ sintetizado no preseygtudo por
titulacdo potenciométrica, que foi 3,54 mmol poarga de SAQQ,
pode-se verificar que esse resultado estd um pdife@nte do obtido
por Spinelli e colaboradores (SPINELLI; LARANJEIRAAVERE,
2004), usando titulagcdo do cloreto, contra-ion dapg quaternario
titulado com nitrato de prata, que foi de 2,09 mndel grupos
quaternarios por grama de SAQQ. Essa diferencagmddevido a uma
substituicdo menos efetiva dos grupos amino emafuraia sintese do
SAQQ que é realizada sob condi¢cdes especiais emdiv diversas
etapas. Com relagcado aos pontos de equivalénciargta de titulacéo,
especialmente o valor de pH observado para ad#alalos grupos
amino remanescentes na cadeia do SAQQ (pH 7,84)fadiferente
do pH 6,5, valor do pKa dos grupos amino presemeQTS (pKa ~
6,5) que corresponde ao pH onde ocorre a equivalé&e titulagédo
deste polimero. Essa diferenca pode ocorrer dezidmnstante de
dissociagdo de um polieletrdlito ndo ser um vatmmstante, mas sim
dependente, dentre outros fatores, do nimero deogrpresentes na



83

cadeia do polimero que conferem as caracterisitidas ou basicas ao
polimero em solu¢éo (PILLAI; PAUL; SHARMA, 2009).s8im, com a
reacdo de substituicdo realizada na QTS as cdsdici@s do novo
polimero SAQQ sintetizado séo diferentes da QTS®mendentes do
grau de substituicdo da reacdo. No caso do SAQEM dbs grupos
quaternarios contribuirem com as cargas positivas polimero
independente do pH da solucdo, também o0s gruposnoami
remanescentes e 0s amino substituidos contribuem.

1.4.2 ConcentracBes dos reagentes e tempos de cadapa no
procedimento de modificagdo dos capilares de siliggara construir
os diferentes revestimentos com QTS, SAQQ, GLUwecarragena

1.4.2.1 Revestimento de QTS reticulada

As condi¢gBes experimentais de concentracdo doemesg)e
tempo de cada etapa do procedimento de modificaghaapilar,
adotadas para promover o revestimento com QTSulatia foram as
mesmas descritas no artigo de Huang e colaboradbteANG;
WANG; HUANG, 2006). A concentracdo de 0,2% (m/v)@E€S usado
foi o resultado de concentracdo obtido na otimiaad@ artigo citado.
Os tempos de lavagem e contato estatico empregadosada etapa,
para as concentragcdes dos reagentes selecionegasasadsorcdo da
QTS na parede conforme descrito no artigo citada sa reacdo de
formacdo da imina com GLU (12,5%, v/v), sdo sufites para obter a
camada de QTS reticulada (MONTEIRO JR.; AIROLDI, 999
KILDEEVA et al, 2009).

1.4.2.2 Revestimento com SAQQ somente lavando dlacapom
solucéo do polimero

Para a formacéo do revestimento com SAQQ somauéadio
o capilar com solucao polimérica e sem usar o pwtiraomo aditivo no



84

eletrolito foi realizado um experimento lavandoapitar com solucdes
de diferentes concentracbes de SAQQ (0 — 0,25%) dillvidas em
acido cloridrico 0,01 mol L para garantir a protonacdo dos grupos
amino que também contribuem para a fixacdo do SAA@arede por
atracdo eletrostatica. A densidade de cargas \@sitio SAQQ é
atribuida aos grupos amino especialmente em probaigvido ao seu
pKa (cerca de 6), e aos grupos amino quaternagoegtéio carregados
independentemente do pH do meio. O procedimenta paxdificar o
capilar de silica com SAQQ foi feito por lavagem capilar com
solucdo polimérica durante 5 min e manutencao eratmestatico com
a solucdo durante 5 min. Os resultados foram aadimbservando o
valor do EOF em funcéo da concentracdo da solug&ADQ usada na
lavagem do capilar (medidas em duplicata). A Figu8amostra o perfil
de variacdo do EOF obtido. Foi possivel verificae @ EOF partiu de
um valor proximo a zero de mobilidade caractedstie um capilar nao
revestido, e com o aumento das concentracfes d&Q3#Bolucao de
lavagem o EOF tornou-se anddico e a intensidadeE@B aumentou
exponencialmente até um valor de cerca de -37 %0V s* com
0,10% de SAQQ em solucdo, permanecendo praticangentgtante a
partir desta. Em concentragfes maiores de SAQQreouma saturacao
efetiva da superficie do capilar com o polimerorifieada pela
estabilidade da intensidade do EOF. Assim, a céndipara
revestimento do capilar com SAQQ selecionada fainadificacédo
usando solucao polimérica 0,20 %.
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Figura 1.8 Otimizacdo da concentracdo de SAQQ para modificaddo
capilar somente lavando o capilar com solugdo mwlea. CondicGes
experimentais: capilar 32 cm condicionado inicialteecom hidréxido de sodio
1 mol L* por 30 min e &gua deionizada por 15 min e depmis 8AQQ em
diferentes concentragfes, e eletrélito de corradato pH 2,4. Procedimento
para revestimento do capilar e medida do EOF: ¢taeapilar com solugéo de
diferentes concentracdes de SAQQ (% m/v) duranteirh deixa 5 min em
contato estatico, lava 3 min com eletrélito de idar(sem SAQQ) e mede o
EOF usando 10 kV/0,5 min de separagdo e acetona m@rcador neutro.
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1.4.2.3 Revestimento de SAQQ reticulado e revestimele SAQQ
reticulado ec-carragena

No revestimento de SAQQ reticulado, a concentrdgdBAQQ
na etapa de lavagem do capilar foi escolhida dedacmtom o resultado
da otimizag&o descrita no item anterior, no quehlor de concentracdo
de SAQQ selecionado para garantir uma maxima aabeta superficie
do capilar foi de 0,2% (m/v). Como o SAQQ apreserterca de 55%
de substituicdo de grupos amino por grupos quates&estando ainda
cerca de 45% de grupos amino, a reacdo de reimilegtre cadeias
poliméricas através da reacdo de formacao da iusaado GLU como
agente reticulante é possivel. Assim, as condigdgserimentais
adotadas para a formacdo do revestimento com SAQQulado,
incluindo tempo de lavagem e contato estatico cadacsolugéo e a
concentracdo de GLU, foram as mesmas do procedimelet
modificacdo do capilar com QTS reticulada, apendsstguindo QTS
por SAQQ, pois séo valores suficientes para quequililerio de
interacao entre os reagentes ocorra.

A modificacdo do EOF usandac-carragena leva em
consideracdo desenvolver um revestimento semi-penm@, isto é,
uma modificagdo do capilar sem necessidade do es@aiimero
aniénico como aditivo no eletrdlito, assim commatas modificacbes
propostas. Por isso, a fim de permitir uma maxixactio do polimero
aniénico na parede do capilar foi feita sobre &asibma camada
polimérica catidnica composta de SAQQ reticuladan cBLU para
servir como uma camada de ligacdo entre a siliaac-earragena. A
camada catidnica foi construida simplesmente lavamdapilar com
solucbes de SAQQ, GLU e novamente SAQQ, como descri
anteriormente. Sobre essa camada catibnica fozadal a modificagéo
comxk-carragengor lavagens do capilar usando solugéo deste palime
anibénico durante 10 min e mantidos em contato iestdor 10 min.
Para verificar qual a concentracdo da solucée-darragena deve ser
usada nesta Ultima etapa do revestimento, o cajsilalavado com
solugbes dec-carragena com concentracdes variando de 0,0 a 0,1%
(m/v) e o EOF foi medido apos lavagem do capilan cada solugéo. A
variacdo da mobilidade do EOF em funcdo da coregidr dex-
carragena esté apresentada na Figura 1.9.
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Figura 1.9 Otimizagdo da concentragdo earragena usada na Ultima etapa
da modificacdo do capilar sobre a camada de SAQQuiedo. Eletrélito
fosfato em pH 2,8, forca ibnica 20mol LY, entre os experimentos lava com
eletrélito 5 min, lavagem com solugdo iearragena por 10 min € mantém em
contato estatico por 10 min, medida do EOF porgd@sisando + 10 kV/0,5
min e acetona como marcador neutro.

Os resultados obtidos mostraram que o EOF partundealor
cerca de -33 x IOm? V' s* com 0,0% dec-carragena (EOF anédico,
caracteristico da presenca das cargas positivgmmge relativas ao
SAQQ) e diminuiu gradativamente com 0 aumento deceotracéo de
polimero anidnico até ser invertido para 14 X b V* s* com 0,01%
de polimero (EOF catddico, caracteristico da pémah de cargas
negativas na parede do capilar referentes especitdnax-carragena
por estar ionizada no pH 2(8AMPO et al, 2009. A partir de 0,05%
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de polimero, o EOF atingiu seu valor maximo deaele 30 x 18 n’
V' s’ permanecendo praticamente constante com conocgesrag
maiores deste polimero. Assim, foi escolhida a eotra¢&o 0,1% de-
carragena para construir o revestimenfo.camada catibnica com
SAQQ reticulado interage fortemente por atracatradtatica com os
silandis ionizados da silica e com os grupos suléi k-carragena
permitindo a fixacdo do polimero anibnico na paredlegoresenca de
grupos amino e amino quaterndrio na estrutura d@@Aontribui para
uma boa fixacdo de-carragena e uma consequente alteragcdo do EOF.
Além disso, a presenca de grupos hidroxila no SAQtak-carragena
também contribui para a interacao entre estes pasnpor ligacdo de
hidrogénio, assim como contribui para interagdo salegamada
polimérica com a parede do capilar que apresentauentonstituicao
grupos silanadis.

1.4.3 Caracterizacao dos capilares revestidos

1.4.3.1 Andlise semi-quantitativa de Energia Disparde raio-x (EDX)

Para confirmar a presenca dos polimeros empregades
revestimentos propostos formando as diferentes fioaghes nos
capilares de silica fundida foram realizadas asglsemi-quantitativas
de EDX a fim de detectar a presenca dos elemeniosi@ps que
constituem os polimeros usados nas modificacOesa Esalise é
realizada na superficie de um sdélido, isto é, doitsie em uma analise
superficial em que a penetracdo do feixe de raidepende da
intensidade da energia do feixe (STEFANI&Kal, 2006). Além disso,
os resultados dependem também da espessura daacpatiairica. A
realizacdo das medidas de EDX foi feita em capglae silica fundida
revestidos exatamente como procedimentos deschims cada
modificagdo (QTS reticulada; SAQQ somente lavandoapilar com
solucéo polimérica; SAQQ reticulado; SAQQ reticalak-carragena)
com a Unica excecdo que foram feitas na parterexwecapilares de
silica apés remogdo do revestimento externo de poliazr{kigura
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1.10). Os resultados das analises de EDX obtidés epresentados na
Tabela 1.1.

Tabela 1.1 Valores de porcentagem em massa dos elemento® 80,
oxigénio (O), carbono (C), nitrogénio (N), e en®oflS), obtidos por andlise
elementar de Energia Dispersiva de raio-x, paanasstras de capilares com as
diferentes modificacgdes.

Si(%) O(%) C(%) N©%) S (%)

Silica fundida 59 41 - - -
QTS reticulada 1 24 67 8 -
SAQQ somente lavando 3 33 55 9 -
SAQQ reticulado 1 16 76 7 -
SAQQ reticulado e k- 8,5 55 32 4 0,5
carragena

Figura 1.10 Microscopia eletronica de varredura de um capilarsdica
fundida com revestimento externo de poliacrilafrdaimacao de 200 vezes).
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Os resultados mostraram que no capilar ndo tratadwente
foram detectados silicio e oxigénio, enquanto qus wcapilares
revestidos com QTS reticulada, SAQQ somente lavaedSAQQ
reticulado, foram verificadas as presencas alénsiliido, oxigénio,
também carbono e nitrogénio, estes Ultimos elersegtee compde a
estrutura polimérica da QTS e SAQQ, indicando asgwea dos
polimeros na superficie do capilar e, consequemtnda formagéo do
revestimento. Uma parte da porcentagem de carborxigénio
detectada é atribuida ao GLU usado na reacdo idalagéio da QTS e
SAQQ. Quanto aos resultados de andlise elementarapaodificacdo
com SAQQ reticulado e-carragena, foram encontrados além de silicio,
oxigénio, carbono, nitrogénio, referentes a cantati@nica com SAQQ
reticulado na superficie de silica, também o emxfdi detectado. Este
ultimo elemento comp®e apenas a estrutura-darragena, sugerindo
gue o polimero anidnico esta presente na supedicapilar formando
a modificacdo da parede corr-garragena.

1.4.3.2 Fluxo eletrosmotico nos diferentes revestiios

Uma caracteristica importante das colunas capilasadas em
CE que deve ser conhecida é o fluxo eletrosmolisse fenémeno ira
contribuir positiva ou negativamente para as sgpasiem CE no dado
pH escolhido para a separacdo (SIL¥Aal, 2007). Por isso se faz
necessario avaliar o perfil do EOF, catédico oudan) além de sua
intensidade, em funcéo do pH do eletrolito, padaaam dos diferentes
revestimentos propostos. A variacdo do EOF em funigdpH para as
modificag6es realizadas estdo apresentadas naHRidii.
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Figura 1.11 Curvas de mobilidade do EOF em fungcdo do pH, para o
capilares de silica fundida usando diferentes nwadibres e um capilar ndo
revestido. Resultados de EOF para os capilaresstidos referentes a 4
medidas em dois capilares, para cada modificadatréiios com forga ibnica
cerca de 20 mmol'L
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No capilar revestido com QTS reticulada, a mobileldo EOF
observada em fungcdo do pH apresentou um perfil @aah ficando
constante e anddico em pH abaixo de 4,7; aprestntama inflexdo
em pH 6,3, que se inicia em pH 5,3 (EOF anddideymina em pH 7,5
(EOF catddico), e com EOF permanecendo constac#deico acima
de pH 8,0. Como observado no grafico a mobilidatgd&ea do EOF
em pH menores que 6,0 é resultante da existénaiendedensidade de
cargas positivas na parede do capilar devido aaogogr amino
protonados presentes na cadeia do polimero fixadmrede. J& em pH
acima de 7,0 o EOF catddico € gerado pela densidadeargas
negativas dos silandis residuais que ndo interagian a QTS. Apesar
da preparagdo do revestimento do capilar de dilicdida com QTS e
GLU usada no presente trabalho ter sido idénticdesorito por Huang
e colaboradores (HUANG; WANG; HUANG, 2006), a vaéia do EOF
observada foi diferente. O comportamento do E&BSuspH obtido por
Huang e colaboradores mostrou um aumento pratidanigrear do
EOF com o aumento do pH na faixa de pH 1,8 — 51 am EOF
anodico em pH menores que 4,0 e um EOF constacaidico acima
de pH 6,0. O perfil do EOF em funcéo do pH no presestudo esta de
acordo com o que deveria ser esperado para estcagib devido aos
valores de pKa para a QTS (6,3 — 6,7) (GUIBAL,; 208% silica (4,0 —
6,0) (LANDERS; 2008). Esse comentario decorre dasiceracdo de
que a medida da mobilidade do E®@&rsuspH é uma titulacdo da
parede do capilar, e como os valores de pKa da €T3 silica séo
proximos, embora um seja referente a protonacdo eutoo a
deprotonacao, seria esperado uma inflexdo da devaobilidade em
um pH préximo do pKa de cada um. Por isso é obderven perfil
sigmoidal tanto para o capilar revestido com QTieulada com uma
inflexdo em pH cerca de 6,3, quanto para o cap#ar revestido com
uma inflexdo em pH cerca de 6. Enquanto que ndacagivestido em
pH abaixo de 5,0 a QTS esta protonada caractenaamcEOF anddico,
no capilar ndo revestido a silica tem uma pequamas&gcao originando
EOF catddico. A comparacéo dos valores de EOF rdgtados num
capilar revestido com QTS e néo revestido em pHnacde 7,0,
evidencia que a menor intensidade do EOF observadaapilar
revestido ndo ocorre em funcdo da QTS da camadarnaxtdo
revestimento (contato com o eletrélito), a quatempH esta neutra nao
contribuindo para as cargas da parede, mas sim wmad da
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gquantidade remanescente de grupos silandis iordzdasilica que nao
interagiram com a QTS da camada interna do reveston(primeira

camada de QTS em contato com a silica). Assim,mgma do valor

do pKa da QTS, o polimero atua apenas como umaedatdensidade
de cargas negativas dos grupos silanéis preseatparade do capilar,
justificando a diferenca de EOF em relagdo ao aapiio revestido, o
qual tem uma maior densidade de cargas negatividnrliidas aos
silandis ionizados que conferem a este um EOF katGtbm valor

acentuado. Com base nestas informagcBes é posséiishae a

porcentagem de substituicdo dos grupos silandis apdevestimento
com QTS reticulada comparando o valor da mobiliddm&OF de um
capilar revestido e um capilar n&do revestido, emaghiha de 8,0. O
valor de substituicdo determinado foi de 59,8 + B6(média das
porcentagens de substituicdo + desvio padréo)uledlec considerando
os valores de EOF dos pH 8,0; 8,5 e 9,0; de uniacapiio revestido e
de dois outros capilares revestidos com QTS reiitaulAs mobilidades
medidas If = 4) em toda a faixa de pH para dois capilaressaptaram

um CV de 1,7 a 70% com um valor médio de 15%. Osnemdesvios
foram observados na regido da inflexdo da curvamidilidade.

Considerando somente as mobilidades medidas foraedi@o de

inflexdo (faixas de pH 2,4 - 4,7 e 7,6 - 9,55) o @¥iou de 1,7 a 13%
com uma média de 7%.

Na modificacdo com SAQQ somente lavando o capitan ¢
solucéo polimérica, o comportamento observado p&®F em funcao
do pH foi um valor de mobilidade praticamente cant e anddico de
pH 2,0 a 4,7; e a partir deste pH até pH 9,5 olosese uma diminui¢éo
linear da intensidade do EOF com o aumento do pi$ anda assim
mantendo-se anddico. Da mesma forma que obsenmdavastimento
com QTS reticulada a presenca de grupos aminonaodts e também
de grupos amino quaternizados na cadeia do SAQ&nfapm que a
densidade de carga na parede seja positiva redoltam um EOF
anodico. Em pH mais elevados, acima de 5,5, a dimhside cargas da
superficie do capilar comeca a ter influéncia des&is remanescentes
gue ndo interagiram com SAQQ e também comeca areocar
deprotonacdo dos grupos amino que provocam umanwigépo das
cargas positivas da parede. Entretanto, no casa desdificacdo a
densidade de cargas em pH alcalino ainda é positavstendo o EOF
anodico em toda a faixa de pH. Os valores de C¥ parmobilidade
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medidas 1t = 4) em toda a faixa de pH realizada em dois cagsila
variaram de 2 a 10% com valor médio de 7,5%.

Para a modificagcdo com SAQQ reticulado, da mesmmasf@ue
para a QTS reticulada, foi observado um perfil siglal da mobilidade
do EOF em fungdo do pH, inclusive com valores déilnade muito
semelhantes aos da QTS reticulada. A curva de iathd do EOF
versuspH da SAQQ reticulado indicou um comportamentaalgas da
parede muito semelhante ao da QTS reticulada, isdgeue apesar da
introducdo do grupo quaternario na cadeia da Qigthando o SAQQ
a sua interacdo com a parede do capilar de silksaoargas resultantes
dessa interagdo ndo foram alteradas significatiatéameA diferenca
desta modificacdo em relagédo ao uso do SAQQ sorteredo é que a
reticulacdo com GLU pode ter gerado uma conformalg@ocadeias do
polimero na parede de forma que a camada polimé&@cs5AQQ
reticulado resultasse em um perfil de densidadsadgas similar a QTS
reticulada, especialmente em pH acima de 5. Aslidabes medidas(
= 4) em toda a faixa de pH para dois capilaressaptaram um CV de
5,4 a 47% com um valor médio de 16%. Da mesma foueapara o
revestimento com QTS reticulada, os maiores de$oiasn observados
na regido da inflexdo da curva de mobilidade. QGlarando somente as
mobilidades medidas fora da regido de inflexax#&side pH 2,1 - 4,7 e
7,4 - 9,55), o CV variou de 5,4 a 22% com uma média,7%.

A variacdo do EOF em funcdo do pH obtida para oonov
revestimento com SAQQ reticuladokecarragenamostrou um EOF
catddico praticamente constante, em torn®@ex 10° m? V* s, ao
longo de toda a faixa de pH estudada. Este pdtifio € bem diferente
do capilar de silica fundidado modificado que apresenta um EOF
também catodico, porém com perfil sigmoidal. Assim, grande
diferencial observado do novo capilar modificado doEOF catddico
com alta intensidade na faixa de pH 2,0 a 4,5. éeswre devido &-
carragena apresentar grupos sulfatos em sua eatqua tem um pKa
cerca de 2 (GU; DECKER; MCCLEMENTS, 2005), os quaiaferem
ao polimero uma densidade de cargas negativasredepeonstante em
toda a faixa de pH, inclusive em pH baixo. A fixagkk-carragena na
parede do capilar ocorre por intermédio da interalgf% grupos sulfatos
desse polimero anidnico com o0s grupos catibnicos S#QQ
previamente adsorvida na silica. Além disso, egtégos sulfatos de-
carragena introduzida na parede do capilar commibpara o carater
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aniénico do novo revestimento formado. Uma possixglicacao para
0 comportamento de EOF catddico constante com ensitade
observada em toda a faixa de pH pode ser devidmsidhde negativa
de cargas resultante na parede relativas a camadacdrragena
depositada sobre a camada de SAQQ, ndo havendacamibuicdo
significativa das cargas dos grupos silanodis ressdlEssa observagcéo
do ndo aumento do EOF em pH alcalinos como resultdd
contribuicdo dos grupos silanois pode estar rebacia com a interacéo
destes grupos, ndo substituidos pelo SAQQ, com-carragena,
tornando o EOF dependente apenas das propriedadgzoliinero
aniénico.Um experimento para verificar este efeito foiirzalo usando
um capilar de silica que foi lavado ctidréxido de sé6did mol L' 20
min, H,O deionizada 20 min, 5 min cokacarragena 0,1%mantido em
contato estatico por 5 min e lavado com eletr@itb 3 (fosfato, forca
inica 22mmol L) por 3 min. A mobilidade do EOF medido foi de
cerca de 10 xIdm’ V* s, Isso mostra que existe certa interacae-da
carragenacom a silica da parede, provavelmente por ligagéo
hidrogénio entre os grupos hidroxila presentesauia do polimero e
0s grupos silandis da silica. Uma hipotese é a de gste
comportamento observado justifique a ndo alteralf@dOF em pH
elevado, pois os grupos silanois remanescentesrad@mg¢do da camada
positiva com SAQQ reticulado interagem cork-earragena, € assim o
EOF medido é resultante da densidade de cargag geimero
aniénico presente na parede do capilar. Os valdee<V para as
mobilidade medidasn(= 4) em toda a faixa de pH realizada em dois
capilares revestidos com SAQQ reticulade@rragena variou de 6,7 a
11% com valor médio de 8,7%.

1.4.3.3. Estabilidade quimica dos revestimentos

A estabilidade quimica dos revestimentos proposiois
investigada usando diferentes solucdes e solve@t&OF foi medido
antes e depois da lavagem do capilar revestido smogao teste e a
estabilidade quimica foi avaliada em termos deoafs alteracao do
EOF. Os resultados obtidos estéo apresentadoshadaTh?2.

Para o revestimento com QTS reticulada todas as;Ged
usadas no teste da estabilidade quimica dessdineve® por lavagens
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do capilar provocaram uma alteracdo do EOF mener3j0, exceto
para a solu¢do de hidréxido de s6dio na qual o E&fou cerca de
15%. O percentual de alteracdo do revestimento Qdi8 reticulada
frente a solucdo de hidroxido de sddio pode sdbudtio a possivel
deprotonacdo parcial de grupos amino presentesTita ddcorada na
superficie do capilar e a remocdo algumas cadetapotimero da
parede que possivelmente ndo estariam reticuldelatsetanto, esse
valor de alteracdo pode ser considerado satisfatéria vez que se
fosse usado somente QTS, sem a reticulagdo com &Grdyestimento
todo seria degradado devido a deprotonagédo da QS relevado com
a solucéo de hidréxido de sadio.

Com relacdo aos revestimentos usando SAQQ sonaatedo
capilar com solucéo polimérica e SAQQ reticulade,resultados de
estabilidade quimica obtidos foram satisfatériosrado de ateracdo
obtida para os dois tipos de revestimento empregtoths as solucdes
teste variaram de -5,4 a 4,9%. A presenca dos gramino quaternario
na cadeia do SAQQ pode ter contribuido para estes tesultados de
estabilidade quimica observados. Esses gruposrgadts conferem
uma densidade de carga positiva constante na cddelBAQQ que
auxiliam na fixacdo do polimero na superficie dopilea
independentemente do pH do meio.

Quanto ao revestimento com SAQQ reticulade-@rragena,
este mostrou uma boa estabilidade apds a lavageoagiar com as
solucdes acidas testadas e também com os solvem@sicos, com
uma porcentagem de alteragdo menor ou igual a B $dlucdo de
uréia 5 mol [!, a degradacao do revestimento foi mais expressieas
anteriores. Entretanto, com hidréxido de sodiozagale alteracdo foi a
maior de todas as solucdes testadas ocorrendes@o/do EOF apos a
lavagem do capilar com esta solugdo. Isso repesenémocdo da-
carragena da superficie do capilar. Esse efeit@ @ad resultado de
diferentes fatores. Com o elevado valor de pH deek&&o, cerca de
13, ocorre a deprotonacdao dos grupos amino daaaddimérica do
SAQQ (no SAQQ cerca de 45% s&o grupos amino) (qtevees
interagindo por atracdo eletrostatica comk-earragena, ao mesmo
tempo a ionizacdo dos silanois residuais (aqueles o interagem
com o SAQQ) fica maxima surgindo cargas residua&gativas na
parede o que provoca repulsdo eletrostatica-ckrragena. Com isso, a
atracao eletrostatica dos grupos amino quaterndcdoé suficiente para
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manter ac-carragena fixa na superficie do capilar ocorrendensocao
da ultima camada de polimero aniénico. Entretaaids a lavagem do
capilar com uma solucéo acida (15 volumes de lavage capilar com
solucdo pH 3), seguida da repeticdo da ultima etagarocedimento de
modificacdo do capilar, lavagem com solucdocamrragena, ocorre a
reconstrucdo da camada dearragena refazendo o revestimento. A
lavagem com solucéo &cida é feita para hovameoter@r os grupos
amino da camada de SAQQ reticulado, os quais boeim para as
cargas positivas da parede que iréo interagir ceroaaragena.



Tabela 1.2 Resultados da estabilidade quimica dos vestimeotostruidos nos capilares de silica fundida.

Solucéo QTS reticulada SAQQ somente  SAQQ reticulado  SAQQ reticulado
(EOF; EOPF) lavando (EOF; EOPF) e k-carragena
(alterac&o) (EOF; EOPF) (alterac&o) (EOF; EOPF)
(alteracao) (alteracao)
acido cloridrico -31,4;-30,5 -31,3;-29,6 -32,8;-33,0 26,7 ; 25,3
0,1 mol L* (-2,2%) (-5,4%) (0,61%) (-5,2%)
hidréxido de -31,0;-26,5 -30,7 ;-30,4 -33,4;-33,3 27,6 ;-26,1
s6dio0,1 mol L* (-14,5%) (-1,0%) (0,30%) (-195%)
cido acético 0,1 -31,1;-30,6 -31,0;-30,5 -32,1;-30,7 27,9 ;26,9
mol L™ (-1,6%) (-1,6%) (4,4%) (-3,6%)
acetonitrila -31,3;-32,1 -30,8 ; -31,7 -33,4;-32,1 27,2 ;26,4
(2,6%) (2,9%) (3,9%) (-2,9%)
etanol -29,6 ; -29,3 -29,8 ;-30,1 -30,6 ; -31,7 27,8 ;27,1
(-1,0%) (1,1%) (3,6%) (-2,5%)
uréia 5 mol L* -31,3;-30,9 -31,2;-30,2 -32,7;-31,1 28,7 ;25,1
(-1,3%) (-3,2%) (4,9%) (-12,5%)

3EOF (x10° m? V! s1) medido antes da lavagem do capilar com solucamivente.

®EOF (x10° m? V! s%) medido apds 100 volumes de lavagem do capilarsmugao ou solvente.
° Raz&o de alteragdo = ((EOF EOF)/EOF) x 100. Condigbes experimentais: eletrélito Tri@K) pH 3,3, forca idnica cerca de 20 mma!, Imedidas do EOF

usando método por press@d0 kV/0,67 min) lavagem com eletrélito entre as medidas cer&@)dmlumes de lavagem do capilar.

98
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1.4.3.4 Estabilidade dos revestimentos ao longedas corridas

Outro ponto importante a ser avaliado é a duratuid do
revestimento ao longo de varias corridas. Essalegti realizado em
dois eletrolitos com pH diferentes, um em pH 2guto em pH 8,9. As
condicbes das corridas realizadas foram: lavagemagdar durante 1
min entre corridas (equivalente a 5 volumes degeang e aplicacdo de
tensdo de 25 kV por 2 min. Os resultados obtidosmaelida da
mobilidade do EOF ao longo de 150 corridas readigagin cada pH
para os revestimentos propostos estdo apresemadigura 1.12.

—=— QTS reticulada; pH 2,4
—e— QTS reticulada; pH 8,9
SAQQ somente lavando; pH 2,4
—v— SAQQ somente lavando; pH 8,9
SAQQ reticulado; pH 2,4
—<— SAQQ reticulado; pH 8,9
SAQQ reticulado e  k-carragena; pH 2,4
—e— SAQQ reticulado e k-carragena; pH 8,9
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numero da corrida

Figura 1.12 Estabilidade dos diferentes revestimentos constsu&b longo
de 150 corridas realizadas em pH 2,4 e 8,9 (eletsdtom forca idbnica cerca de
20 mmol LY. Corrida: lavagem do capilar com eletrélito ertegridas 1 min
(equivalente a 5 volumes de capilar) e aplicaga@sdeV por 2 min.
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Para a modificagdo usando QTS reticulada as medilam
realizadas em dois capilares preparados igualmanieysado com o
eletrélito pH 2,4 e o outro com pH 8,9. Ao longotddas as medidas
feitas foi possivel verificar algumas pequenas lasies do EOF
medido nos dois pH estudados. A mobilidade médige@6 em pH 2,4
foi de -35,6 x 18 m? V' s (CV = 2,8%) e para o pH 8,9 foi 22,4 x40
m? Vst (CV = 2,7%).

Para o revestimento com SAQQ somente lavando ¢acapm
solucéo polimérica os experimentos foram realizadosiesmo capilar,
somente recondicionando-o um Unica vez antes d@ida sequéncia
de medidas em cada pH empregado. O comportamerE®@&amedido
ao longo das corridas foi mais estavel no eletrgditl 2,4 que no pH
8,9. Os valores de mobilidade médios do EOF detethais para o pH
2,4 e 8,9 foram -33,4 x Tom? V' s (CV = 1,7%) e -3,5 x TOm? v*
s' (CV = 29%), respectivamente. O elevado valor de @Afa o
eletrolito do pH 8,9 ocorreu devido a variacao ificativa do EOF ao
longo das corridas o qual na primeira corrida 8,1 x 16 m? vV s*

e na corrida nimero 150 foi de -1,2 x°18° V! s*. Entretanto, apesar
da variagdo, o EOF ainda permaneceu anddico a® ldag corridas.
Além disso, dependendo da aplicacdo desta modificagmudanca do
EOF observada talvez ndo comprometesse uma separded@ido
justamente a baixa intensidade do EOF medido guénterferir pouco
em uma separacdo usando essa condicao.

Para a modificagdo com SAQQ reticulado os ensaoaf
realizados em dois capilares revestidos exatantienteesma forma, um
para pH 2,4 e outro para o pH 8,9. Os resultadtislasbforam bem
semelhantes aos do revestimento com QTS reticulddaam
observadas algumas pequenas variacoes do EOF ews gitb dos
eletrolitos usados nas corridas. A mobilidade médi&OF em pH 2,4
foi -35,5 x 10° m? V' s* (CV = 3,1%) e em pH 8,9 foi 20,8 x 1o V°
Lst(cv = 2,9%).

Para o revestimento com SAQQ reticulade@rragena apos o
término das 150 corridas em pH 2,4 o capilar foorelicionado apenas
com solucdo &cida (pH 3) seguida da repeticdo timalletapa do
procedimento de modificacdo do capilar usakéarragena, tornado-o
pronto para as posteriores medidas do EOF no pHFR®9possivel
observar que no pH 2,4 o EOF permaneceu estavébraim de 30,5 x
10° m* V' s* ao longo de 130 corridas, e depois apresentoulevea
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diminuicdo para 27 x 10m? V! s*, mantendo esse valor até o fim das
corridas. Enquanto isso, no pH 8,94 o EOF se manpeaticamente
constante, em torno de 32 x %0’ V' s*, ao longo de todas as
corridas. O CV de todos os valores de EOF foi mener5% para o pH
2,4 e menor que 1,5% para o pH 8,94, mostrandohoaastabilidade
do EOF para o revestimento.

De maneira geral todos o0s revestimentos propostos
apresentaram um bom desempenho de estabilidadengo tas 150
corridas realizadas em dois pH extremos (pH 2,0 &antendo um
valor de EOF relativamente estavel. Isso é mais iodicativo
reforcando que o0s revestimentos apresentam potepaia serem
empregados no desenvolvimento de métodos de sépamm CE
mantendo suas caracteristicas ao longo de vandadam

1.4.3.5 Procedimento para reconstrucdo dos difegsenvestimentos

A reconstrucdo dos revestimentos propostos nosaczp de
silica fundida foi avaliada. Para o recondicionaimedo capilar
revestido com QTS reticulada foram testadas comducdes
removedoras da camada polimérica hidroxido de sdslicacido
cloridrico na concentragéo 1 mof LA remocéo do recobrimento é uma
etapa importante para contribuir com a reprodidifile da formagéo de
uma nova camada polimérica mantendo as caraatasstido
revestimento. A verificagdo da melhor solugdo resdova do
revestimento de QTS reticulada foi realizada mealiadnobilidade do
EOF em funcédo de diferentes volumes de lavagenagitac com cada
solugéo removedora. Os resultados obtidos est@&sapados na Figura
1.13.
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Figura 1.13 Variacdo da mobilidade do EOF em funcdo do voluree d
lavagem do capilar com solucdo removedora, hidmxie sédio 1 mol T ou
acido cloridrico 1 mol &, para remover o revestimento com QTS reticulada.
Eletrélito usado tampéo fosfato pH 2,85; forca ¢@n22,4 mmol L; acetona
como marcador neutro e medida do EOF por pressitesAle cada medida de
mobilidade do EOF o capilar foi lavado com aguav@bimes de capilar e com
eletrélito 25 volumes.

E possivel observar que os valores de mobilidadeEEQE
medidos no eletrdlito pH 2,85 foram diminuindo deshsidade com o
aumento do numero de lavagens do capilar, tanta @asolucdo de
hidroxido de s6dio quanto para &cido cloridric@& atingir um nivel
constante de mobilidade. Entretanto, com a soldgdécido cloridrico
essa diminuicdo foi muito mais acentuada chegaogmato de reverter
um EOF andédico em um EOF catédico a partir de adech00 volumes
de lavagens de capilar. Isso indica a remocéao kstimento de QTS
reticulada da parede do capilar. O efeito obtide dalucbes de
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hidroxido de sédio e acido cloridrico sobre o E@Frelvestimento de
QTS reticulada foi diferente do observado no estddoestabilidade
guimica. Essa diferenca pode ser devido a congéiatidez vezes maior
dessas solugdes nesse estudo de reconstrucdovdssmentos. Uma
possivel explicacdo do efeito provocado pelo adhbwidrico € sua
atuacao protonando os silanois da silica que nepgler repulséo
eletrostética a camada polimérica de QTS reticuladaim, a solucdo
de 4cido cloridrico 1 mol i foi empregada como solugéo removedora
da camada de QTS reticulada usando 100 volumeavagdm. Para
auxiliar nesse processo de remocao da camada pichm&lém da
lavagem do capilar a solucdo de acido cloridricorfantida em contato
estatico com a superficie interna do capilar pom0. Depois desta
etapa de remocao da camada polimérica foi realizewl@amente o
procedimento de revestimento do capilar conformscrite na parte
experimental para formacdo do novo revestiment®d@8 reticulada,
usando hidroxido de sédio, agua deionizada, QTSLY. @ novo
revestimento apresentou EOF caracteristico sentelnam EOF do
revestimento anterior indicando a possibilidade réeonstrucdo da
modificacao.

A reconstrucdo do revestimento com SAQQ reticuladfeita
utilizando o mesmo procedimento de remoc¢édo da carpatdmérica
realizada para o revestimento com QTS reticuladsteiormente a
remocao da camada de SAQQ reticulado com &cid@ltty 1 mol L*
procedeu-se com o procedimento para formagédo do remestimento
de SAQQ reticulado como descrito na parte expetiheDa mesma
forma que o capilar recondicionado com QTS rettaladambém o
capilar de SAQQ reticulado reconstruido apreseBO& proximo do
valor do revestimento anterior no mesmo capilar.

Para o recondicionamento do capilar revestido @ARQQ
somente lavando o capilar com solu¢éo poliméricoparepetir todas
as etapas do procedimento de revestimento paranestificacdo desde
o inicio.

O recondicionamento do revestimento de SAQQ Hetilcuex-
carragena foi realizado em duas etapas. Iniciaknemevestimento de
SAQQ reticulado foi reconstruido conforme descniéste mesmo item
refazendo a camada catibnica na parede. Posteriteme capilar foi
lavado com solucéo decarragena reconstruindo a camada anidénica no
revestimento do capilar (Ultima etapa do revesttmede SAQQ
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reticulado ex-carragena). Quando o capilar com este revestinfento
usado dias seguidos (3 dias) ou guardado por aldiass (~7 dias)

somente foi necesséario renovar a camada anibnianda antes o

capilar com eletrdlito pH 3, para protonar o SAQQ parede, e

posteriormente lavando com solugdo de&arragena obtendo-se o
capilar renovado.
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1.5 CONCLUSOES

A sintese do SAQQ foi realizada e o grau de suwiggib dos
grupos amino por grupos quaternarios determinado tggolacao
potenciométrica foi cerca de 55%. As andlises deX EIermitiram
identificar elementos caracteristicos da estrutwi@s polimeros
envolvidos em cada modificacdo realizada indicaadformacdo do
revestimento na parede do capilar. Foram constuielestimentos de
capilares de silica por simples lavagens do capdar solu¢cao usando
QTS, SAQQ, GLU ex-carragena, nos quais se observaram diferentes
perfis de mobilidade de EOF em funcdo do pH corengitiades
caracteristicas. Para os capilares revestidos cdi8 €ticulada e
SAQQ reticulado o comportamento do E@#fsuspH foi anddico em
pH abaixo de 6,0 e catédico em pH acima de 7,0u&mtq o perfil de
mobilidade do EOF para o capilar revestido sompotelavagem com
solucdo de SAQQ foi anddico em toda a faixa de ptddada, com
intensidades maiores em pH abaixo de 5,0. J4 peraestimento com
SAQQ reticulado ex-carragena as mobilidades do EOF foram
praticamente constantes e independentes do pH etdlied,
apresentando um EOF catddico, com o grande difialede uma
elevada intensidade em pH abaixo de 5,0. De margegmal, a
reprodutibilidade de preparacdo dos diferentesstementos realizada
em dois capilares e avaliada através de medidasndagidades do
EOF em diversos pH nas regifes fora de inflexdesgmtou um CV
médio menor que 10%. Os revestimentos propost@Esaptaram uma
boa estabilidade quimica frente a diferentes sekicéxceto no caso da
SAQQ reticulado &-carragena que com solu¢éo de hidréxido de sdédio
0,1 mol L* teve a camada de polimero anidnico removida. fami@, a
reconstrucdo desse revestimento foi alcancada syevendo o capilar
com solucdo acida e depois repetindo a ultima edappreparo desta
modificacdo conk-carragena. Os revestimentos foram submetidos a um
teste de desempenho por realizacdo de vérias asreith pH 2,4 e 8,9,
sendo que todos mostraram bons resultados de lielstdbi do EOF
medido ao longo de 150 corridas. Por fim, foi vealo um
procedimento para reconstrugdo dos revestiment@s rgastrou a
possibilidade de reutilizacdo dos capilares paramente formar cada
revestimento. A simplicidade das modificacfes pstgo aliada a
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versatilidade de preparo destas modificacbes geraperfis de
mobilidade de EOF distintos, permite explorar asctaristicas de cada
revestimento obtido no desenvolvimento de métoawsQk, trazendo
vantagens a estes métodos, seja no desenvolvimemeEtodos rapidos
de separacdo, seja usando o revestimento como ammada protetora
da superficie do capilar, ou de ambos.
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CAPITULO 2 — CAPILAR MODIFICADO COM QUITOSANA
RETICULADA PARA DETERMINACAO DO
VOLUME DE AMOSTRAS BIOLOGICAS POR
ELETROFORESE CAPILAR USANDO
INJECOES MULTIPLAS: APLICACAO NA
ANALISE DE NITRATO E TIOCIANATO EM
SALIVA HUMANA

2.1 REVISAO DA LITERATURA

Em matrizes biolégicas podem ser separados entatatos por
CE analitos de alta e baixa massa molar, queraesteeutros ou
carregados, como por exemplo, anions e cationganaros proteinas,
drogas, farmacos, entre outrd&ABEE et al, 2006).Entretanto, analises
em amostras biologicas por CE requerem certo cojdacha vez que
muitas podem conter elevadas concentracdes de paiteinas (CHEN
et al, 2008). Ambas as caracteristicas podem causaleprab em uma
andlise por CE, sendo assim, a composi¢do de urostanbioldgica €
decisiva na determinacédo de qual abordagem amnatiicA tomada. Na
maioria dos modos de CE, a separacgdo ocorre eigasofum um capilar
de silica fundida, e as interagcfes entre os conmpesela amostra e as
paredes capilares sdo indesejaveis. As proteir@smieadas em muitas
amostras biolégicas podem se ligar fortemente arfige de silica do
capilar sob condicdes de pH neutro ou moderadamécitas ou
basicas. Essa adsor¢cdo manifesta-se na separag&ougancas no
EOF, alargamento dos picos, que no caso da amtdigeoteinas pode
dificultar a quantificacdo e pode também encobrartegp do
eletroferograma, além de mudancas da linha de @&3¥D, 2008).
Existe uma variedade de opcdes para prevenir agidsde proteinas,
seja no preparo da amostra, por precipitacdo cdverge organico, ou
com uso de capilares revestidos ndo covalentementpregando
surfactantes e polimeros adsorvidos fisicamente. t&s0 da
determinacdo de anions inorganicos em saliva pgr dpEsar desse
fluido bioldégico ndo apresentar uma quantidade d#ejmas muito
elevada, algumas medidas de prevencdo contra adsde; proteinas
normalmente sdo adotadas como precipitacdo dasimast com
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acetonitrila (GLATZ; NOVAKOVA; STERBOVA, 2001), uso de
hidroxido de sédio e dodecilsulfato de sédio nodécionamento entre
corridas  (GASPAR; JUHASZ; BAGYI, 2005), uso de
hidroxipropilcelulose como aditivo no eletrolito Xet al, 2008),
capilar tratado com sucessivas camadas de poliibweia (TANAKA

et al, 2004).0 revestimento ndo covalente dos capilares além de
prevenir contra adsor¢cdo de proteinas apresentmrdagens de ser
normalmente um procedimento simples com boa egtatdd do EOF, e
permitir a modificagéo e o controle do EOF poss#ido a simulagéo
da separacdo em programas especificos o que elmmswsumo de
reagentes nesta etapa. Adicionalmente, as andisdem ser mais
rapidas devido a possibilidade da separacdo oceowemodo co-
eletrosmadtico. Outra caracteristica que pode seserghda nestes
sistemas € a necessidade de um pequeno tempo dlei@oamento do
capilar com eletrdlito de corrida entre corridague € capaz de reduzir
consideravelmente o tempo instrumental das anali@ddCy;
MACDONALD; GULCEYV, 2008).

Saliva é um fluido biolégico produzido diariameptdos seres
humanos em quantidades que variam de 500 — 150Ghoninalmente
constituida de 98% de a4gua e 2% de outras substdrmino compostos
inorganicos (N§ K*, C&*, CI, HCO;, HPQ?); organicos (acido (rico,
bilirrubina, creatinina, glicose, colesterol, acidiooléico, lactato);
proteinas e enzimas (amilase, albumina, lisozimansterrina) e
horménios (cortisol, testosterona, progesterontadisl) (CHIAPPIN
et al, 2007; HEFLIN; WALSH; BAGAJEWICZ, 2009A saliva pode
ser usada como matriz biolégica para andlise dwafifes substancias
seja para informar o uso ou estudar a liberac&ardeacos (PERRETT,;
ROSS, 1995; ZAUGG; THORMANN, 2000; BOONd# al, 1999),na
identificacdo de drogas de abuso e, além disso,ndisa de
componentes da saliva pode ser usada em diagndstidoencas locais
e sistémicas (LOYD, 2008)esse ultimo caso, a saliva constituindo-se
em uma fonte alternativa de informacgfes médicas@eunploradas que
podem aumentar a exatiddo dos diagnésticos, poaparghciente de
alguns desconfortos associados a procedimentosiviegacomo exame
de sangue, por exemplo. Muitos biomarcadores ost&utias usadas
como indicadores do estado biolégico podem selniaaite encontrados
na saliva (HEFLIN; WALSH; BAGAJEWICZ, 2009). Um axglo
conhecido do uso da saliva como bioindicador é taradnacdo de
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nitrato que estd relacionado com os niveis de ss&tr@xidativo e
nitrosativo; e tiocianato que é um marcador da sixfo em fumantes e
nao fumantes, resultado da desintoxicacdo do @idhddrico, presente
na fumaca do cigarro, por uma enzima chamada redana

(CN- rdaness SCN) - (TANAKA et al, 2004; GLATZ; NOVAKOVA;
STERBOVA, 2001).
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2.2 OBJETIVOS

221

Objetivo Geral

O propoésito do presente estudo foi desenvolver ustodo

simples e rapido por CE empregando o capilar relestom QTS

reticulada para analise de saliva humana deterghinana mesma
corrida, as concentracfes de nitrato e tiocianatoselume de amostra
coletado conswah

2.2.2

Y V VY

Objetivos Especificos

verificar o efeito de diferentes contra-ions deegar(ao mesmo
tempo séo co-ions componentes do eletrdlito pararaedo de
nitrato e tiocianato) no valor de EOF do capiladificado com
QTS reticulada;

usar o valor de EOF caracteristico da modificagidado pH,
para simular a separacdo de nitrato e tiocianal@aamdo o
software PeakMastee selecionar as melhores condicdes de
andlise, bem como a escolha adequada das con@estida co
e contra-ion componentes do eletrdlito de corrida;
selecionar um padréo interno adequado para o método
verificar o efeito da forca i6nica do eletrélito carrida;
desenvolver um procedimento de coleta da salivAngzar o
método de injecbes multiplas para corrigir o voludeeamostra
coletado;

verificar a possibilidade de pré-concentracao amdo
diferentes volumes de amostra;

comparar a separacdo proposta pelo método otimigadam
capilar revestido com QTS reticulada e um néo telaes
avaliar o método de correcéo do volume de saliletado;
realizar a avaliacdo do método proposto para diGagio de
nitrato e tiocianato em saliva incluindo a deteaq@io dos
parametros: seletividade; limites de deteccao entificacao,
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precisdo instrumental, intra-ensaio e intermedi&eaolucao e
namero de pratos, entre outros;

analisar amostras de saliva;

comparar algumas caracteristicas do método proposto
outros métodos descritos na literatura.



118

2.3 MATERIAIS E METODOS
2.3.1 Reagentes e solucdes

Todos os reagentes e solucbes empregadas no meetstido
capilar com QTS reticulada estdo descritos no Glapi2. Solugdes
estoque de acido sulfarico (20%, viv) e Tris (6@@hol L), reagentes
adquiridos da Labsynth (Diadema, Brasil), foramliaailas para
preparar o eletrélito de corrida das analises thataie tiocianato. As
concentracdes dos componentes do eletrélito otdnifaram Tris 12,0
mmol L™ e acido sulfarico 8,5 mmolt, em pH 2,5. Solucées padréo
estoque (10 mmol 1) de nitrato, tiocianato e bromato, foram
preparadas por dissolucdo em agua deionizada dpscteros sais de
potassio ou de sodio, todos adquiridos da Labs{piddema, Brasil).
As solucdes de calibragdo dos &nions foram prepsrpdr diluicdes
apropriadas das solucdes estoque. Agua deionizadaseema Milli-Q
(Millipore, Bedford, MA, USA), resistividade de 28BMQ cm, foi usada
na preparacédo de todas as solucgées.

2.3.2 Preparo das amostras de saliva

Na Figura 2.1 estad representado o procedimentoousad
preparo das amostras de saliva. Amostras de sdBvaoluntarios
fumantes e ndo fumantes foram coletadas usan@d com ponta de
Rayon esterilizados por radiacdo gama, fabricadwsAtamar Tecno
Cientifica LTDA (Diadema, Brasil). Imediatamente6apa coleta, o
pedaco doswab contendo a amostra absorvida foi cuidadosamente
cortado e imerso em 1,0 mL de uma solucdo de bmdwtsédio 0,2
mmol L' (bromato 25,6 mg L, padrdo interno) contida em um
microtubo de 2,0 mL, agitado vigorosamente pormiguto e por fim
centrifugado a 6000 rpm durante 10 min. Uma aligudd solugéo
centrifugada foi retirada e reservada para sepawefoforética.
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«coleta da «introdugio da + agitacio da « centrifugado «introdugdo

saliva com saliva coletada solugio da solugio nofrasco

cotonete na solugdo para andlise
aceptora por CE

Figura 2.1 Esquema representando as etapas envolvidas naa celet
preparacdo da amostra de saliva.

2.3.3 Instrumentacao e método analitico

Todos os experimentos foram realizados em um eo@pto
de eletroforese capilar da marca Agilent Technel®gnodelo H® CE
(Palo Alto, CA, USA), equipado com detector de mjoale diodos. As
medidas para determinacdo de nitrato e tiociaratnt realizadas em
200 nm, com temperatura controlada de 25°C em piflacale silica
fundida com revestimento externo de poliacrilatmvpniente da
empresa Microtube (Araraquara, Brasil) apresentadfi® cm de
comprimento total (8,5 cm até o detector) x 75 pinx B65 um DE. O
capilar foi tratado por revestimento dinamico confreticulada
preparado como descrito anteriormente (ver parfger@rental do
Capitulo 1). As medidas do EOF para verificacdo edeito dos
diferentes componentes do eletrélito de corridanuaificacdo foram
feitas de acordo com procedimento descrito antegate por Williams
e Vigh (WILLIAMS; VIGH, 1996), usando acetona comaarcador
neutro. Antes da determinagdo de nitrato e tiotiameas solucdes
padrdo e nas amostras de saliva, o capilar fodtawmtre as corridas
durante 30 s a uma pressao de 1,0 bar (lavagewvaéenie a 2 volumes
de capilar) com eletrélito de corrida Tris 12 mrhdi e acido sulfdrico
8,5 mmol L. Os padrées e as amostras foram introduzidos ria pa
mais curta do capilar até o detector e injetados presséo
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hidrodindmica (40 mbar = 3997,0 Pa) com pressaativeg de acordo
com os seguintes passos: 40 mbar/4 s (padrao optet mbar/3 s
(eletrdlito); 40 mbar/4 s (amostra ou padrao); 4an8 s (eletrélito). A
tensdo de separacao aplicada foi de 25 kV comigatiy negativa na
injecdo. A aquisicdo e o tratamento dos dados foraalizados
utilizando osoftwareHP Chemstatiofi, rev A.06.01
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSOES

2.4.1 Selecéo das condi¢gbes experimentais de sepam

2.4.1.1 Influéncia de diferentes contra-ions daegeamno EOF do capilar
revestido com QTS reticulada

No capilar revestido com QTS reticulada abaixo HoG)5 o
co-ion componente do eletrélito de corrida queugticia na separagéo
dos analitos nitrato e tiocianattiya a0 mesmo tempo como contra-ion
da parede também influenciando no valor do EOF daediA
verificacdo dessa influéncia no EOF é importanteis permite a
simulagdo da separagdo de nitrato e tiocianato endigbes mais
proximas das condi¢cOes reais usandwoftware PeakMaste©Os &nions
gue apresentam mobilidade préxima dos analitos,ue pgrevine
fendbmenos de assimetria dos picos, e, portanto, getancial para
serem escolhidos como co-ions componentes dolatetté corrida sdo
cloreto, perclorato e sulfato, como mostra a Figuea
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Figura 2.2 Curvas de mobilidade efetiveersuspH dos analitos nitrato e
tiocianato, e dos co-ions candidatos a compor woéte de corrida cloreto,
perclorato e sulfato, feitas utilizando o simulaB8anul (MICKE, 2004).

Assim, se faz necessario medir o EOF com cada wsrede

anions atuando como contra-ions da parede do capddificado. Os
resultados demonstraram que a variacao

do co-ioteraal
consideravelmente o EOF, uma vez que com clorgtd ¥ 10* cnf V™

s e perclorato (-2,9 x Iben? V' s1) a intensidade do EOF observado
foi cerca de trés vezes maior que com sulfato ¢110* cn? V! sh).
Uma possivel explicacdo para este comportamenigeéng pH 2,5 o
anion sulfato apresenta uma densidade de cargas ma cloreto e
perclorato, devido a dissociac@o quase total dorgkgpréton do acido
sulfarico (pKa 1,92). Assim, o sulfato exerce umianaefeito de
interacdo idnica com a QTS da parede que clorgteréorato, 0 que
provoca a diminuicdo significativa da intensidade EOF. Segundo
CUI e co-autores, que fizeram um estudo do tipmteacéo do sulfato

com membranas de QTS, esse efeito representa ticwdagio idnica
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da QTS pelos ions sulfato. Entretanto, neste messtado foi
constatado que essa reticulacdo ocorre apenas sofne sulfato
localizados entre dois grupos NHde cadeias vizinhas do polimero
(CUl et al, 2008).

2.4.1.2 Selecdo das condicoes de separacdo usandoftware
PeakMaster

As caracteristicas de um eletrélito de corrida addq incluem
uma boa capacidade tamponante e co-ion e conti@pfopriados a fim
de minimizar efeitos de assimetridos picos. Além destes, outros
parametros que influenciam na separacdo séo fadinabtidos pelo
software PeakMaster(GAS et al, 2001; SEDRY; JAROS; GAS,
2002; SEDRY; JAROS; \CELAKOVA, 2003). Na simulacdo da
separagdo deve ser considerado o uso de um dedectd¥/, sabendo
que os analitos nitrato e tiocianato absorvem nesgi#io. Logo, os
componentes do eletrélito de corrida ndo devem rabgo
especialmente, no mesmo comprimento de onda dégana

A simulacéo para a selecdo do co-ion componentdetialito
foi feita empregando Tris como contra-ion e testan@s diferentes co-
ions, cloreto, perclorato e sulfato, considerandOd¢ caracteristico de
cada co-ion em um capilar tratado com QTS retieul@d resultados de
alguns pardmetros da simulagcdo com os trés cotemsios estdo
apresentados na Figura 2.3.
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Figura 2.3 Dados da simulagdo da separacdo de nitrato e rdoigpara
selecdo do co-ion componente do eletrélito. Comdigia simulacdo usando o
software PeakMaster comprimento total do capilar 48,5 cm; comprimento
efetivo do capilar 8,5 cm; tensdo de 25 kV; pH 502,valores de
considerando o EOF caracteristico de cada co-ialords de EOF usados na
simulacdo: HCI (-3,2 x Ihen? V! s); HCIO, (-2,9 x 10 cnf V' s%); H,SO,
(-1,1 x 10" cnf V' s?). Dispersdo por eletromigracdo (EMD) expressa em
madulo.

Os valores de EOF usados foram: -3,2 X ¢6f V' s* para o
cloreto; -2,9 x 18 cnf V* s* para o perclorato e -1,1 x t@nf v* s*
para o sulfato. Foi possivel observar que dosdoéons testados na
simulacdo o sulfato apresentou as melhores corsld@eseparacdo dos
analitos. Com o sulfato observou-se uma dispersélptromigracdo
(EMD, do inglés“Electromigration Dispersion) média semelhante a
do perclorato e melhor que com cloreto, e a capdeidtamponante foi a
maior dos trés, em decorréncia do pH do eletrdlaosimulacdo ser
cerca de 2,5, valor proximo do pKa do acido sutfilriA diferenca entre
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0s tempos de migracdo do nitratdiocianatausando sulfato como co-
ion (At = 0,006 min) foi cerca de 2,6 vezes menor que cloneto At =
0,0016 min). Apesar disso, com sulfato como coffinobservada a
melhor separacdo, especialmente devido aos baiioses de EMD
obtidos com este co-ion. Também o menor valor dé E@n sulfato
contribuiu para uma melhor separagdo, uma vez qoegeacdo dos
analitos esta ocorrendo no mesmo sentido do EOEpm isso
separacfes em tempos muito curtos com maioresegakbe EMD
favorecem a separacdo néo efetiva dos analitotarfor o sulfato foi
escolhido para compor o eletrélito de corrida.

Na Figura 2.4 esta ilustrada a simulacdo para eltesaas
melhores condi¢cdes de separacdo de nitrato enetoiatilizando Tris
como contra-ion (concentracdo fixa em 10 mmd) le diferentes
concentracdes de sulfato.
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Figura 2.4 Dados da simulacdo da condicBes de separacdo I@o ni
tiocianato usando concentracdo fixa 10 mmdl tle Tris e variando a
concentracdo de sulfato como co-ion. Condigfes idmlacdo usando o
software PeakMaster ver Figura 2.3. Dispersédo por eletromigracédo (BMD
expressa em médulo.

A andlise do grafico permitiu observar que a progor
Tris/sulfato que resultou em uma boa condicéo garagéo foi 1,4:1,0
(v/v). Nesta composicdo selecionada, o pH da solfgidem torno de
2,5 com uma capacidade tamponante ndo muito bai2d(mmol L),
valor de condutividade adequado (~ 0,2 ¥,ne principalmente uma
EMD baixa (nitrato ~ 0,2 e tiocianato ~ 1,3 $ mor*) para ambos os
analitos. Assim, a concentracdo dos componenteslad®lito Tris e
acido sulfarico preparados para serem usados rasagfes foi 12
mmol L e 8,5 mmol [}, respectivamente.
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2.4.1.3 Escolha do padréo interno e forca i6niceldolito de corrida

Com base na literatura (GLATZ; NOVAKOVA;TERBOVA,
2001; TANAKA et al, 2004; GASPAR; JUHASZ; BAGYI, 2005; XU
et al, 2008) os anions presentes em amostras de saléevaassam ser
detectados usando deteccédo direta por UV séo hopmeeto, nitrato,
nitrito, tiocianato e urato (acido Urico). Entratannas condicdes de
separacéo selecionadas é possivel detectar sonigate e tiocianato
em um curto tempo de andlise. Isso ocorre porqu&to (acido Urico,
pKa; = 5,4 e pKa= 10,3) ndo esta ionizado no pH do método proposto
(pH = 2,5) e o nitrito (acido nitroso, pKa = 3,2@3t& muito pouco
ionizado. Assim, o primeiro migra como espécie reet o segundo,
parcialmente ionizado, migra em um tempo muito meige nitrato e
tiocianato, entdo o emprego do pH 2,5 aumenta etisdhde do
método. Quanto ao brometo e iodeto, estes estdentes na amostra
em concentragdes tdo baixas que s6 seriam detetadon método de
pré-concentracdo fosse empregado. A escolha de adréig interno
apropriado para a separacdo foi feita com o audbosoftware
PeakMaster O anion a ser selecionado como padrdo intern@ dev
apresentar as seguintes caracteristicas: alta idaut®l efetiva no pH
escolhido, absorver na regido do UV, ndo reagir osrmanalitos e nao
estar presente na amostra. Um anion que atendmsa ¢ésses requisitos
€ 0 bromato. Para comprovar experimentalmente tdtese confirmar
a possibilidade de uso do padrdo interno bronsatecionado sem
interferéncias de outros picos, foi realizada umarida com uma
amostra de saliva e comparada com um eletroferegamulado, os
quais estdo apresentados na Figura 2.5. Os ressliadstram que no
tempo de migracdo simulado para o bromato a linbabdse do
eletroferograma experimental estd sem nenhum pieqqssa provocar
interferéncia no pico do padréo interno, logo, ptele ser usado no
método. Além disso, foi confirmado que dos aniongerormente
detectados em amostras de saliva listados natlitarssomente o nitrato
e tiocianato foram observados no eletroferogramperxental do
presente método, mostrando a seletividade do mépmda estas
espécies.
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(a) simulagao

D
Demer W
W/]l «w A
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tempo (minutos)

Figura 2.5 Eletroferogramas: simulado (a) e de uma amostsalifa diluida
10 vezes (b), usando o capilar modificado com Qattulada. Condigfes de
separacdo: injecdo -40 mbar/4s; tensdo 30 kV;oétetrTris 12 mmol [ e
acido sulfdrico 8,5 mmol L, pH 2,5; capilar 48,5 cni_g,), 8,5 cm Lgep), 75 um
(D), revestido com QTS reticulada. Na simulacamfo usadas as mesmas
condicdes experimentais e EOF -11 X’ 1f V' s*. Legenda dos picos: N —
nitrato; T — tiocianato; D — desconhecido; B - badm

A selecdo da tensdo a ser empregada no métodosfwdiod
feita levando em consideracdo a obtencéo de unaaasgm com menor
tempo possivel sem interferéncias do aquecimentale. JoEssas
interferéncias podem provocar a deformacdo dossp&@ sua co-
migracdo. A avaliacdo da existéncia do efeito Jéukstada verificando
se a lei de Ohm é respeitada. A lei de Ohm é reptada pela equacgéo
abaixo:
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Vap =R i (Equacao 2.1)

ondeV,, € a diferenca de potencial elétrico ou tenséo elts,\R a
resisténcia elétrica € a intensidade da corrente elétrica medida em
amperes. Uma boa correlacéo linear entre a coreeatiensdo para uma
dada forca ibnica indica um efeito Joule minimizaBara verificar a
existéncia deste fendmeno foi observada a variggia@orrente em
funcdo da aplicagcdo de tenséo para o eletrélitorga idnica 23 mmol

L, selecionado na otimizacdo usandosaftware PeakMastere
também em solu¢cdes com outras forcas ibnicas. Sddtados obtidos
estdo apresentados na Figura 2.6.

Forca idnica: <
9,4 mM (R? = 0,999; F = 3347)
13,5 mM(R® = 0,997; F = 1297)
23,0 MM(R® = 0,993; F = 600)

31,5 mM(R’ = 0,987; F = 313)

41,0mM(R’ = 0,981; F = 202) <4
49,5 MM(R® = 0,974; F = 152)

125

100

AR 4 D oo

75

50 |-

Corrente (pA)

25

&
1

5 10 15 20 25 30
Tenséo (kV)

Figura 2.6 Variacdo da corrente em funcdo da aplicacdo deéidepara o
eletrélito Tris e acido sulfarico pH 2,50 em difetes forcas ibnicas, demais
condicdes ver Figura 2.5. Entre paréntesis estinloses de coeficientes de
determinacéo (R e teste F.
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No eletrélito de forca iénica 23 mmol*Lfoi observado um
bom coeficiente de determinacad R0,993) entre corrente e a tenséo e
o0 modelo linear mostrou ser significante (F = 6@@)jcando que com
esse eletrolito a lei de Ohm é obedecida. Quandariacdo de tenséo
foi somente até 25 kV com a forca idnica de 23 minfob coeficiente
de determinacdo apresentou uma pequena melhdra (B997) e
também aumentou a significancia do modelo lineax (©41). Para os
eletrélitos com forca idnica maior que 23 mmal foram observados
coeficientes de determinagcdo menores ou iguai98¥y &@videnciando o
desvio da lei de Ohm e com isso uma maior tendéneigisténcia do
efeito Joule. Enquanto isso, nos eletrolitos congaddnica menores
que 23 mmol [* foi verificada uma 6tima relac&o linear da coreemtia
tensdo (R> 0,997) permitindo o uso da tensdo méxima de separa
Porém, para os eletrélitos de menor forca ibGnicacapacidade
tamponante foi cerca de 9 mmot,Lum pouco menor que o observado
para o eletrélito com forca idnica 23 mmot jue apresentou cerca de
11 mmol L* de capacidade tamponante. Assim, tendo como
compromisso uma capacidade tamponante boa e a m&enséo
possivel para desenvolver um método rapido de aef@r sem
tendéncia ao efeito joule, optou-se pelo uso dinGéite de forga idnica
23 mmol L* com a tenséo de separacéo de 25 kV, sendo estaligao
a ser empregada nos proximos experimentos. Ounfasmiacdes
importantes do efeito da tenséo sobre os picosdalitos no eletrdlito
de forca iénica 23 mmoltselecionado estdo apresentadas na Figura 7.
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Figura 2.7 Parametros dos picos do nitrato e tiocianato paiatodlito com
forca i6nica 23 mmol £ em diferentes valores de tensdo (concentracdo de
nitrato e tiocianato cerca de 6 mg, ldemais condic8es ver Figura 2.5).

E possivel observar que a resolucdo entre nitrdtoc&nato
permanece praticamente constante com a variacmsi&o. Quanto ao
tempo de migracdo do tiocianato, tomado como nef&é o mesmo
diminui com o aumento da tens&o até um valor minémo 30 kV.
Porém, a diferenca de tempo de migragéo do ticwamsando 25 kV
(0,29 min) e 30 kV (0,23 min) é menor que 4 s, s&odo significativa.
Com relacéo as eficiéncias de separagédo dos poardlitos, ambos
apresentaram um maximo em 25 kV, fato que confiemascolha
adequada desta tenséo para o método.

2.4.1.4 Método para determinacdo do volume de salvietado e
determinacéo de nitrato e tiocianato usando inqdidtiplas
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Na Figura 2.8 esta apresentado um método alteongtva
coleta de saliva corrigindo o volume de amostraetedo e
determinacédo de nitrato e tiocianato por CE.

3.
7 introdug@o do cotonete
contendo volume de
saliva coletada
2. i
coleta da saliva
com cotonete
S1=(Aps Vi) S2=Apz (Vi + Vagiiva)
1 4.
insercao de aliquota de uma volume de solugio
solugdo estoque aceptoraS;, aceptora e volume de
contendo padrao interno com saliva coletada
concentracao conhecida
8,5cm 40,0cm I I
1 : ()
f i )
Detector
(a) ] i | Injeta S, da solugdo estoque
(b) || i | Injeta eletrélito espacador
(C) | i ] Injeta S ,
(d) m i | Injeta eletrélito
P,P, T N
(e) -] ] I 11 | @ separaco eletroforética
= EOF

Figura 2.8 Esquema representando as etapas envolvidas no anéed
corre¢do do volume de amostra de saliva coletadadospadréo interno e
determinacéo de nitrato e tiocianptiy eletroforese capilar. (I) procedimento de
coleta da saliva e (ll) etapas do método para m@tar o volume de saliva
coletada por CE. Legenda: N — nitrato; T — tiocian® — bromato da solugéo
S;; P, — bromato da solucag.S
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A Figura 2.8 - (1) ilustra 0 modo de coleta de atrade saliva.
Inicialmente é preparada uma solucao aceptora wst@) contendo
uma determinada concentracdo do padrdo internon eseguida é
transferido um volume conhecido desta solucdo pamafrasco com
tampa. Neste frasco é introduzido wswab contendo um volume
desconhecido de amostra de saliva coletada do téolororiginando
uma segunda solu¢a8;). Levando-se em consideracdo que a area do
pico do padrdo interndp; € proporcional a concentracdo do padrao
interno e que a variacdo da area do padrdo intestéd diretamente
relacionada a variacdo de volume da solucéo aegpérn-se que:

Sinis)= S is) (Equacdo 2.2)

ondeS;, 15)€ 0 numero de mols do padréo interno na solugii&g s,

€ 0 numero de mols do padréo interno na solug&R0 S,y 1s)= Ap1
Vi eSnis)= Az Vo, €V = (V1 + Vsaivg), l0go para o calculo do volume
de saliva coletada basta usar a seguinte equacao:

Ap Vi = Ap; (Vl + Vsaliva) (Egaa 2.3)

Rearranjando as equagdes acima descritas tem-se,

Ap1— A "
Vsativa = V1 (u) (Equacéo 2.4)

Ap2

onde,Vsaiva € 0 volume de saliva coletadd; é o volume da aliquota
retirada da solugéo aceptora estocfg;é a area do padréo interno na
solucdo aceptora estoqueds, é a area do padrdo interno na solucdo
aceptora contendo a amostra de saliva. Para arilesgéo das areas do
padrao internoAp; e Ap, foi desenvolvido um método por CE que
permitisse a aquisicdo destes dados em uma UmddecdNa Figura 2.8
-(Il) estd apresentada a sequéncia de passos doedprento.
Inicialmente é injetado no capilar um plugue daugdb S; (a), em
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seguida injeta o eletrélito espacador (b), posterémte injeta a solugcéo
S (solugdo de padréo interno contendo um volume oéscido de

saliva) (c), injeta novamente eletrdlito espacaddy e por fim aplica

tensdo para a separacao eletroforética (e). Gietnjetado na dltima

etapa tem por objetivo contribuir para bons redokade repetibilidade.
O eletroferograma obtido serd constituido de qupitos: 1- nitrato

(N); 2- tiocianato (T); 3- padrdo interno preseeite § (P1); 4- padrao

interno da solugdo aceptora contendo a salivaaddgP?2). Variando-se
o tempo de injecdo do espacador € possivel detrmirtempo de

migracdo do P1, de modo a que esse pico migre sigdoodesejada no
eletroferograma obtendo-se uma resolugdo adequest® gico em

relacdo aos demais picos do eletroferograma. Qulodto tempo de

migracao do P1 é realizado de acordo com a segrijizcao:

Lget— L
tpy = 2L E"” (Equacao 2.5)
Hp1
sendo que,
_ AP t; trz _
Linj - ﬁ € Up1 = (ﬂeo + .ueff)
logo,
Lo (AP tint rz)
tpy = —————totl/ (Equacéo 2.6)

(Heo"‘ ﬂeff) E

ondetp; ety sdo o tempo de migracdo do P1 e tempo total deagfb
de pressdo durante a injecdo de todos os plugesseativamente, em
segundosiLge, Linj © Lo O comprimento do capilar até o detector,
comprimento do plugue injetado e comprimento talal capilar,
respectivamente, em metrof,;, Heo € Mer, Mobilidade aparente,
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mobilidade do EOF e mobilidade efetiva do padraderio,
respectivamente, em’ir* s*; E campo elétrico aplicado em VimP
pressao de injecdo em Nl mbar = 99,92 N i) ; 5 a viscosidade da
solucdo a 25C em N s rif.

2.4.1.5 Selec¢do das condi¢des de injecdo no ddsengnto do método

No presente método foi escolhido realizar as imgec¢pelo
comprimento menor do capilar até o detector utiliitauma pressao de
injecdo de 40 mbar injetando a solugdo estoque@ee,) € a amostra
(£), conforme procedimento previamente descrito, rterd s. O modo
de injecdo escolhido teve como justificativa a obf® de uma
separagdo no menor tempo possivel.

Utilizando as equacdes descritas no item 2.4.1.4ne
eletroferograma experimental dos padrdes injetaeds procedimento
de injecbes multiplas proposto (Figura 2.9 - a)répy injetando
somente o plugu&, (4s) e usando 3s de eletrdlito na Ultima injecao
(etapa d, Figura 2.8 - Il), foi possivel calculapreever o tempo de
migracao do pico bromato referénciar® eletroferograma da amostra.
Esta previséo foi realizada verificando o tempogem o pico bromato
referéncia IP deveria ser detectado para que migrasse separio d
demais picos sem comprometer a separacdo. Enpieassdo tiocianato
e bromatdP, da solugdo Sexiste um espago no qual o pico bromato
referéncia Ppode ser inserido (~ 0,31 min). Para se obtetampo de
migracdo do bromato referéncia [réximo do valor desejado, o tempo
de eletrolito espacador para a etapa “d” do procexdtio de injecéo foi
fixado em 3 s e 0 tempo de eletrdlito da etapaféb’estimado para se
atingir a condic&o de interesse. Na Figura 2.%sté& apresentado um
eletroferograma de uma amostra de saliva coletagtesevabno qual o
tempo de migragéo do pico bromato referéngifoPcalculado parfle,
=-1,1x 10° cnf V' st e perr= -5,33 x 10F enf V* s* (dado retirado do
software PeakMaster considerando a forca i6nica do eletrélito - 23
mmol L"); » = 8,9 x 10" N s m? (BERSTAD et al, 1988); demais
condi¢cBes na secdo experimental. Assirpy oalculado parg, = 14 s,
devido a sequéncia de plugues injetados (4s -airg§et 3s - injeta
espacador; 4s - injet®; 3s - injeta espacador), foi de 18,8 s 0 que
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corresponde a 0,313 min, valor este que esta pooddornvalor de tempo
de migracéo doPobservado no eletroferograma da amostra (0,310 min
dado adquirido dsoftwareHP Chemstatio, rev A.06.01 Sabendo-se

o tempo de migracdo calculado do bromato referéacalargura de
base dos picos dos anions (dados do eletroferograetando somente

0 plugue$S; e eletrélito — Figura 2.9 - a) também é possivelver a
resolucdo do bromato, Bm relacéo ao tiociana¢oao bromato £ uma
vez que a largura de base do pico do bromat@ P2 sera muito
semelhante. As resolugdes previstas para as copdend .k e R:P;
foram 0,92 (0,67 — 1,2; considerando o valor dovidedo EOF, 1,1 +
0,1 x 10* enf V' st no calculo) e 1,1 (0,87 — 1,3; considerando o valor
do desvio do EOF, 1,1 + 0,1 x'1@nf V* s, no calculo); enquanto as
resolucbes obtidas foram 0,83 e 1,3; respectivaaneht possivel
verificar também que os padrbes se comportam dmafomuito
semelhante a amostra como mostrado na Figura B.9Assim, as
equacles usadas permitem prever o tempo de migagguco de
interesse no método de injecbes multiplas de mode €e seja
detectado no eletroferograma experimental num temgviamente
determinado ou desejado, de acordo com a variagidempo de
introducado deste plugue.
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(a) padroes (injecéo do S, e eletrolito)

(b) padrdes (inje¢ao multipla)

I 10 pA

(c) amostra (injecéo multipla)

T T T T
0,0 0,1 0,2 0,3 04
tempo (minutos)

Figura 2.9 Eletroferograma de uma solucdo padrédo consideranohpecdo
dos pluguesss, e eletrélito (a); eletroferograma de uma solucadrfo (b) e
eletroferograma de uma amostra de saliva coletadassvab (c), injetando
todos os pluguess pelo método proposto usandoilarcamdificado com QTS
reticulada. Eletrélito Tris 12 mmolLe acido sulfdrico 8,5 mmoll, pH 2,5,
forca idnica 23 mmol . Condicées de injecéo: -40 mbar/4Sg,(-40 mbar/3 s
(eletralito), -40 mbar/4 sS,), -40 mbar/3 s (eletrolito); tensédo + 25 kV; tempo
de condicionamento entre corridas com eletréligorin. Eletroferogramas da
solucdo padrdo usando concentracéo de tiocianatwds' e nitrato 62 mg L.
Solucao aceptord, contendo bromato 25,6 mg'LCapilar de silica fundida de
48,5 cm Lyop), 8,5 cM L), € 75 um (DI). Legenda dos picos: N — nitratte; T
tiocianato; P — bromato da solu¢d8;; P, — bromato da solu¢é8,. Dados
adquiridos do comprimento de onda 200 nm.
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Para verificar a variacdo do tempo de migracdordmato da
solugdo S, (P,) foram realizados experimentos utilizando difeeent
tempos de espacador eniee S,, e 0s resultados estdo apresentados na
Figura 2.10.

12s

10s

T T T T T T
0,0 0,1 0,2 03 0,4 0,5

tempo (minutos)

Figura 2.10 Eletroferogramas referentes a diferentes tempo<lé@dlito
espacgador injetados (ent& e S;), usando o capilar modificado com QTS
reticulada. Condi¢Oes de injecéo: -40 mbar/&} ¢40 mbar/x s (eletrdlito), -
40 mbar/4 s%,); tensé@o + 25kV; tempo de condicionamento entredas com
eletrélito 0,5 min; concentracdo de nitrato 6,20 Lrﬁgtiocianato 5,81 mg'f‘_e
padréo interno bromato 12,8 mg.LCapilar usado 48,5 cnh), 8,5 cm Lee),

e 75 pum (DI), eletrélito Tris 12 mmol™Le &cido sulfarico 8,5 mmol L
Legenda dos picos: N — nitrato; T — tiocianatp-Wromato da solucé®; P, —
bromato da solu¢d®,. Dados adquiridos do comprimento de onda 200 nm.

E possivel observar que qQ Rigra entre o tiocianato e o P2
com o0s tempos de eletrélito espacador 2 - 4 s.odd tempos de
espacador de 5 - 9 s @ Rigra sob o nitrato e tiocianato. Enquanto isso,
com tempo de espacador 10 e 125 mgra antes de todos os picos dos
anions. Assim € possivel mostrar experimentalmasiduas opcdes que
podem ser usadas para @ rRigrar entre 0s picos dos analitos sem
prejudicar a separagédo. Uma comyariigrando entre o tiocianato e @ P
e a outra com Pmigrando antes de todos os anions. A primeira foi
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calculada utilizando um sistema de equacdes mastrama boa
previsdo para o tempo de migracéo deésejado. Da mesma forma, se
fosse de interesse que @ iigrasse antes dos analitos, o tempo de
eletrélito espacador também poderia ser previstor Bm, o
procedimento de injecdo selecionado para ser usadoproximos
experimentos foi: -40 mbar/4 S, -40 mbar/3 s (eletrdlito espacador),
-40 mbar/4 s%), -40 mbar/3 s (eletrdlito).

2.4.1.6 Efeito do tempo de inje¢do no método primpos

O potencial de pré-concentracdo em linha do mépsdposto
para a determinacdo dos anions nitrato e tiociapatoamostras de
saliva também foi avaliado. A pré-concentracéo miites carregados
de uma amostra é provocada pelo movimento desassatcavés de
uma regido limite que é formada entre a zona destiene a zona de
separacdo dentro do capilar (PYELL, 2006; SIMPS@NWUIRINO;
TERABE, 2008). A amostra € preparada em uma matin uma
condutividade elétrica menor que a zona do elairdim longo plugue
de amostra é injetado no capilar. Durante a a@icag tenséo, a baixa
condutividade da zona da amostra sofre acdo ddtarmampo elétrico
guando comparado com a regido do eletrélito que dpvesentar uma
alta condutividade e baixo campo elétrico. Assim,velocidade
eletroforética dos ions do analito na zona da am@sentao maior que
na zona do eletrdlito, pois a velocidade eletrdfoaédefinida como
produto da mobilidade eletroforética efetiva doliemae a forca do
campo elétrico. A rapida mudanga na velocidadeiolas dos analitos
se movendo através da regido limite entre a zorzmestra e a zona do
eletrolito resulta no estreitamento da zona dean#p do analito, isto €,
um empilhamento dos ions devido a brusca mudanceeln&idade
eletroforetica. Assim, as zonas resultantes dos$it@naleveriam ter
concentracdes maiores dos que a concentracdo abritinamostra. O
efeito de concentracdo obtido com esta técnicapéndiente da razéo
entre a forca do campo elétrico na zona da amastre zona do
eletrélito (PYELL, 2006; SIMPSON; QUIRINO; TERABE008). Na
Figura 2.11 est4 apresentado um esquema que deaonsfeito de
empilhamento descrito.
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Figura 2.11 (a) Representa as regides do eletrdlito e da amnosetcapilar as

quais durante a aplicagdo de tensdo tem diferecdegos elétricos; (b)

migracdo dos ions na regido da amostra imediataregnds a aplicacdo de
tensao, e (¢) migracdo dos ions na regido do Eetro
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A regido da amostra que contém os ions do anabfmerbos
(regidao em amarelo) é uma solucao de baixa condadie elétrica (alta
intensidade do campo elétrico) devido a alta qdade de 4gua e baixa
guantidade de ions nessa regido capazes de comduznte elétrica
(Figura 2.11 - a). Enquanto isso, a regido dod@lttr(regidao azul) tem
uma alta condutividade elétrica (baixa intensidddecampo elétrico),
justamente devido a presenca de quantidade razdasetomponentes
do eletrdlito (co-ion e contra-ion) que conduzemeste elétrica. Essa
diferenca de condutividade, logo, de campo elétectre as duas
regibes permite o surgimento do efeito de empilmnealos ions
promovendo um aumento no sinal obtido para caddit@na
empilhamento dos ions dos analitos dispersos nguelda amostra
decorre da sua migracdo mais rapida nessa regiémauegido do
eletrolito (Figura 2.11 - b, setas indicando o gl velocidade
eletroforética das espécies). Imediatamente quasdanalitos atingem
essa regiao do eletrolito ocorre a diminuicdo dacidade desses ions e
conseqientemente seu empilhamento em estreitas denanigracéo
representada pelas duas linhas de ions separagias(E.11 - c).

A avaliacdo do potencial de pré-concentracdo doodét
proposto para a determinacdo de nitrato e tioganats amostras de
saliva usando o capilar modificado com QTS retidalfoi realizada. A
representacdo do tamanho dos plugues injetadosletsferogramas
dos diferentes tempos de injecdo, as corrented@edurante aplicacao
de tenséo para cada tempo de injecdo, e a altupacdoe resolugéo
nitrato:tiocianato em funcdo do tempo de injec&ide@ apresentados
nas Figuras 2.12, 2.13, 2.14 e 2.15, respectivanent
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== distancia para o detector
[ tamanho plug S1
I eletrdlito
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Figura 2.12 Representacéo do tamanho dos plugues injetadodistdacia
para o detector no estudo de pré-concentracdo dodméroposto para a
determinagcdo de nitrato e tiocianato injetando pmlminho mais curto do
capilar até o detector.



143

P2
P1

j i

e \f U\\J\

g
=
=

N
n
wjbmp

0,0 0,25 05 075 o

N

tempo (minutos)

Figura 2.13 Eletroferogramas obtidos com diferentes temposnggao no
estudo de pré-concentragdo do método propostodedeaminacdo de nitrato e
tiocianato usando o capilar modificado com QTScudtida. Eletrélito Tris 12
mmol L%acido sulfarico 8,5 mmol £, pH 2,5, forca idnica 23 mmol™L
Condicdes de injecado: -40 mbar/x$){ -40 mbar/3 s (eletrdlito), -40 mbar/x s
(S), -40 mbar/3 s (eletrolito); tensdo + 25kV; tengecondicionamento entre
corridas com eletrélito 0,5 min; concentracdo de&ato 0,620 mg L,
tiocianato 0,581 mg e padréo interno bromato 5,12 mg. [Capilar de silica
fundida de 48,5 cmL(y), 8,5 cm L4, € 75 um (DI). Legenda dos picos: N —
nitrato; T — tiocianato; P— bromato da solu¢d®; P, — bromato da solucds.
Dados adquiridos do comprimento de onda 200 nm.
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Figura 2.14 Correntes geradas durante aplicacdo de tensaacpdsatempo
de injegcdo no estudo de pré-concentracdo do métadposto para
determinacgédo de nitrato e tiocianato. Condi¢cdes® xgntais: ver Figura 2.13.
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Figura 2.15 Altura do pico e resolucao nitrato:tiocianato emgd@o do tempo

de injecdo no estudo de pré-concentracdo do métadposto para
determinacgédo de nitrato e tiocianato. Condi¢cdesm xgntais: ver Figura 2.13.
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A faixa de tempo de injecdo hidrodindmica 8pe do S
estudada (Figura 2.12) variou de 2 a 20 s. A didéaios plugues para o
detector foi de 6,9 cm para o menor tempo de injesado e diminuiu
com o tempo de injec&o até atingir um minimo deaee 1,0 cm com
0 maior tempo de injecdo. Os perfis dos eletrofemogs obtidos
(Figura 2.13) mostraram que o0s picos ficaram cora beparacéo,
exceto para o tempo de 20 s de inje¢cdo. Tambémb&ervado que o
tempo de separacdo aumentou com o aumento do téenpgecao e
isso pode estar relacionado com a diminuicdo neewcE de separacao
(Figura 2.14). Quanto maiores os volumes dos pEi§ue S maior a
quantidade de analitos para preconcentrar e aumersiaal analitico,
porém menor € a condutividade do eletrélito queeqrke o capilar,
logo, menor a corrente. ISso ocorre porque essegi@d atuam como
isolantes do eletrélito de corrida resultando ena ueducéo da corrente
de separacdo e uma demora maior na sua estalilizagalisando a
variacdo da altura do pico e da resolugdo do aiteatiocianato em
funcéo do tempo de injecdo (Figura 2.15), foi pedgibservar que com
0 aumento do tempo de injecdo ocorreu um aumenéarlido sinal
analitico (altura de pico) até 12 s de inje¢cdo cona resolucdo entre
nitrato e tiocianato cerca de 1,2. Com tempos j@gdio maiores que 12
s 0 sinal também aumentou atingindo um maximo era. Ehtretanto,
com o tempo de injecdo 20 s 0 aumento do sinahdabtos foi cerca
de apenas 10% maior que com 15 s e, além disso,estentempo
ocorreu uma diminuicdo significativa da resolucdures nitrato e
tiocianato (resolugdo < 1). Esse aumento do sinakstiltado do
empilhamento dos ions do analito em uma estreita zie migracéo
devido ao aumento do volume de amostra injetadmtexpara o tempo
de injecao de 20 s no qual a zona de migracéo £ largia provocando
perdas na resolucdo dos analitos. A reducdo gvadadi resolucdo com
0 aumento do tempo de injecdo pode ter ocorridaddeao aumento do
tamanho do plugue injetado o que reduz a distgaria o detectol ()
tendo menos tempo para ocorrer uma separacaoaefitiy ions dos
analitos. Comparando os sinais obtidos para osderdp 2 e 15 s de
injecdo observou-se um fator de enriquecimentoedeacde 7,8 vezes
para o nitrato e 8,5 vezes para o tiocianato. Gdat&o ao maior valor
de sinal absoluto observado para o nitrato talegz devido a sua maior
absortividade no comprimento de onda selecionadw wez que o
méaximo de absorcao no UV do nitrato é em 200 nm #odianato é em
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190 nm. Foi utilizado como parametro de medidardecpncentracédo a
altura de pico, pois com isso € monitorada a pn&eotracdo dos
analitos com perdas minimas de resolucao, istoa@nmento do sinal é
resultado de um aumento da quantidade de ions adocaem uma
estreita zona de migracdo. Se fosse usada a da@alim estaria sendo
desconsiderada a migracdo em uma zona estreita,opaumento do
sinal seria atribuido também ao alargamento do gaddo a maior
quantidade de analito migrando como uma zona kesgacialmente em
tempos de injecdo elevados. Desta forma, o sinaitim@ria
aumentando em tempos de injecdo maiores e o makinsinal seria
obtido com tempo de inje¢éo diferente daquele quansinal analitico
€ monitorado pela altura do pico.

Apesar do potencial de préconcentracdo do métodpopto
com tempos de injecdo elevados o tempo de injegdbgiselecionado
para ser usado nos experimentos € justificado pelecentracéo
normalmente alta dos analitos na amostra.

2.4.1.7 Comparacao de vérias injec6es no capilaifitado com QTS
reticulada e em um capilar ndo revestido, e termztrumental de
andlise do método otimizado

Para avaliar o desempenho do capilar modificado €S
reticulada na separacdo de nitrato e tiocianatanforealizadas vinte
corridas (equivalentes a uma hora de trabalho) oora amostra de
saliva e comparadas com um capilar ndo revestids. vibte
eletroferogramas sobrepostos para cada tipo delacapbtidos
empregando o método otimizado estdo apresentadeigura 2.16.
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Figura 2.16 Vinte eletroferogramas sobrepostos de uma amostraativa
coletada comswab obtidos empregando o método proposto: (a) capilar
revestido com QTS reticulada e (b) capilar ndo stéde. Solucdo aceptora de
bromato 25,6 mg L Eletrélito Tris 12 mmol Lt e acido sulfdrico 8,5 mmol L

! pH 2,5, forca i6nica 23 mmol'L Condicées de injecdo: -40 mbar/4g,(-40
mbar/3 s (eletrélito), -40 mbar/4 S,), -40 mbar/3 s (eletrdlito); tensdo + 25
kV; tempo de condicionamento entre corridas corr@im 0,5 min. Capilar de
silica fundida de 48,5 cni.;), 8,5 cm L4e), € 75 um (DI). Legenda dos picos:
N — nitrato; T — tiocianato;,P- bromato da solu¢cdf; P, — bromato da solugéo
S,. Dados adquiridos do comprimento de onda 200 nm.
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A comparacdo dos eletroferogramas obtidos mostteu nfio
existiram diferencas significativas no tempo deragg§o entre os dois
tipos de capilares. Esse fato pode ser atribuidétaamobilidade dos
anions analisados e também ao pH baixo do eletidditcorrida, que no
capilar ndo revestido gera um EOF catddico baixompedo a
separacdo dos anions no modo contra-eletrosméti@m s
comprometimento do tempo de separacdo. Entretémitmbservada
uma diferenca marcante nos perfis dos eletrofenogsaobtidos nos
dois tipos de capilares. O eletroferogramas do larapievestido
apresentaram uma estabilidade da linha de base® mgthor que no
capilar ndo revestido. Isso reflete diretamentereyetitividade do
método. O CV do tempo de migracéo e da area depaic® nitrato e
tiocianato no capilar revestido foi menor que 0,856 1,0%,
respectivamente. Enquanto isso, o CV do capilar re&estido foi
menor que 1,7% e 3,5%, respectivamente. Assim, possivel
evidenciar uma melhor caracteristica analitica panaétodo quando o
capilar revestido é usado. Por fim, o revestimemimn QTS reticulada
atua prevenindo contra a adsorcao de proteinasntessna matriz da
amostra de saliva.

Com relacdo ao tempo instrumental de andlise (Tgadto
utilizando o procedimento de inje¢cdo mudltiplo otiado que inclui o
tempo gasto nas etapas de condicionamento, ingp@&omuta dos vial
e separacdo, sdo necessarios 2,81 min para catlsearssim é
possivel realizar cerca de 21 analiséseste total de tempo gasto por
andlise a maior parte é requerida na injecao e ytarrdos vials
representando cerca de 69% do TIA (Figura 2.1'8tafpa de separacao
€ a que menos consome tempo no procedimento, derta% do TIA.
Assim, observou-se que boa parte do TIA gasto recuséo da
separacdo utilizando o método proposto no presémtealho é
despendida com a velocidade instrumental atrelapeecealmente a
permuta dos vial durante cada etapa do procediement
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injecdo e permuta
1,93 min

(69% doTIA)

*TIA = 2,81 min

Figura 2.17 Gréfico representando as porcentagens de tempo gastada
etapa do método proposto em relagdo ao tempo imstiial de analise (TIA).

2.4.1.8 Avaliacdo do método proposto para correddiovolume de
saliva coletado

A avaliacdo da correcdo do volume de saliva peldodoé
proposto foi realizada usando um volume conheca&lsaliva pipetada,
volume de referéncia, o qual foi adicionado a utumwe conhecido de
solucéo aceptora contendo padrdo interno. Um voldmé mL de
saliva foi coletado e centrifugado a 6000 rpm penmdin, deste foram
removidas diferentes aliquotas para serem adicasnaal solucéo
aceptora colocada em diferentes recipientes. Aeardrecdo do padréo
interno bromato na soluc&o aceptora foi de 25,6.thg o volume de
solugéo aceptora foi 1000 pL. Os resultados forapressos como a
média e desvio padrdo de solugbes preparadas diicata e
determinadas em duplicata e estdo apresentadagura E.18.
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Figura 2.18 Avaliagdo do método proposto para corre¢do do velua
amostra de saliva usando uma solugdo aceptora nclintpadrdo interno.
Condic¢bes experimentais: ver se¢do de materiaistedos.

Os valores de volume de saliva pipetados corregandaos
valores de saliva determinados pelo método de @@orde volume com
um coeficiente de determinagédo 0,9994. O modekmatirmostrou ser
significante (F = 9412) para o volume obtiersusvolume previsto e
nao apresentou falta de ajuste.¢ = 1,28, Fuiic = 2,96). Oteste-t
pareado mostrou que o volume calculado foi estdisiante igual ao
volume medidot{y: = 0,73;tciic = 2,1; NGL = 21; nivel de confianca
de 95%) com uma correlagdo de Pearson 0,998, aemenstra uma
boa correlacdo entre os valores. A diferenca exgtreolumes previstos
e obtidos foi menor que 3,5% com CV dos volumesdobtmenor que
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3,8%, mostrando que o método pode ser usado paigirco volume de
saliva coletado corswab

Para verificar se existe interferéncia provocada peaterial
que compbe oswab utilizado na coleta da saliva foram realizadas
medidas em duas solu¢gdes com a mesma concentracadrato e
tiocianatoa primeirasem a imersdo dewab coletor da amostra e a
segunda com a imersdao dwab na solucdo durante uma hora. Os
resultados demonstraram um CV de 3,4% e 0,65%gparea do nitrato
e tiocianato, respectivamente, evidenciando queatnmal constituinte
do swabé adequado para o método de coleta de amostraspoogem
provocar interferéncias.

2.4.2 Desempenho analitico do método

A avaliacdo analitica do método proposto para araéhacao
de nitrato e tiocianato em amostras de saliveefalizada de acordo com
0S seguintes parametros: linearidade, limites ddecdao e
quantificacdo, precisdo e seletividade. Também donaliada a
conformidade do sistema.

A seletividade de um método instrumental de separax a
capacidade de avaliar seletivamente o sinal ddg@nde interesse na
presenca de componentes da matriz da amostra geengoterferir na
sua determinagdo em uma amostra complexa. A sdéds permite
avaliar o grau de interferéncia de espécies presenh matriz da
amostra que podem provocar o efeito de intensificasuprimir o sinal
analitico dos analitos que se deseja analisarleti\sdade garante que
0 pico de resposta seja exclusivamente do compdstanteresse,
assegurando bons resultados para a linearidad&tid@ e a preciséo
do método proposto (RIBANgt al, 2004). A seletividade do método
proposto para determinacdo de nitrato e tiociagat@mostras de saliva
foi avaliada usando o método de adicdo de padrés eesultados
obtidos estdo apresentados na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1 Verificagdo da seletividade do método para a deteigdo de
nitrato e tiocianato nas amostras de saliva usatigho de padrdo. Dados
adquiridos em 200 nm.

Analito Concentracéo (mg L) Recuperagéo
adicionada recuperada (%)

nitrato 0,620 0,622 100,4
6,20 6,03 97,3
12,4 12,4 99,7
24,8 25,1 101,1
37,2 37,1 99,6

tiocianato 0,581 0,593 102,1
5,81 5,69 98,0
11,6 11,5 99,2
23,2 23,5 101,2
34,8 34,7 99,6

* Recuperacdo usando uma amostra de saliva dill@daezes. Concentracao
dos analitos na amostra de saliva: 25,3 Maitratoe 12,7 mg [* tiocianato.
Resultados expressos como a média de cada pomtargde em duplicata e
determinado em duplicata para cada concentracétindgio das curvas de
adicao: nitratd,,53 £ 0,03 (If"{: 0,999) e tiocianato 1,03 + 0,022(1510,999).

A comparacdo entre as inclinacdes da curva deragfb
externa (nitrato 1,55 + 0,01 L g tiocianato 1,04 + 0,01 L rifye a
curva de calibracéo por adicdo de padréo (nitr&i® + 0,03 L mg e
tiocianato 1,03 + 0,02 L mY, revelou uma boa proximidade entre as
inclinagdes tanto para nitrato quanto para ti@tianOteste-tmostrou
que as inclinagbes das retas sdo estatisticamguégs ipara os dois
analitos (nitratd.,c = 0,89; tiocianatdcac = 0,63;tiic = 4,3 com nivel
de confianca de 95%). Também os valores de rearfe@btidos para
cinco niveis de concentracdo adicionados de nigrdiocianato ficaram
na faixa de 97-102%.

Os resultados obtidos de conformidade do sistema, d
linearidade, limites de deteccdo e quantificacdde eprecisdo para o
método proposto estdo apresentados nas Tabelas232g 2.4,
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respectivamente. Com relagdo a conformidade densispara o método
otimizado foram obtidos bons resultados de efi¢&de separagdo com
numero de pratos maiores que 15000 para os anddidassimetria dos
picos e resolucdo adequada entre nitrato e tidoiar@a faixa de
calibragdo para ambos analitos foi de cerca dea@0,0 mg [* com
coeficiente de determinacdo maiores que 0,99. Celodithear mostrou
ser significante para as curvas de calibracdo rtele nitrato e
tiocianato F > 33000 para nitrato E > 22000 para tiocianato) e néo
apresentou falta de ajuste (nitr&g,. = 0,002; tiocianaté-c,. = 0,003;
Feritc = 2,96, com nivel de confianca de 95%). Os limitesleteccéo e
guantificagdo obtidos pelo método foram adequadasa pa
determinacgdo de nitrato e tiocianato nas amostasativa. Os valores
de CV para as precisdes instrumental, intra-ensaiotermediaria,
obtidos para a &rea de pico e para o tempo de ¢aigrdos analitos
usando uma solugéo padréo, foram menores que 5%heBaa forma,
0s resultados de precisdo usando uma amostra ida aptesentaram
valores de CV t&o baixos quanto agueles obtidas gslucdo padréo.
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Tabela 2.2 Resultados de parametros de conformidade do méitohizado
para determinacdo de nitrato e tiocianato em sgoaCE usando o capilar
revestido com QTS reticulada. Condigbes experingntaver secéo
experimental.

Parametro n Analito

nitrato tiocianato
NUmero de pratos (N H® 3 15450 15004
Simetria de pic® 3 1,07 0,921
Fator de assimetria de pito 3 0,95 1,16
Fator de cauda de pi€o 3 0,98 1,04
Resolucéo (nitratotiocianato¥’ 3 1,2

@ NGmero de pratos calculado de acordo com a equégan6 (f / W), onde
t; € o tempo de migracédo do analito dado em i é a largura de pico na
base, nas mesmas unidadeg;d€oncentracédo de nitrato e tiocianato cerca
de 25 mg L[\

® Simetria de pico obtida dmftwareHP ChemstatioR, rev A.06.01Fator de
assimetria calculado usando a distancia a particatdro do pico para a
cauda do pico dividido pela distancia do centr@ido para a cauda frontal,
com todas as medidas feitas a 10 % da altura madonpico. Fator de
rejeicdo foi calculado usando a distancia da cdrafgtal do pico para a
cauda do pico dividido por duas vezes a distangiaetro do pico para a
cauda frontal, com todas as medidas feitas a 5 &ttala maxima do pico.

© Resolucao calculada usando a equaB&os 2 (4 — t,.1)/(W, + W,.1), ondet é
o tempo de migracéo do piconeé a largura do pico na base. Concentragéo
de nitrato e tiocianato cerca de 25 my L
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Tabela 2.3 Resultados de linearidade, limites de deteccaoamtificacdo, e

teste estatistico para verificar a significancia dodelo linear do método
otimizado para determinacéo de nitrato e tiociaeatosaliva por CE usando o
capilar revestido com QTS reticulada. CondicGeseerpentais: ver secao
experimental.

Parametro n Analito

nitrato tiocianato
Linearidade-faixa de calibracac 6 6,2 — 62 5,8-58
(mg L)®
Linearidade-inclinacao 1,55 1,04
(L mg)®
Desvio padro inclinac&o 0,01 0,01
Linearidade-interceptd 0,38 0,33
Desvio padrao intercepfo 0,05 0,06
linearidade-coeficiente 0,999 0,999
determinacéo (B®
Limite deteccéo, LD (mg B)® 0,11 0,19
Limite quantificacdo, LQ 0,32 0,58
(mg L)
F© 33188 22219

@ Cada ponto da curva preparado em duplicata e menfidduplicata. Curvas
de calibragdo sem corre¢éo da area com padraaadnter

®) Limites de detecgdo e quantificacéo calculadoaatedo com as equagdes:
LD = (3,3 x s)/SLQ = (10 x s)/Sondes € o desvio padrao do coeficiente
linear eS é a inclinacdo da curva analitica, respectivamente

© Nitrato e tiocianat® . 4,49; NGL = 17.
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Tabela 2.4 Resultados de precisdo do método otimizado pamrdigiacdo de
nitrato e tiocianato em saliva por CE usando o laapevestido com QTS
reticulada. CondicBes experimentais: ver secaorgrpatal.

Parémetro n Analito

nitrato tiocianato
Preciséo instrumental, 14 1,2 (1,2) 1,7 (0,91)
CV (%) — area de pico
Preciséo instrumental, 14 0,80 (0,76) 1,3(0,81)
CV (%) — tempo de migracéo
Preciséo intra-ensaio, 10 2,6 (3,7) 1,8 (2,1)
CV (%) — area de pico
Preciséo intra-ensaio, 10 2,4 (1,4) 2,4 (1,49)
CV (%) — tempo de migracéo
Precisdo intermediéria, 20 3,1 2,6
CV (%) — area de pico
Precisdo intermediéria, 20 4,0 4,6

CV (%) — tempo de migracéo

* Coeficientes de variacéo calculados com a equdg¥c= (P/) x 10Q ondeP
€ o desvio padrdo absolutazeé a média aritmética da area do analito ou a
média aritmética do tempo de migragcdo. Valores dé gara precisdo
instrumental medidos na mesma solugéo, para peetig@-ensaio foram 10
preparagbes com a mesma concentragdo e para practsmediaria 10
preparacdes em um dia e mais 10 preparacfes emdiafrusando solucdo
padrdo dos analitos 25 mg bu amostra. Valores de CV entre parénteses s&o
referentes a uma amostra de saliva diluida 10 vezes
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2.4.3 Analises de nitrato e tiocianato nas amostrake saliva

A aplicacdo do método otimizado para coleta e oeétercdo de
nitrato e tiocianato foi realizada utilizando amastde saliva de seis
voluntarios, cinco ndo fumantes e um fumante. Umastra de saliva
de cada voluntario foi coletada e injetada emitdph. Os resultados
obtidos estdo apresentados na Tabela 2.5.

Tabela 2.5 Resultados para a determinagéo de nitrato e tiaitiaras amostras
de saliva coletadas de voluntarios usando o métditlizado para coleta e
determinac¢do. Dados adquiridos em 200 nm.

Amostra Concentracédo determinada (mg L)
nitrato tiocianato
1 14,8 (+0,3) 30,2 (+3,1)
2 394,5 (£8,8) 55,4 (¢1,2)
3 42,8 (+6,5) 54,6 (+1,3)
4 18,3(x3,0) 10,0 (£2,6)
5 39,9 (£1,5) 98,6 (+4,4)
6 175,5 (¥9,5) 26,3 (+3,6)

" Resultados expressos como a média com intervatmmféanca de 95% para
n=3.

Das amostras analisadas apenas uma apresentou vahn dei
concentracéo elevado de tiocianato, amostra essgaldiotario fumante
(amostra 5). Esse dado estd de acordo com oshoasbedlatados na
literatura que mostram maiores niveis deste marcado pessoas
fumantes que ndo fumantes. O tiocianato detectagd@utras amostras,
de ndo fumantes, em menores niveis que na amasttendfumante,
podem estar relacionadas com a ingestdo de algegstais como
repolho, nabo, couve, brdcolis, os quais conternggimolatos que séo
uma classe de tioglicosideos cuja funcdo é deferderlanta de
organismos herbivoros pela geracdo de substarigsg incluindo
nitrilas, isotiocianato, tiocianato, entre outre@no produto da hidrélise
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enzimética destes glucosinolatos (BURGAN al, 2007; GRUBB;
ABEL, 2006). Outros alimentos como leite e queijpresentam
tiocianato em sua composicdo e sua ingestdo tanploé® contribuir
para os niveis de tiocianato detectados. O tiotdamzorre naturalmente
em leites, mas também pode ser adicionado nessenddi, pois
juntamente com a enzima lactoperoxidase e perod&didrogénio
forma um sistema que atua como um conservantetdglela produgéo
de hipotiocianato que é um forte agente antimienodi(BOULARES;
MANKAI;, HASSOUNA, 2011; FONTEH; GRANDISON; LEWIS,
2002). Em individuos que consomem esses alimentoianato pode
ser encontrado em baixas concentra¢gfes tanto adiaorano, como na
saliva e urina (GLATZ; NOVAKOVA; SERBOVA, 2001). Com
relac@o as concentracdes de nitrato determinadssnmu-se uma faixa
relativamente larga de concentracdo entre as aaspstendo o menor
valor menor que 15 mg™Le o maior cerca de 400 mg@-LOs niveis
detectados estdo relacionados ao estresse oxidatiMoosativo como
descrito na literatura. Entretanto, muitos alimentontem nitrato de
potassio como conservante (HONIKEL, 2008), espeaate alimentos
defumados, embutidos e enlatados. Como a saliva emt contato com
esses alimentos, pode haver um aumento significatévconcentracdo
desse analito em pessoas que tenham ingerido &disndassa natureza.
Além disso, outros fatores podem interferir na emtiacao de nitrato
na saliva como as condi¢cdes que a amostra foiactdetpor exemplo,
antes ou depois da ingestdo de agua ou outra bejidapoderia
provocar uma diluicdo da amostra. Das amostragsadak no presente
estudo o Unico detalhe conhecido € que a coletasali@a dos
voluntarios foi realizada ap6s horario de almocagsif, ao mesmo
tempo em que a amostra de saliva € uma amostapgegsenta a grande
vantagem de um método de coleta nao invasivo, lsarmts resultados
da determinacdo de analitos nesse tipo de amosira ser muito
criteriosa, pois dependendo do analito podem seerghdas variagdes
significativas nos niveis de concentracdo em fundés habitos
alimentares dos individuos.
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2.4.4 Comparacédo do método proposto com outros mélas

Algumas das caracteristicas do método proposto mfora
comparadas com outros métodos da literatura emjweggara
determinar anions em saliva, especialmente niteattiocianato. As
principais informa¢fes de cada um destes métodés essumidas na
Tabela 2.6.

Tabela 2.6 Comparacdo de algumas caracteristicas do métogegioo no
presente trabalho para determinacdo de nitrat@ciatiato em amostras de
saliva com outros métodos descritos na literatura.

Modificador Tempo de Tempo de LD LD Referéncia
condicionamento separagdo nitrato  tiocianato
(min) (min)* (mgL?  (mgL?
sem 3 6,2 - 0,041 (GITATZ; ’
modificador NOVAKOVA;
STERBOVA,
2001)
polibreno 10,5 2,8 11 5,4 (TANAKA et
al., 2004)
hidréxido de 11 7 0,21 - (GASPAR;
sodio e JUHASZ;
dodecilsulfato BAGY]I, 2005)
de sa6dio
hidroxipropil 4 9 4,6x10°  3,8x10° (XU et al,
celulose 2008)
QTS 0,5 0,38 0,11 0,19 presente
reticulada trabalho

* Tempo final de separagéo considerando o tempdgtagéo do Ultimo anion
de interesse (nitrato ou tiocianato) ou o padrérmo usado no método.

A andlise comparativa mostrou que o método propostmdo
QTS reticulada como modificador do EOF requereuasdempo de
condicionamento entre corridas e 0 tempo necesparm promover a
separacdo também foi menor. Os valores de LD pedane tiocianato
foram tdo bons quanto ou melhores que aquelesosbtidm os outros
métodos. Além disso, o tempo de condicionamentce esebaracao
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obtidos no método proposto foram os menores desteadométodos
listados. Outro ponto importante que confere untdagem ao método
proposto, especialmente devido a boa frequéncititiaaaobtida (21
corridas/h) é a estabilidade dos analitos na amdd& acordo com um
estudo realizado por TANAKA e colaboradores (TANAK& al,
2004), a concentracdo dos anions presentes em mostra de saliva,
incluindo nitrato e tiocianato, é estavel a tempgeaambiente durante
cerca de 4 h e sob refrigeracdo de 3 °C esta kddalei poderia ser
mantida por 48 h. Assim, com o emprego de um métégao para
coleta das amostras e determinacdo, muitas amoptydem ser
analisadas sem a necessidade de refrigeracéo.
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2.5 CONCLUSOES

O presente trabalho demonstrou que a CE é umactécd
separacdo poderosa. A mesma foi aplicada no ddsengnto de um
novo método para reduzir 0 nimero de etapas noegimento
experimental, permitindo analises com minimo tratiatm da amostra.
O revestimento do capilar com QTS reticulada aptasearacteristicas
gue previnem a adsorcdo de proteinas presentesmras de saliva,
possivelmente devido as cargas positivas do revestd no pH baixo
do eletrélito usado repelirem por repulsédo eleétast as proteinas que,
neste pH, encontram-se também na forma protonamfa.i€s0, o tempo
necessario de condicionamento entre corridas coeletdlito para
promover uma boa repetitividade dos tempos de gagralos analitos
foi de apenas alguns segundos, o qual também loointripara o
aumento da frequéncia analitica do método. Outrmatagem do
revestimento € a possibilidade do seu uso comtdetde massas, uma
vez que o modificador ndo esta presente no eketrdé corrida, mas
fixado nas paredes do capilar 0 que gera um espdetimassas mais
limpo. O método proposto para coletar a amostrsatiea corrigindo o
volume coletado tem potencial para ser aplicadaletarminacédo de
outras substancias na saliva, pois este fluid@giod contém diferentes
marcadores usados em diagnésticos e como indicaderalrogas de
abuso. Além disso, essa estratégia para corrigioleme de amostra
coletada poderia ser também implementada e aplipada outras
amostras que sao dificeis de pipetar devido sueosidade ou até
mesmo para outros fluidos biologicos que s&o difide coletar, assim
como lagrimas ou suor.
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CAPITULO 3 - DETERMINACAO DE IODETO EM
FORMULACOES FARMACEUTICAS POR
ELETROFORESE CAPILAR EMPREGANDO
CAPILAR MODIFICADO COM SAL DE
QUITOSANA QUATERNIZADA

3.1 REVISAO DA LITERATURA

A CE é uma técnica analitica consolidada entreéasidas de
separacdo empregadas em analises quimicas. |ssuléado de uma
série de fatores dentre eles: melhoria na tecreldgs instrumentos de
CE, avancos significativos no desenvolvimento deasanetodologias
para andlise de diversas moléculas em diferenqges tle amostras e a
vasta literatura que d& suporte ao entendimentmpieinentacdo da
técnica (TAVARESet al, 2003).Uma area de grande potencial para a
aplicacdo da CE é na analise de produtos farmac8utCE oferece
uma atrativa alternativa a cromatografia liquidea@nalises de controle
de qualidade de farmacos. Dentre os principaisdatque tornam a CE
vantajosa pode-se destacar: alta eficiéncia deagfia pequeno tempo
de andlise, simplicidade na instrumentacdo, net@dsi de pequena
quantidade de amostra e baixo consumo de solvei@E3SER,;
RUDAZ; VEUTHEY, 2005)Com isso a CE tem adquirido importancia
para ser usada em diferentes aplicagcbes farmaag€tionentando seu
emprego em analises de rotina.

Uma caracteristica interessante da CE é seu patepara
separar rapidamente diferentes analitos. A elevaficiéncia de
separacdo alcancada em CE permite o desenvolvintentmétodos
rapidos com tempos de separagdo de alguns seguAdo€E
desempenha um papel essencial no desenvolvimentistignas de
andlise de alta frequéncia analitica. A frequéaniitica de separacdes
eletroforéticas pode ser melhorada pelo uso deiimsntos com arranjo
de capilares multiplexados, o qual permite simeitemente a separacao
de analitos em muitas amostras, e pelo uso deacapicom menor
tamanho possivel (MATYSIK, 20100 tamanho minimo de capilar que
pode ser usado € limitado pela configuracdo ingntat de CE usado,
0 qual varia de acordo com o fabrican®PEKAR; COUFAL;
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STULIK, 2009) O tempo instrumental de anélise (TIA) gasto em uma
andlise por CE inclui o tempo necessario para @eglimento de
lavagem do capilar, o tempo de injecdo da amostraempo de
separacdo, e o tempo de permuta dos frascos. Augéb no tempo ou
eliminagdo de uma ou mais destas etapas dimintAGMICKE et al,
2009). Algumas estratégias para diminuir o TIA sssmprometer a
eficiéncia de separacéo e a seletividade inclusm:de campo elétrico
elevado; separagcdo no modo co-eletrosmético; aumemtEOF por
modificacdo da superficie interna de capilaresilifsascom um agente
especifico ou por adicdo de um modificador no @&ligirde corrida; e
emprego de procedimentos de inje¢éo pela extremidacapilar mais
préxima do detector e também uso de injecbes ragtipCada
estratégia realizada individualmente ou combinaddepresultar em
uma diminuicdo do TIA e consequentemente aumentiiecquéncia
analitica de um método (OPEKAR; COUFAL; STULIK, 200
GEISER; RUDAZ; VEUTHEY, 2005)Em CE o modo de injecbes
multiplo torna possivel analisar duas ou mais arassinjetadas
sequencialmente em uma Unica corrida. Na analiséadeacos, a
metodologia de injecdo mudltipla tém sido usada pEparacdo de
anestésico local (lidocaina) (GEISER; RUDAZ; VEUTHE2003;
GEISER; RUDAZ; VEUTHEY, 2005); peptideo sintétidouéerelina)
(LODEN; AMINI, 2007); adrenoreceptds, (salbutamol) (LODENet
al., 2008); horménio (insulina) (STAUBLt al, 2010). Entretanto, antes
do emprego de multiplas inje¢cdes, uma amostra deveanalisada
usando o modo de injecdo simples, para identifipassiveis
interferentes e indicar se € possivel usar o madinjgcdo mdltiplo
(AMINI et al, 2008).A vantagem das inje¢cdes multiplas em métodos
para analises moléculas em formula¢des farmacéudicpie na maioria
dos casos os componentes do farmaco sdo poucofecwns.

lodeto é usado frequentemente em produtos farmecgut
especialmente na forma de iodeto de potéssio.dopede ser usado
como agente expectorante que facilita a remocacseateecdes da
mucosa broncopulmonar; em pacientes com hipendiigobd o iodeto
rapidamente inibe a sintese de hormdnios da teeéiém alguns paises
comprimidos de iodeto de potassio sdo vendidos amécias para
protecao da tiredide em caso de emergéncia NUNALAPRICHA et
al., 2004; FDA, 2010).Alguns métodos sdo empregados para a
determinacdo de iodeto em diferentes concentrag@@mostras como
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cromatografia i6bnica (REBARY; PAUL; GHOSH, 2010; RG;

TAKEUCHI, 2004; HU et al, 2002); CE (PALIULIONYTE;
PADARAUSKAS, 2002); espectrofotometria usando id@gem fluxo
reverso (XIE; ZHAO, 2004) e analise por injecdo #mo usando a
reacao triiodeto-amido (NACAPRICH#t al, 2004) Entretanto, muitos
destes métodos tem a desvantagem de envolver seqgémicas e/ou
tempo de andlises de alguns min, os quais frequente
comprometem a frequéncia analitica.
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3.2 OBJETIVOS

3.2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste estudo foi desenvolver untodé de
separacdo rapido por CE usando inje¢cdes multigasienciais pela
extremidade do capilar mais préxima do detector wm capilar
revestido com SAQQ sem reticulagdo para determiodeto em
formulagBes farmacéuticas.

3.2.2 Objetivos Especificos

» selecionar os compontes do eletrélito de corridpadrao
interno com o auxilio deoftwarePeakMaster

» otimizar a forca ibnica do eletrdlito de corrida;

» modificar o EOF empregando SAQQ como modificadonise
permanente, sem formagdo de reticulagdo, a fim @rema
separacgao do iodeto no modo co-eletrosmotico;

» otimizar a estratégia de injecdo do método usamikgédo
simples e mdltipla;

» empregar osoftware PeakMasterpara simular as injecdes
multiplas;

» verificar a possibilidade de injecdo multipla sewtial de
amostras de xarope comercial,

» avaliar o desempenho do método determinando osnpads
seletividade; limites de deteccdo e quantificacAmcisao
instrumental, intra-ensaio e intermediaria; res®tue nimero
de pratos; entre outros;

» empregar o método desenvolvido na andlise de iodato
amostras de xarope.
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3.3 MATERIAIS E METODOS
3.3.1 Reagentes e solucdes

Todos os reagentes e solu¢cdes empregadas na siot82€)Q
usado para revestir o capilar empregado neste metido descritos no
Capitulo 2. Brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB,o dinglés
“Cetiltrimetilamonium bromide} 2,5 mmol L' foi usado como
modificador do capilar para comparacdo com SAQQucBes estoque
de acido cloridrico (44 mmol 1) e Tris (80 mmol [}), reagentes
adquiridos da Labsynth (Diadema, Brasil), foramliastlas para
preparar o eletrélito de corrida. Solucdes padeiogeie (10 mmol 1)
de iodeto de potassio (KI) e do padrdo internoiditeto de potassio
(KSCN), foram preparadas por dissolugdo em aguenideida, todos
adquiridos da Labsynth (Diadema, Brasil). As sodscde calibracéo de
iodeto foram preparadas por diluicbes apropriadasalucéo estoque.
Agua deionizada em sistema Milli-Q (Millipore, Bed, MA, USA),
resistividade de 18,2 8 cm, foi usada na preparacdo de todas as
solucbes.

3.3.2 Preparo das amostras e sistema de eletrofosesapilar

Trés amostras de medicamento na forma liquidaendnt
iodeto de potassio 100 mg / 5 mL produzidas pareiftes empresas
foram adquiridos no mercado local. Antes das asllide CE as
amostras foram diluidas 1:100 com &gua deionizaage balbes
volumétricos e em seguida diluidas novamente lohd &gua e solucdo
de tiocianato (padréo interno, concentracéo infef&img [Y).

Todos 0s experimentos para otimizar a separacamdigo
foram conduzidos em um equipamento de CE3{HEE, Agilent
Technologies, Palo Alto, E. U. A.) equipado comedtir de arranjo de
diodos fixado em 220 nm, com dispositivo de coetrd temperatura
(temperatura mantida em 26) e umsoftwarepara controle, aquisicdo
e tratamento dos dados obtidosoftwvare HP ChemStatifn rev
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A.06.0). O eletrdlito de corrida usado na determinacdadodeto foi
composto por Tris 20 mmol™Le &cido cloridrico 11 mmolt, em pH
8,0. Os padrdes e amostras foram introduzidos pitacana parte mais
préxima do detector e injetados por pressao hidérdica (50 mbar =
4997,0 Pa) de acordo com os seguintes passos:bafats (padrdo ou
amostra); -50 mbar/7 s (eletrolito espacador); riiar/3 s (padrdo ou
amostra); -50 mbar/8 s (eletrolito espacador); riiar/3 s (padrdo ou
amostra); -50 mbar/8 s (eletrolito espacgador); riar/3 s (padrdo ou
amostra). A tensdo de separacdo aplicada foi 3@ polaridade
negativa na injecdo. Em todos os experimentosdaio um capilar de
silica fundida (Microtube, Araraquara, SP, Brasdm 32 cm (8,5 cm
comprimento efetivo x 50 um DI x 375 um DE). O tapusado no
desenvolvimento do método foi revestido com SAQ@ete lavando
0 capilar com solugéo polimérica conforme desanitoprocedimento
experimental do Capitulo 1. Para propdsito de coagd® o mesmo
procedimento de revestimento foi empregado usand@BC As
medidas de mobilidade do EOF foram feitas utilizamdmetodo por
presséo, descrito no Capitulo 1, com acetona coancauor neutro.
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.4.1 Otimizacdo de parametros para desenvolver unmétodo
rapido para determinacédo de iodeto

3.4.1.1 Selecdo dos componentes do eletrdlito deédaoe padrdo
interno

O iodeto é uma espécie que absorve na regido daialeta
(UV) e é também um anion répide £ -79,6 x 10 m? V* s%) que esta
totalmente ionizado na faixa de pH 1 a 14. Assies@lha do co-ion e
contra-ion componentes do eletrélito ndo dependepldodevido a
ionizacéo do iodeto ndo ser influenciada por eatdmetro. O co-ion
selecionado para compor o eletrélito de corridaofaloreto, um anion
que tem uma mobilidadgl € -79,1 x 10 m? V! s%) muito préxima da
mobilidade do iodeto, assim prevenindo efeitossnaetria de pico do
analito como resultado da disperséo por eletromigrdEMD). Para o
iodeto a EMD ¢é igual a 0,06 com cloreto como cof@tados obtidos do
softwarePeakMastey. Além disso, o co-ion escolhido nao absorve no
UV, permitindo seu uso sem interferéncias na détedireta do iodeto.
O contra-ion escolhido para o eletrdlito foi o Trissta molécula
apresenta pKa por volta de 8, assim, o pH seledmpara a separacdo
foi cerca de 8, pois com o pH do eletrdlito préxiom pKa do Tris a
capacidade tamponante € maximizada. Para melhamaliziar os
parametros do sistema de separacao com estes cambgmno eletrélito
e escolher as concentrag6es dos mesmos foi calwstuai grafico de
diferentes par&metros mantendo a concentracdo idefifa em 10
mmol L e variando a concentracéo de &cido cloridricodd@®s foram
obtidos usando osoftware PeakMastere o0s resultados estéo
apresentados na Figura 3.1.
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Figura 3.1 Dados da simulacdo das condi¢des de separacadete issando
concentragdo fixa 10 mmol”Lde Tris e variando a concentracdo de &cido

cloridrico como co-ion. Dispersdo por eletromigiag&MD) expressa em
madulo.

E possivel verificar que com o aumento da concgitrale
acido cloridrico a EMD e a mobilidade efetiva ddeto praticamente
nao se alteram, mantendo um valor de mobilidadguadid para uma
separacdo rapida e um valor de EMD que conferehoassimetria de
pico para o analito. Quanto a condutividade apetaraumentar
linearmente com o aumento do &cido cloridrico, sgrta um valor
baixo. Com relacdo a capacidade tamponante ddlétefoi observado
um maximo na proporcao 1:2 (5 mmet Ecido cloridrico: 10 mmol £
Tris), exatamente no pH 8,1. Assim, devido a mazd@gio da
capacidade tamponante esta foi a proporcéo esadlluisl componentes
do eletrdlito. Por fim, o padrdo interno escolhislara ser usado no



175

método foi o tiocianato, uma espécie que absorg\h@aomo o iodeto
e também tem um valor de mobilidade £ -68,5 x 16 m* V* s%)
préximo ao do analito de interesse.

3.4.1.2 Otimizacao da forca idnica do eletrdlitacderida

Sabendo-se a proporcdo ideal entre 0s componeides
eletrélito, foi necessério otimizar a forga idnida mesmo mantendo
essa proporcao. A forca ibnica do eletrdlito fdésmnada observando a
variacdo da corrente obtida em funcdo da tensdocadpl as quais
devem ter uma relacdo linear obedecendo a lei da. Gtara este
estudo, foram usadas solucBes de eletrolito coatemis e &cido
cloridrico, em pH ~ 8, com forcas idnicas variadéoll a 44 mmol t
e tensdo variando de -5 a -30 kV. Os resultadosdasbtestéo
apresentados na Figura 3.2. De todas as solucékadas, a de menor
forca idnica mostrou o melhor coeficiente de deteagéio (B = 0,996)
para toda a faixa de tensao aplicada e também quedelo linear é
significante (F = 1028), o que indica uma separagio minimo efeito
Joule. Entdo, a forca ibnica escolhida para odietrde corrida foi 11
mmol L™ (4cido cloridrico 11 mmol t e Tris 20 mmol [!). Com essa
forca ibnica foi possivel selecionar a tensédo @ek\8 para ser usada no
método permitindo uma separac¢do mais rapida.
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Figura 3.2 Variacdo da corrente em funcdo da aplicacdo deéidepara o
eletrélito composto de Tris e acido cloridrico pldr8 diferentes forcas idnicas.
Entre paréntesis os valores de coeficientes dendiet@cao e teste F.

3.4.1.3 Modificacéo e caracterizacdo do EOF

A fim de se separar anions o mais rapido possseahdo CE, é
necessario modificar o EOF catédico, observado rencapilar de silica
onde os anions migram no modo contra-eletrosmépieca um EOF
anodico promovendo a migracdo dos analitos aniénit® mesma
direcdo do EOF, isto €, no modo co-eletrosmoticoSARQ j& foi
empregado como modificador do EOF para transfoor&m um EOF
anddico, porém sendo usado como aditivo no el&trphra separacao
de anions. Neste estudo, 0 SAQQ foi usado paraftnamar o EOF
catodico de um capilar de silica em um EOF andsiicplesmente por
lavagem do capilar com solucdo polimérica, sem askicionado no
eletrélito. Como mensionado no Capitulo 1, a cottagefo de SAQQ



177

usada na solucéo de lavagem para promover a satutacsuperficie do
capilar com o polimero e gerar um EOF anddico @0% (m/v). A
estabilidade do EOF no capilar revestido com SA@QQcbmparada
com um capilar revestido com CTAB (inversor de EQfmumente
empregado em CE), usando o mesmo procedimento d#icagdo. A
Figura 3.3 apresenta as variacoes do EOF como dudgdempo de
aplicacdo de tensdo em capilares revestidos pagédsrw com solucdo de
SAQQ ou CTAB.

60

—9—SAQQ
—o—CTAB

40 @-§‘§/

20 -

-20

Mobiiidade (x10 ° m*Vv*'s™)

40

0 10 20 30 40 50 60 70
tempo de aplicacao de voltagem (min)

Figura 3.3 Influéncia do tempo de aplicacdo de tensdo (-30k\d)
estabilidade do EOF, usando como modificadores SAQCYAB. Condictes
experimentais: eletrélito Tris 20 mmol*le &cido cloridrico 11 mmolt, pH
8,1, forca i6nica 11 mmol't; capilar 32 cml(y,), 50 um (DI) e 23,5 crrie):
medidas de mobilidade do EOF usando acetona comecadw pelo método
por pressdo empregando tempo de migracao 0,5 taimséo -15kV. Valores de
mobilidade expressos como a média e desvio pa@&@Q,n = 3 (um ciclo
em um capilar e dois ciclos em outro capilar) e BTA= 2 (dois ciclos em um
capilar).
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Foi possivel observar que, apos cerca de 1 mirplitagdo de
30 kV, o capilar modificado com CTAB que apreseat&DF anddico
passou a ter EOF catddico, indicando a remocaonue quantidade
significativa de CTAB da superficie do capilar. Hagto isso, no
capilar revestido com SAQQ o EOF permanceu pragoéenconstante
até cerca de 60 min de aplicacdo de tensdo, mdetrgue a
modificacdo tem uma boa estabilidade. O CV dosrealale EOF
medidos durante os primeiros 31 min de aplicag&ermkio foi cerca de
4,6% e para 66 min de aplicacdo de tensdo foi 9,8%&im, o
revestimento semi-permanente com SAQQ por simm@gagem do
capilar apresentou uma estabilidade muito maior guevestimento
com CTAB, mostrando que este modificador pode sada sem a
necessidade de adi¢do no eletrdlito. O uso do C@é&Bo inversor do
EOF somente seria possivel como aditivo no el&réliambém o ruido
da linha de base do eletroferograma é menor cosoala SAQQ que
com uso do CTAB. Deste modo, o SAQQ pode poteneialen ser
usado como um reversor de EOF semi-permanente.

3.4.1.4 Otimizacao da estratégia de injecao

3.4.1.4.1 Simulacdes das injecbes multiplas

Os modos de injecdo testados para serem empregeados
método de separacdo e determinacdo de iodeto fang@pao simples
(um plugue de amostra) lavando o capilar com dietréntre corridas
(Slava) e nao lavando entre corridas (SSlava)eedes multiplas (mais
de um plugue de amostra) lavando o capilar combétetentre corridas
(Mlava) e nédo lavando entre corridas (MSlava). Baakinjecdes forma
realizadas pelo caminho mais curto do capilar atietector. Para o
modo de injecdo mdultipla o nimero maximo de plugpessiveis de
serem injetados foi calculado e a separacdo foulasa usando o
software PeakMasterO célculo do nimero de pluguess possiveis de
serem injetados)¢) em uma injecdo mdultipla pode ser realizado com a
seguinte equacao (AMINdt al, 2008):
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_ tmig(scn) B
15 = (atmig+ 120) (Equacéo 3.1)
_ Wson .
= 235 (Equagio 3.2)

Sendot.,;g scny O tempo de migragao do tiocianata,,;, diferenga no
tempo de migracéo do tiocianato e iodeto, @ alargamento do pico, e
Wso, & largura do pico a meia altura. Os valores de
tmig (scny Atmig)Wsoy, foram — obtidos  do software PeakMaster
simulando a separacdo de iodeto e tiocioanato (@desl da simulacdo
ver Figura 3.5). O valor desy, para o tiocianato (pico mais largo,
portanto é o limitante da resolug&o) obtido dorefetograma simulado
foi 0,24 s, e os tempos de migragéo do iodeto tiod@mnato foram 9,96
e 10,98 s, respectivamente. Esses valores foradosigara calcular um
ng de 4,89. Como o valor obtido ndo é um namerorimtgéria prudente
escolher o nimero quatro como maximo de pluguesaips, para ndo
comprometer a resolugéo. A simulacéo também pegsitmar o tempo
de eletrdlito espacador para separar os picosldgags injetados. Para
isso deve ser calculado o tempo de eletroforeseiapate separacado
entre dois pares de picdsg(— Figura 3.5)tpe = (Atmig + 120), 0 qual
representa uma separacao suficiente entre essssdepicos vizinhos
com uma boa resolucdo. Considerando o nimero dgigsuinjetados
igual a 4 G = 4), pode-se calcular ou prever o tempo de migralzh
tiocianato do plugue P3 (injetado antes do P4,ab ippresenta o par de
picos de uma injecdo simples simulada), da segmiateira:

tmig (scN)(Pn-1~ tmig (scn)eny— PE (Equacao 3.3)

onde,tmig (scnyen-€ O tempo de migragédo do tiocianato do plugue P3,
tmig (scnypn) € O tempo de migragéo do tiocianato do plugueABdim o
tempo de migragao previsto para o tiocianato teatks (plugue P3) foi

de 8,73 s. Com thig scnyen-1)€ POssivel calcular o tempo de introdugéo
do plugue para que o tiocianato seja detectad@megiie nesse tempo
previsto. Isso é possivel utilizando as seguinjeagdes:

Lget— Lini 5
tmig (scN)(Pn—1) = —:SCN ;n] (Eazdo 3.4)
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sendo que,

AP tins T2 o~
Linj = 25 (Equagéo 3.5)
tsen = (Meo + Herr) (Equacéo 3.6)

substituindo as Equacdes 3.5 e 3.6 na Equacatetse:

L AP tip; 72
det 8Ltot ™

(oot Herf) E (Equacio)3.7

tmig (SCN)(Pn-1) =

rearranjando,

tint = (8:::2”) [Ldet - (tmig (SCN)(Pn—1) E {/—leo + .ueff})] (Equagao 38)
ondetyigsen pn-1)€ tine SA0 0 tempo de migracao do tiocianato do plugue
transferido e tempo de introducdo desse plugupecdsamente, em
segundosiLge, Linj € Lo O comprimento do capilar até o detector,
comprimento da introducéo do plugue injetado e conmgnto total do
capilar, respectivamente, em mefigen Heo € Het, Mobilidade aparente
do tiocianato, mobilidade do fluxo eletrosméticanebilidade efetiva

do tiocianato, respectivamente, erh Wt s*; E campo elétrico aplicado
em V m*; AP presséo de injecdo igual a 4996,2 N (89,92 N nf = 1
mbar) ;7 a viscosidade da solucdo a Z5igual a 8,9 x 10 N s ni®
(BERSTAD et al, 1988). Assumindo valores para cada condicdo na
Equacéo 3.8 (demais condigbes ver Figura 3.5)Jar valculado dey

do plugue P3 foi de 13,98 s. Sabendo-se que o tel@potroducdo é
dado por:

tnt=2X tinject +X tespa (Equacéo 3.9)
tint = (tinject—Pl+ tinject—PZ"’ tinject—PS"’ tinject—PA) + (tespa-Pl/PZ+ tespa—PZlPS"’ tespa\—P3/PA)
ondetiyect € 0 tempo de injecéo do pluguéga.€ o tempo de espagador

usado. Com isso, estimando-se um tempo de injege@adh plugue de
3 s (tempo pequeno de injecdo, porém suficienta par bom sinal do
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analito ja que o iodeto estd em uma elevada cog@a nas amostras),
o tempo de espacgador entre os dois plugues P3levedia ser:

tespa—P3/P4= tint - (tinject—P3+ tinject—P4) (Equagéo 3-10)

Usando a Equacédo acima, foi calculado um espa@a@ s.
Esse mesmo valor de espacgador foi usado como telmpeEspacador
entre os plugues nas simulacbes da injecdo muli@dan o tempo de
introducdo de cada um dos plugugsps = 3 Stintps = 14 Stinep2 =25 S
e tinpr = 365, é possivel calcularlge para cada plugue transferido e
usar esse valor repftware PeakMastgpara simular as separacdes dos
quatro plugues injetadoBgetpn) = Laet — Linjpn) € Sabendo-se qug,; é
dado pela Equacéo 3.5, nas mesmas condiges adtpulogoL get(pas)
= 8,28 cm,Ldet(p3)= 6,58 Cm,Ldet(pg)= 5,07 cm d—det(Pl)z 3,57 cm. O
esquema representando as injecdes multiplas (etdpamjecdo e
tamanhos dos plugues de amostra e espacador) letadeeogramas
simulado e experimental obtidos com este modo gecdn estdo
apresentados nas Figuras 3.4 e 3.5, respectivam&ntemparacao
entre o eletroferograma simulado e os eletroferngsaobtidos para um
padrdo e uma amostra mostrou uma boa proximidade do
eletroferogramas previsto e experimental. Apenapequeno ajuste no
tempo do primeiro eletrélito espacador usado faeseario em relacéo
ao valor calculado (calculado 8 s; experimental).7Gom o0s bons
resultados de separacdo obtidos para a injecaapladfbi possivel
incluir esse modo de injecdo como opcao para stxda na otimizagéo
de uma estratégia de injecdo para o desenvolvimdmtam método
rapido de andlise.
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Figura 3.4 (a) Esquema representando o procedimento de injegaiipla
MSlava usado experimentalmente, e (b) tamanho degugs injetados e
distancia para o detector no método de injecaoiptailiegenda: P1 — primeiro
plugue injetado, P2 — segundo plugue injetado, B8ceiro plugue injetado, P4
— quarto plugue injetado.
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Figura 3.5 Eletroferogramas resultantes do método de injecaitipia
MSlava: simulado (usandmftware PeakMastgrinjecdo de padrdes (iodeto 63
mg L™ e tiocianato 58 mg1); injecdo de amostra (iodeto cerca de 15 mgL
tiocinato 58 mg ). Condigbes experimentais: eletrélito Tris 20 mrhdl e
acido cloridrico 11 mmol &; pH 8,1; tensdo 30 kM4 8,5 cm,L; 32 cm x 50
pum (DI); e na simulagdo condicdes idénticas usangel6 x 10° m? V' s,
Legenda dos picos: 1- iodeto, 2- tiocianato; Ptimgiro plugue injetado, P2 —
segundo plugue injetado, P3 — terceiro plugue adgt P4 — quarto plugue
injetado.
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3.4.1.4.2 Minimizacdo do tempo instrumental de iaralusando
diferentes modos de inje¢éo

Para avaliar a melhor estratégia de injecao cobjetivo de ter
um maximo numero de amostras analisadas por homb$ervado o
tempo instrumental de analise (TIA) para cada namlinjecdo testado
(Slava e SSlava; Mlava e MSlava, injetando qualuigyes). Os valores
do TIA obtidos para os diferentes modos de injetgitados, estdo
reunidos na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 Tempo instrumental de andlise (TIA) pelos difersntedos de
injecao.

Modo NUmero TIA Tempo NUmero
de plugue (min) para de
cada amostras
amostra analisada:
(min) por hora
Slavd® 1 1,68 1,68 35
Mlava®® 4 3,89 0,972 61
SSlava 1 0,783 0,783 76
MSlava” 4 2,99 0,747 80

@ Resultados expressos como a média dos tempos osedid triplicata e
tempo de lavagem 0,42 min.
® Tempos de eletrélito espacador: 7 s; 8 s; 8 s.

A andlise dos resultados revelaram que o maior rairde
amostras injetadas por hora foi observado com anjetMSlava,
atingindo um valor de até 80 injecdes. Mambém foram realizados
ensaios alternando as posicbes dos frascos no pamtstras do
equipamento para avaliar a influéncia desse fatofiTi\. Para isto
foram colocados 4 frascos em diferentes posi¢cosgjdatro setores do
porta amostras do equipamento (posic¢des: 08, 09,110, 21, 30, 31,
40 e 41). Os resultados do TIA de seis combinagfilesentes de
posicdes medidas em triplicata revelaram que aaieefe de variacdo
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dos tempos medidos foi menor que 1,2% mostrando a@u€ElA
independe das posi¢cdes ocupadas pelos frascosuipaegnto. Uma
estimativa do tempo gasto com cada etapa da armgdisea injecao
MSlava revelou que a lavagem requer 23% (54 s) ldo a injecao
72% (168 s) e o tempo de separacdo necessario apanégracao
diferenciada dos oito picos (iodeto e PIl) apenag(B2s). Com isso é
possivel mostrar claramente que a maior parte mipdegasto do TIA
esté atrelada a velocidade instrumental de perdagdrascos durante a
injecdo e lavagem, e que uma maior diminuicdo daptegasto na
separacéao eletroforética ndo implicaria em ganigosfisativos no TIA,
isto é, o efeito do tempo de separacdo eletrofarétio TIA foi
totalmente maximizado.

3.4.1.3 Injecdo multipla sequencial de uma amat&ngarope

Para avaliar a possibilidade de emprego da injegéhipla
sequencial através do método MSlava para uma anfustrealizado
um experimento injetando 20 vezes uma amostra depeadiluida
contendo padrao interno e os eletroferogramas go$t@s obtidos estdo
apresentados na Figura 3.6. Na verificagdo do desmamo do método
observou-se que foi necessario deixar a corridapooco mais de
tempo, até cerca de 21 s de separacdo, para quiains picos do
analito ndo migrassem sobre os picos do EOF, apdsarno
comprimento de onda da deteccdo empregado a aianie desses
picos ser muito baixa. Esse tempo a mais de cofadacom que o0s
picos do EOF se aproximem do detector, devido alidatie do EOF, e
com a sequéncia de plugues injetadas na proxiniseedses picos sao
empurrados para depois do detector antes do idiEgi@quisicdo da
corrida sem interferir no método. Assim, com esSSgupno acréscimo
no tempo de separagdo o nimero de amostras aaalipadhora ficou
em 77, mantendo a elevada frequéncia analiticaé&toduo e indicando
sua aplicabilidade.
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Tempo, segundos
Figura 3.6 Eletroferogramas sobrepostos de uma amostra dpexanfetada

20 vezes usando o método MSlava otimizado. Congligd@erimentais: ver
secdo experimental.

3.4.2 Desempenho analitico do método

A avaliacdo do método proposto otimizado para erdebhacéo
de iodeto em formulacdes farmacéuticas foi readiziel acordo com as
diretrizes dolnternational Conference on Harmonisation of Techhi
Requirements for Registration of Pharmaceuticaldfoman UsgICH,
2005) utilizando os parametros linearidade, limiths deteccdo e
quantificacdo, precisdo e seletividade. Também donaliada a
conformidade do sistema.

A avaliacdo da seletividade do método propostardalizada
empregando 0 método de adicdo de padrao e osadsibbtidos estdo
apresentados na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2 Verificagdo da seletividade do método para a detapdo de
iodeto em amostras de xarope usando adicdo decpddadios adquiridos em
220 nm.

Par@metro n Valor
Recuperacéao (%) 2 adicionado 12,7 mg'L 102
Recuperagéao (%) 2 adicionado 25,4 mg'L 99,6
Recuperagéao (%) 2 adicionado 38,1 mg'L 99,5
Recuperacéao (%) 2 adicionado 50,8 mg'L 100

* Experimentos de adicdo e recuperagdo realizadasdo uma amostra de
xarope diluida 1000 vezes. Resultados de duasragies. R= 0,996.

Para verificar a seletividade foram comparadaseacoes
da curva de adigédo de padréo (0,0239 + 0,0014)ceda de calibracao
externa (0,0252 + 0,0002). t®ste-tmostrou que as inclinagbes das retas
sdo estatisticamente iguai,{ = 1,3 etyiic = 4,3, com nivel de
confiangca de 95%). A boa proximidade entre os cmefies de
determinacéo indica uma seletividade apropriadaétodo para analise
de iodeto nas formulagbes farmacéuticas. Além dissoesultados dos
estudos de adicdo e recuperacdo realizados emoquoateis de
concentragdo mostraram uma boa concordancia ergrevatores
individuais obtidos e os valores de referénciaujpecacbes entre 99 e
102%), indicando que o0 método apresenta uma baal&sa

Os resultados obtidos de conformidade do sister&, d
linearidade, limites de deteccdo e quantificac&de eprecisdo para o
método proposto estdo apresentados nas Tabelas33.3g 3.5,
respectivamente. A eficiéncia de separacdo obtda ps quatro picos
de iodeto dos plugues injetados (P1, P2, P3, Pduwantre 15000 e
90000 pratos por metro e 0s picos apresentaram hgaasimetria.
Também a resolugcéo obtida entre os picos de iogetocianato foi
suficiente para uma separacdo efetiva. A curva aibracdo obtida
apresentou uma boa linearidade (coeficiente derdigtecdo > 0,99) em
uma ampla faixa de concentracéo (~ 6,0 — 60,0 fHg & limites de
deteccao e quantificagédo (LD e LQ, respectivameraieulados usando
0s parametros da curva de calibracdo) consideradeguados para a
determinacdo de iodeto nas amostras. O modelo r lineastrou
significancia con¥ > 6700 e ndo apresentou falta de ajustg.E 2,77
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e Fqiic = 4,96, com nivel de confianca de 95%). A preciedtsumental
foi determinada usando uma Unica mistura de iodeiocianato pelo
modo MSlava, injetando a mesma amostra quatro \(phegues 1, 2, 3
e 4) paran = 20. O CV, tanto para a area corrigida dos picwsccpara
0 tempo de migragéo de cada um dos diferentes gdudoi menor que
3,0%. Para as precisfes intra-ensaio e intermadiaterminadas foram
observados maiores valores de CV nos tempos dagéigi(4,0 — 6,5%)
gue para a area corrigida de pico (< 4,0%). Enttefeesses valores
podem ser considerados adequados, especialmetedée\em conta
gue o tempo de migracdo ndo depende somente didadbiefetiva do
iodeto, mas também da precisdo do sistema de prdsséguipamento
gue injeta os eletrdlitos espacgadores para sepanalugues. A precisao
intermediaria foi avaliada de acordo com variac@ésias (dois dias
diferentes).



189

Tabela 3.3 Resultados de parametros de conformidade do métibmizado
MSlava para a determinacdo de iodeto em amostrapegor CE. Condicdes
experimentais: ver se¢ao experimental.

Parametro n Valor

Numeir(o)de pratos 3 15220 (P1); 23491 (P2); 46296 (P3); 90033 (P4
(N mH®”

Simetria de pic” 3 0,771 (P1); 1,05 (P2); 0,584 (P3); 8,874)
Fatorge assimetria de 3 1,12 (P1); 1,03 (P2); 0,905 (P3)73,9P4)
pico®

Fatorple cauda de 3 1,05 (P1); 1,02 (P2); 1,00 (P3%97, (P4)
pico®™

Resolugao giodem 3 0,850 (P1); 0,920 (P2); 1,10 (P3311(P4)
tiocianato”

® Namero de pratos calculado de acordo com a equdcd 16 (t / W)
ondet; € o tempo de migracdo do analito dado em miR; € a largura de
pico qa base, nas mesmas unidades @®ncentracdo de iodeto cerca de 25
mg L.

® Simetria de pico obtida depftwareHP Chemstatiof, rev A.06.01Fator de
assimetria calculado usando a distancia a particatdro do pico para a
cauda do pico dividido pela distancia do centr@ido para a cauda frontal,
com todas as medidas feitas a 10 % da altura madonpico. Fator de
rejeicdo foi calculado usando a distancia da cdrafgtal do pico para a
cauda do pico dividido por duas vezes a distangiaatro do pico para a
cauda frontal, com todas as medidas feitas a 5 &ttala maxima do pico.

© Resolucao calculada usando a equaB&os 2 (4 — t,..)/(W, + W,.1), ondet é
o tempo de migracéo do piconeé a largura do pico na base. Concentragéo
de iodeto cerca de 25 mg'L

* P1, primeiro plugue injetado; P2, segundo pluigjetado; P3, terceiro plugue
injetado; P4, quarto plugue injetado.
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Tabela 3.4 Resultados de linearidade, limites de deteccaoamtiicacdo, e
teste estatistico para verificar a significancia dodelo linear do método
otimizado MSlava para determinacéo de iodeto emstra®de xarope por CE.
Condigdes experimentais: ver se¢do experimental.

Parametro n Valor
Linearidade-faixa de calibragdo (mg)® 6 6,3-63
Linearidade-inclinacdo (L mg)® 0,0252
Desvio padréo inclinac&o 0,0002
Linearidade-interceptd 0,0142
Desvio padréo intercepfo 0,0029
linearidade-coeficiente determinacad)R 0,999
Limite de deteccéo, LD (mg)® 0,4
Limite de quantificacdo, LQ (mg1)® 1,2
F 6728

@ Seis niveis de concentracdo, cada ponto da aewvealibracdo preparado
em duplicata e medido em duplicata. Curvas de regifo com correcdo da
area usando padrao interno.

®) Limites de deteccdo e quantificacdo calculadoaatedo com as equacdes:
LD = (3,3 x s)/SLQ = (10 x s)/Sondes € o desvio padrao do coeficiente
linear eS é a inclinagdo da curva analitica, respectivamente

© Foic 4,49; NGL = 17.
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Tabela 3.5 Resultados de precisdo do método otimizado MSlaze p
determinacdo de iodeto em amostras de xarope por Cdéhdicdes
experimentais: ver se¢ao experimental.

Parametro n Valor

Precisao instrumental, CV 20 0,36 - 1,8 (0,60 — 0,87)
(%) — area de pico

Precisao instrumental, CV 20 0,33-2,8(0,41-2,1)
(%) — tempo de migracdo

Precisao intra-ensaio, CV 8 0,83-3,2(1,3-2,1)
(%) — area de pico

Precisao intra-ensaio, CV 8 4,0-6,4(2,3-6,6)
(%) — tempo de migracdo

Precisao intermediaria, CV 16 1,4-3,8(3,0-3,3)
(%) — area de pico

Precisao intermediaria, CV 16 51-6,4 (3,6 -6,3)

(%) — tempo de migracdo

*Coeficientes de variacao calculados com a equdg¥os (P/z) x 10Q ondeP
€ o0 desvio padrao absoluta € a média aritmética da razao de area do analito
pelo padrédo interno ou a média aritmética do tedgaigracdo. Valores de
CV para precisdo instrumental medidos na mesmac&ojupara precisao
intra-ensaio foram 8 prepara¢cdes com a mesma ciac&a e para precisédo
intermediaria 8 prepara¢des em um dia e mais 8aprePes em outro dia,
usando solucdo padrdo de iodeto 25 @il uma amostra. Valores de CV
entre parénteses séo referentes a uma amostraagee diluida 1000 vezes.
Faixa de CV referentes aos quatro picos de iode® glatro plugues
injetados (P1, P2, P3 e P4).
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3.4.3 Andlise de iodeto nas amostras de xarope

Os valores de concentracdo de iodeto determinadosigtodo
proposto por CE nas formulagdes farmacéuticas egifesentados na
Tabela 3.6.

Tabela 3.6 Resultados da determinacao de iodeto nas amostrasrdpe
usando o método otimizado por CE-UV.

Amostra  Concentragéo Concentracdo Diferenca
informada determinada (%)
nominal (mg/5mL)
(mg/5mL)
1 76,4 81,1+27 6,1
2 76,4 81,3+2;3 6,3
3 76,4 839+21 9,7

" Dados obtidos em 220 nm, e resultados expressns aanédia com limite de
confianga de 95% pare= 3 (cada amostra preparada em triplicata).

Os resultados revelaram que todas apresentarameguoeio
acréscimo de iodeto em relagcado ao valor informaddando de 6,1 a
9,7%. Das trés amostras analisadas apenas umerd#pies em sua
composicdo benzoato de sbédio, um componente dauliagio usado
como conservante. A presenca do anion benzoatomustiea pode
interferir na separacdo de iodeto no método MStergue o benzoato
apresenta uma mobilidade eletroforética de 33,6'%; v!1s! e nas
condicbes de separacdo otimizadas migra algunsndegudepois do
iodeto e tiocianato. Quando uma amostra contendadago em sua
composicao foi injetada na posicdo P1 ou P2, o dasse anion co-
migrou com os picos das injecdes posteriores (P3)anterferindo na
separagdo. Para contornar este problema, bastetarims amostras
contendo benzoato nas posi¢des P3 ou P4 e deixerida até cerca de
20 s, com isso os picos do benzoato migraram delooidtimo pico do
tiocianato do P4 (entre 13 e 16 s). Isso mostraogmeétodo poderia ser
usado para andlises de controle de qualidade enefaimente
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injetando amostras com mesma composicéo, isto térndeando a
concentracdo de iodeto em amostras de lotes diégsremas do mesmo
fabricante. Para amostras de xarope contendo cagbpssdiferentes
daquelas analisadas no presente estudo devefgitaarma verificacdo
da possibilidade de aplicar o metodo MSlava paeatat a auséncia de
picos interferentes ou se necessario adaptar am@rposto como foi
feito no caso da amostra contendo benzoato na facam
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3.5 CONCLUSOES

Neste trabalho foi desenvolvido um método de sefareapido
por CE usando injegcBes mdltiplas sequenciais prteeraidade do
capilar mais proxima do detector em um capilar segde com SAQQ
para determinar iodeto em formulagcbes farmacéutidassimulagcfes
usando csoftware PeakMastepermitiram, além da selecdo adequada
dos componentes do eletrdlito, prever com boa prokkide o
eletroferograma experimental auxiliando na otiméimados tempos de
eletrélito espacador para 0 método de injecdo phdltNa estratégia de
desenvolvimento do método rapido para analise deetdo o
revestimento com SAQQ para gerar um EOF anddicotrmwosser
simples e facil de fazer, além de apresentar unsa dxtabilidade.
Também o modo de injecdo MSlava otimizado contuibui
significativamente para a elevada frequéncia aceldbtida no método.
Além disso, foi observado que a velocidade instntaielimitou a
frequéncia analitica do método. Assim, uma melimaréecnologia dos
equipamentos de CE poderia contribuir para aumantda mais a essa
frequéncia analitica. A verificacdo analitica daedé MSlava mostrou
uma boa linearidade {R> 0,999); limite de deteccdo de 0,4 mg; L
precisao intermediaria melhor que 3,8% (area de)picvalores de
recuperacdo variando de 99 a 102%. O método facaald na
guantificagdo de iodeto em trés amostras de xarspedo que 0s
valores determinados foram superiores aos valoresmados pelos
fabricantes. O rapido método proposto mostrou teteneial para
aplicagcbes em andlises de controle de qualidadefodaulacbes
farmacéuticas.
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CAPITULO 4 — METODO RAPIDO PARA DETERMINACAO DE
BETAINA E METIONINA EM
FORMULACOES FARMACEUTICAS POR
ELETROFORESE CAPILAR EMPREGANDO
CAPILAR MODIFICADO COM SAL DE
QUITOSANA QUATERNIZADA RETICULADO
E k-CARRAGENA

4.1 REVISAO DA LITERATURA

Aminoacidos sao moléculas que estdo envolvidasreengama
de atividades biologicas em grande parte dos sges Vivos,
incluindo processos metabdlicos normais no homem,estio
especialmente relacionados ao metabolismo de pastdMETAYER;
et al, 2008; FUCHSet al, 2005).0s aminoacidos estdo presentes em
diversos tipos de amostras incluindo alimentosuidk bioldgicos e
também sdo amplamente usados como ingredientesiplemgntos
alimentares e produtos farmacéuticos (FRIEDMAN; 999
SCHUSTER; 1988; GIOlAet al, 2007). Nesse Ultimo tipo de amostra
muitas técnicas sdo empregadas para analise deo&uidas
principalmente cromatografia liquida (BRFICKNER; WEHAUSER,;
GODEL, 1995; GATTIet al, 2004; GOTTlet al, 2006; GIOIAet al,
2006; ZACHARIS; THEODORIDIS; VOULGAROPOULOS, 2006;
GIOIA et al, 2007; KOSTARNOIet al, 2008) e eletroforese capilar
(CAVAZZA et al, 2000; YEH; JIANG; HIS, 2004; CHENGt al,
2005; HO; WU, 2006; ALTRIA; MARSH; SANGER-VAN DE
GRIEND, 2006; IADAROLA et al, 2008), com diversos tipos de
detectores como fotométrico, massas e fluorescéiiatos destes
métodos foram desenvolvidos para determinacdo deersdis
aminoacidos nas amostras e, na maioria dos casggssitam de
elevado tempo de separacdo dos analitos. Além, dikgms empregam
procedimentos de derivatizagdo dos analitos pastepor analise com
0 intuito de aumentar a detectabilidade. Apesamd@lguns casos estes
procedimentos de preparo das amostras serem neggssarmalmente
envolvem reagentes caros e requerem determinadootei® reacao,
assim acabam por aumentar o custo e o tempo gastada analise.
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Entretanto, dependendo dos aminoacidos presentesimustra e,
principalmente, da sua concentragdo, essa etaggipa@r eliminada e
substituida por uma simples diluicAo da amostra. ék@mplo € na
andlise de hepatoprotores que contém apenas odaaas metionina e
betaina, os quais sédo ativadores do sistema hepdBARAK;
BECKENHAUER; TUMA, 1996; LEVER; SLOW, 2010)Nestas
amostras normalmente as concentracdes dos analidesvada, sendo
desnecessério limites de deteccdo extremamenteshahssim, a CE
com deteccao fotométrica na regido do ultraviolefgesenta uma boa
op¢do como técnica analitica para separacdo ended@do destes
compostos, especialmente devido a presenca do gfuipcional
carbonila na estrutura quimica dos aminoacidos zcajm absorver
radiacdo eletromagnética em comprimentos de onianpos a 185 nm
permitindo a sua deteccdo direta (ALTRIA; MARSH; NSAER-VAN
DE GRIEND, 2006)Além disso, com esta técnica existe a possibilidade
de desenvolvimento de métodos rapidos com poucon@uhum
tratamento das amostras o que facilita o processiitiao. Isso
contribui para andlises de controle de qualidadke grormalmente um
numero elevado de amostras precisa ser analisadmet#ina € um
aminoacido composto por um grupo amino quaterndriom &cido
carboxilico, apresentando comportamento zwiterdmiependendo do
pH da solugdo em que se encontra (LI; HILL; JONER,0). O pKa do
grupo carboxilico € cerca de 1,8, assim em pH adena,8 a molécula
fica neutra, devido o surgimento da carga negativgrupo carboxilico
e a presenca da carga positiva permanente do grapm quaternario.
Por isso, é preciso ter um pH baixo o suficientea pprotonar
parcialmente o grupo acido e promover o surgimelgouma carga
resultante positiva do grupo amino quaternario fdeecom que a
molécula adquira mobilidade suficiente para miglitarencialmente do
tempo de migracdo do EOF. A mobilidade do EOF emcapilar de
silica ndo revestido é fortemente dependente ddgkletrélito, sendo
que em pH elevados (pH > 8) sdo observados vatteeSOF muito
maiores que em pH baixos (pH < 4) onde o0 EOF aptasetensidade
muito baixa ou proxima de zero (KIRBY; HASSELBRINIR, 2004).
Assim, no desenvolvimento de um método de separaigstas
moléculas a condicdo de pH baixo requerida paraagesentem carga
positiva ndo contribui para um elevado valor do EBOF com baixa
intensidade em pH acido), o que resultaria em uemaracdo mais
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rapida. Nesse caso é interessante que o EOF seg@lelem pH baixo.
Uma maneira de obter essa condicdo especial pe@Fopoderia ser
com a utlizagdo de capilares modificados. Difezenmétodos de
modificacdo da superficie de capilares, e, portdatalteracdo do EOF,
vem sendo cada vez mais estudados, especialmenlificagbes nao
covalentes (LUCY; MACDONALD; GULCEV, 2008A maioria tem
como propédsito modificar a superficie do capilamca finalidade de
minimizar interacdes indesejaveis de analitos anpumentes da matriz
das amostras com a superficie de silica. Entretesgas modificacbes
também podem ser realizadas para contribuir coesertvolvimento de
metodologias de separacdes rapidas, com temposre@seqoe um
minuto. Recentemente um capilar modificado com @atieulada foi
empregado no desenvolvimento de um método paraagdgade nitrato
e tiocianato em saliva humana (VITALI; FAVERE; MIEK 2011)0O
proposito do tratamento do capilar foi prevenidacacao de proteinas e
promover uma rapida separacdo dos analitos. Eno drabalho a
modificacdo do capilar foi realizada com sal deagsina quaternizada
objetivando a determinacdo de iodeto em formulafdesacéuticas no
modo co-eletrosmético resultando em separagbespdaaa alguns
segundos (VITALIlet al, 2011).As caracteristicas destas modificacdes
com polimeros catidnicos que alteram as propriesiddeparede interna
de um capilar de silica e principalmente a simgdide de preparo
destas modificagbes abrem a possibilidade parasenglelvimento de
novos revestimentos com utilizacdo também de potisn@anibnicos.
Com estes novos revestimentos diferentes perfiE@E podem ser
obtidos e aplicados no desenvolvimento de métodosegaracéo por
CE para analise de moléculas que requeiram corgligdpeciais,
trazendo vantagens como aquelas citadas das namdifis descritas
anteriormente.



202

4.2 OBJETIVOS

4.2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral do presente trabalho € desenveiremétodo
rapido de separacdo para analisar betaina e meti@m formulacdes
farmacéuticas por CE. Para isso sera utilizando nowo capilar
modificado com SAQQ reticuladokecarragena.

4.2.2 Objetivos Especificos

» selecionar as condicdes de separacdo do método para
determinacédo de betaina e metionina, assim comupaoentes
do eletrdlito de corrida, padréo interno, tensaosegaracao,
tempo de injecdo, usando o capilar modificado coh@Q
reticulado ec-carragena;

» comparar a separacado de betaina e metionina usanatodo
otimizado em um capilar modificado com SAQQ reticld e
K-carragena e um capilar nao revestido;

» verificar a possibilidade de aumento da frequénailitica do
método por injecdo sequencial e determinar o tempo
instrumental de analise para o método otimizado;

> avaliar o método proposto para quantificacdo deitete
metionina em amostras de hepatoprotetor determinarsd
parametros: seletividade; limites de deteccdo entificacao;
precisado instrumental, intra-ensaio e intermeaiadsolucéo e
ndmero de pratos; entre outros;

» empregar o método desenvolvido na andlise de lbetain
metionina em amostras de hepatoprotetor e compasar
resultados com analises por Cromatografia Liquidapfada a
Espectrometria de Massas €fMandem” (LC-MS/MS, do
inglés “Liquid Chromatography - Tandem Mass
Spectrometry”).
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4.3 MATERIAIS E METODOS
4.3.1 Reagentes e solucdes

Todos o0s reagentes e solu¢cdes empregadas no meamstido
capilar com SAQQ reticuladowecarragena estédo descritos no Capitulo
2. Acido fosforico e Tris adquiridos daabsynth (Diadema, SP, Brasil),
e etanol absoluto (99,9%) adquirido da Vetec (DudeeCaxias, RJ,
Brasil), foram usados para preparar o eletréliteateida. Cloridrato de
betaina (99%), L-metionina (98%) e cloridrato ddiktidina (padréo
interno — PI; 98%) foram adquidos da Sigma (SaddR?&P, Brasil).
Solucées padrdo estoque de betaina (10000 Mgrhetionina (2500
mg L% e histidina (2500 mg ), foram preparadas com &gua
deionizada. As solucbes de calibracdo de betain@etionina foram
preparadas por diluicio das solucbes estoque. Agioaizada em um
sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA), comesistividade de
18,2 MQ cm, foi usada para preparar todas as solucées.

Para o método comparativo usando LC-MS/MS acetianitr
grau HPLC adquirida da J.T.Baker (México) e aguiardeada foram
usadas para compor a fase movel. Solu¢des padidgquesde betaina
(10 mg LY e metionina (10 mg t), foram preparadas em &agua
deionizada. As solugbes de calibragdo de betaingt@nina foram
preparadas por diluicdo das solugbes estoque coim dgionizada e
diluidas 1:1 com acetonitrila antes da injecdo GeMS/MS.

4.3.2 Preparo das amostras e sistema de eletrofoeesapilar

Dez amostras de hepatoprotetor na forma de frasciosidas
de diferentes marcas e diferentes lotes, foram wahag em farméacias
do mercado local. Antes das andlises por CE as temoforam
preparadas por duas diluicdes: primeiro as amofiram diluidas em
uma razéo 1:25 com &gua deionizada em balbes vtloos: a depois
diluidas 1:1 com solucdo contendo histidina 100 Liifg(PI) e etanol
60% (v/v) (solucdo injetada com concentracéo fitlPl 50 mg [ e
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etanol 30%). As amostras foram preparadas em diplecinjetadas em
duplicata.

Para otimizar a separagdo de betaina e metioniuis tos
experimentos foram realizados em um equipamenteldgoforese
capilar da marca Agilent Technologies modelo CEJ7/(Ealo Alto, CA,
USA), equipado com detector de arranjo de diodasmkdidas para
quantificacdo de betaina e metionina foram reatigagin 195 nm, com
temperatura controlada de 25°C usando um capilasildm fundida
com revestimento externo de poliacrilato provemedia empresa
Microtube (Araraquara, Brasil) com 32 cm de compenio total (8,5
cm até o detector) x 50 pm DI x 365 um DE. O capilsado no
desenvolvimento do método foi revestido com SAQfruado ex-
carragena conforme descrito anteriormente (verepaxperimental do
Capitulo 2). O eletrdlito de corrida usado paraedainar as
concentracdes de betaina e metionina nas amostresniposto de Tris
10 mmol L, etanol 10% (v/v) e pH ajustado para 2,1 com &cido
fosforico. Os padrBes e as amostras foram intrddszna parte mais
curta do capilar até o detector e injetados posgd@ hidrodinAmica
negativa de 50 mbar durante 3 s. A tensdo de sgmaeplicada foi de
28 kV com polaridade positiva na injecdo. A agdisie o tratamento
dos dados foram realizados utilizandsoftwareChemstatiofi.
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4.3.3 Método comparativo usando LC-MS/MS

As amostras de hepatoproteror foram preparadasdaosan
diluicdes sucessivas com agua deionizada e ansearddises por LC-
MS/MS foram diluidas 1:1 com acetonitrila (amosthajgtadas com
diluicdo final de 60.000 vezes). As amostras fonamaparadas em
duplicata e injetadas em duplicata. O método usa@idM1S/MS foi
realizado em um cromatografo liquido de alta efici&@ modelo 1200
Series da marca Agilent Technologies (Germany)sésaracoes foram
feitas utilizando uma coluna SeQu&htZIC®-HILIC (150 mm de
comprimento; 2,1 mm de didametro interno; 3,5 umtat@anho de
particula) da marca Merck (Darmstadt, Germany).s@paracdes de
betaina e metionina foram feitas no modo isocratisando uma fase
mével composta por 70% de agua e 30% de acetaniiilvazédo da
fase mével foi de 100 puL min O volume de injecdo das amostras e
padrées foi 2 pL. A temperatura da coluna foi fixaem 30°C. O
sistema cromatografico foi acoplado a um espectrdmge massas
hibrido constituido de um triploquadrupolo e icaptlinear, modelo Q
Trap 3200 da Applied Biosystems (Concord, Canada)software
Analystversdo 1.5.1 foi usado para controlar o LC-MS/M&zer o
tratamento dos dados obtidos nas analises. Os imgmtos foram
realizados usando a fonte TurbolonSpYay (electrospray-ESI) no
modo ion positivo. A agulha do capilar foi mantal&500 V. Alguns
dos parédmetros do espectrbmetro de massas: clgésn 10 psi;
temperatura, 350C; gas 1, 45 psi; gas 2, 45 psi; gas da dissociacdo
induzida por colisdo (CAD, do inglésCbllisionally Activated
Dissociation”), médio. Outros pardmetros para o cone e ene@ia d
célula de colisdo estéo listados na Tabela 4.1etaite e metionina
foram monitoradas e quantificadas usando monitansonde reacdes
multiplas (MRM, do inglés“Multiple Reaction Monitoring’). A
otimizacdo dos parametros do espectrometro de mbsgaalizada por
infusdo direta de solugcdo aquosa contendo os dalgas de interesse.
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Tabela 4.1 Pardmetros do espectrbmetro de massas.

Parametro Analitos
betaina metionina
ion precursorr/2 118,086 150,115
ion quantitativo 59,0 104,1
DP* 36 21
EP* 4,0 55
CEP* 10 10
CE* 23 13
CXP* 4 4

* DP- Declustering Potential; EP- Entrance Potént@EP- Collision Cell
Entrance Potential; CE- Collision Energy; CXP- @idin Cell Exit Potential.
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4.4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.4.1 Desenvolvimento do método para separacdo detdina e
metionina

4.4.1.1 Selecdo dos componentes do eletrélito dedaoe padrao
interno

O desenvolvimento de um método rdpido com detedgata por
CE depende de diferentes fatores. Um destes faéomesscolha dos
componentes do eletrdlito que deve ser conduzident® em
consideracdo as curvas de mobilidade dos analdostdresse e suas
caracteristicas estruturais que irdo influenciardetectabilidade. As
curvas de mobilidade da betaina e metionina espiiesantadas na
Figura 4.1.
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Figura 4.1 Curvas de mobilidade efetiva da betaina e metigréneurva da
diferenca de mobilidade efetiva entre as duas rotadéc feitas utilizando o
simulador Simul (MICKE, 2004). Dados: betaina pK4,83 e p = 34,1 x 1b
m’ V' s (mobilidade determinada por pressdo usar@o kV/0,75 min,
eletrélito acido fosférico 22mmol L*, forca i6nica 10mmol L, pH 2,0);
metionina pKa= 2,17 eu = 27,7 x 10 m*V's™; pKa, = 9,34e p = -29,3 x 10
m?V*s*(dados obtidos dsoftwarePeakMasteY.

E possivel perceber que a diferenca de mobilidatie ®s dois
analitos é pequena e ambos apresentam mobilidasitevaapenas em
pH bem baixos (pH < 3). De acordo com a curva deratica de
mobilidade entre os analitos, o pH adequado paeparacdo deveria
ser de 2,0 a 2,5, pois é nessa faixa que se @etiffnaximo de diferenca
de mobilidade. Entretanto, em pH mais proximos gdea2mobilidade
dos analitos é muito baixa ( < 10 x°19°V™s") e isso faz com que os
picos dos analitos migrem muito préximos do picoEF, podendo
ocorrer problemas de resolugédo, especialmente @anaeque tem a
mobilidade mais baixa. Isso ocorre, pois em pH Waoxos outras
moléculas presentes nas formulacfes que absondiacda no UV,
como o0s conservantes metilparabeno e propilparabemgram como
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espécies neutras exatamente no tempo do EOF fazendgue o pico
do EOF apresente uma grande area com uma babiénef&c Sendo
assim, para prevenir possiveis problemas de re&mlfgj escolhido o
pH do eletrdlito como sendo 2,1, no qual se observalores de
mobilidade elevados para as espécies com uma fesardia entre essas
mobilidades. Nesse pH tdo baixo um acido que ped® <ontra-ion
selecionado para compor o eletrdlito por apresemtatde seus pKa com
valor de cerca de 2,16, e portanto conferir capa@damponante para o
eletrélito, é o &cido fosférico. A selecdo do co-icomponente do
eletrélito para a separacdo e deteccdo direta @danhee metionina foi
realizada buscando uma molécula que ndo absorvac@adUV no
mesmo comprimento de onda dos analitos para n&ofdrit na
deteccdo. Assim, o co-ion escolhido foi o Tris,spp@io apresenta em
sua estrutura grupos carbonila, grupos esses qudt@® a deteccéo
direta dos analitos, especialmente da betaina eénnb® O padrédo
interno adequado selecionado para ser empregadmétodo sem
comprometer o tempo de separacdo dos analitos fhistdina.
Selecionados 0s componentes do eletrélito e panit@mo foi realizada
uma corrida experimental com um eletrélito compgsio 10 mmol [*
de Tris e pH ajustado para 2,1 com acido fosforlcooncentracéo de
Tris foi essa para ter uma quantidade minima dmmcaio eletrélito e
nao ser preciso uma concentracdo muito elevadaide fosférico a
fim de atingir o pH desejado, para a forca idnicaetktrolito ndo ser
muito alta. Assim, esse eletrdlito apresentou uoralgtividade menor
que 0,4 S nl, forca idnica cerca de 18 mmolLe capacidade
tamponante préxima a 40 mmof LQuando essa condicdo de separacéo
foi testada no capilar revestido com SAQQ reticola&dk-carragena
injetando uma amostra foi verificado no eletrofeamga a co-migracao
dos analitos. Isso ocorreu devido a diferenca dbilidade entre os
analitos ser pequena, além do elevado valor delidexdtié do EOF que
nao contribuiu para uma separagcdo efetiva desséitoanaUma
alternativa para resolver o problema foi realizarajuste para reduzir o
EOF do capilar modificado. Essa reducdo do EOFefta com adicdo
de etanol no eletrélito. Também foi adicionado etara amostra para
ajustar a condutividade do plugue assegurandai&mdia de separacao
dos analitos.
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4.4.1.2 Influéncia do solvente orgénico, tensderspb de injecdo na
separacgéo

O efeito da porcentagem de etanol adicionado nastaae no
eletrélito de corrida para melhorar a separacaduetiEna e metionina no
capilar modificado em um menor tempo possivel falizado. Na
Figura 4.2 estd apresentada a resolucao (betairetigina) e a relacédo
de tempo de separacéo (valores de 1/tempo de &gdacbetaina) para
as diferentes condi¢cbfes testadas e na Figura 4&0 eslguns
eletroferogramas referentes a estas condicoes.
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Figura 4.2 Otimizacdo da concentracdo de etanol (em porcemjage
amostra e no eletrélito de corrida (resultados esolucdo e 1/tempo de
migragao da betaina). Condigdes de separacaoacadgilcm L) x 50pum (DI)
revestido com SAQQ reticulado wecarragena; eletrélito Tris 10 mmol*L
diferentes porcentagens de etanol e pH ajustado Zdrcom acido fosférico;
tensdo 28 kV; injecdo 50 mbar/3s na extremidade ecuas do capilar até o
detector; tempo de lavagem com eletrélito entreidas 3 min. Os dados foram
adquiridos em 195 nm. Amostra injetada diluida B2e¢ com concentragdo
informada de metionina 10 mg/ml e betaina 50 mglegenda: AM — amostra;
EL — eletrdlito de corrida.
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Figura 4.3 Alguns eletroferogramas da otimizacdo da concefdrae etanol
adicionado na amostra e no eletrolito de corridandX;des de separacgédo: ver
Figura 4.2. Legenda: AM — amostra; EL — eletrolitd:histidina (padrao
interno); M-metionina; B-betaina; EOF-fluxo eletnudtico; C-citrato.
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E possivel verificar que sem o uso do etanol alugdo da
separagdo realmente fica comprometida (cerca d®,(gpesar dessa
condicdo de separacdo ser uma das mais rapidasr (velor de
l/tempo de migracdo da betaina) como mostra oofdedgrama da
separagdo. Com a adicdo de diferentes porcentageesnol somente
na amostra (10, 20 e 30%) ocorre uma melhora satitesolugcdo (~
0,77), entretanto ndo o suficiente para promovep@racdo da betaina
e metionina. Nas condi¢cdes onde foram adiciona@®és de etanol no
eletrélito e variou-se a porcentagem na amostraobmervada uma
resolugcdo minima de separac¢édo (0,90) com uma hagéoede tempo
para uma analise rapida na condicdo com 30% deletanamostra.
Com o uso de 20% de etanol no eletrélito foramficados os melhores
valores de resolucdo (> 1,00 com um maximo em 3@%bethnol
adicionado na amostra, porém nessas condicbeseacoma piora na
relacéo de tempo de andlise. Diante dos resulfailpsssivel observar
gue de forma geral houve um efeito de melhoria esolucdo dos
analitos com o uso de etanol na amostra e no ietsendo esse efeito
mais pronunciado quando o etanol foi adicionadoelsrélito, pois
provocou uma diminuicdo do EOF do capilar revestithta variacdo da
mobilidade do EOF esta relacionada principalmemi®m @ alteracéo
simultdnea de duas propriedades fisico-quimicadedmlito de corrida:
a viscosidade e a constante dielétrica (SCHWER; KBEMNER, 1991).
Com o aumento da concentracéo de etanol no elet@lviscosidade
aumenta, enquanto que a constante dielétrica dinfncelacdo destes
dois parametros com a mobilidade do EOF pode sscrite pela
equacdo de Smoluchowsky (TAVARES; 1996), a qud aptesentada
a seguir:

(Equacéo 4.1)

ondee e ¢, representam a constante dielétrica e a permissiwidi®
vacuo (em €N m?), respectivamente;cprepresenta a mobilidade do
EOF (nf V! s%); 5 viscosidade da solucéo préxima & parede do capilar
(em Pa s) e{ representa o potencial zeta (V). Pela equacdo de
Smoluchowsky a mobilidade é diretamente propordi@g@onstante
dielétrica e inversamente proporcional a viscosdassim, o uso de
etanol no eletrolito de corrida provoca uma dimgéoi na mobilidade
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do EOF que permite ajustar este parametro eleéidor como
desejado. Por fim, a condicdo escolhida tendo umpoomisso entre
uma resolugdo minima de separacao e uma relacémgpe boa para
uma analise rapida foi uso de etanol 30% na amastE0% no
eletrolito.

Outro parametro de separacgdo importante que @eavaliado
€ a tensdo aplicada no método. Para desenvolvenétodo rapido de
separacdo deve ser utilizada a maior tensdo pbsive a minima
existéncia do efeito Joule. A minimizacéo dess@ceeverificada pela
lei de Ohm, na qual a corrente gerada deve aperagmi relacdo linear
com a tensdo aplicada em um mesmo eletrélito. Aente obtida para
diferentes valores de tensao aplicadas no eletrolimizado variou
linearmente até 30 kV (R= 0,995; Figura 4.4). Entretanto, quando a
curva foi construida até a tenséo de 28 kV o cieefie de determinagéo
aumentou para 0,998 e o modelo linear mostrou igeifisante (F =
2548), indicando uma melhor relacdo linear que uraacaté 30 kV.
Assim, a tenséo selecionada para ser usada noarféi@8 kV.
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Figura 4.4 Variagdo da corrente em funcdo da tensdo aplicadelatrélito
otimizado. Entre paréntesis os valores de coefeida determinacéo e teste F.

Com relacdo ao tempo de injecdo no método propfmsto
selecionado o0 menor tempo possivel mantendo uma boa
reprodutibilidade de injecdo, pois com a utilizagd® tempos mais
elevados ocorre um desfavorecimento da resolucaofueigéo do
alargamento dos picos dos analitos que ja estdo wom resolucao
minima. Assim, o tempo de 3s de injecdo usando Bér e pressdo
negativa foi escolhido para ser usado no método.
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4.4.1.3 Comparacéo da separacdo de betaina e mateEm um capilar
revestido com SAQQ reticulado e-carragena e um capilar néo
revestido

A separagdo de betaina e metionina de uma amagtra
hepatoprotetor usando o método otimizado foi feita um capilar
modificado com SAQQ reticuladowecarragena e comparada com um
capilar ndo revestido. Os eletroferogramas obidi&o apresentados na
Figura 4.5. Foi possivel observar que apesar daragio no capilar
modificado ter apresentado uma resolu¢cdo menorficEneia de
separacdo média (betaina e metionina) no capilastido (cerca de
20000 pratos por metro) foi muito maior que no leeipido revestido
(eficiéncia menor que 7000 pratos por metro). Tamiwétempo de
separagdo dos analitos foi quase quatro vezes meoocapilar
modificado (betaina.fg ~ 0,51 min) quando comparado com o capilar
ndo revestido (betainang ~ 2,0 min), salientando a vantagem do
método rapido de separacéo desenvolvido. Outra @@tfo injetando
a mesma amostra em um capilar ndo revestido, peedmadicdo de
etanol na amostra e no eletrdlito (Figura 4.5 n@strou que apesar de
uma pequena melhora na resolucdo entre os anatittse uma piora
ainda maior na eficiéncia média dos picos (efig@&maenor que 3500
pratos por metro) e um aumento significativo nogende separacéo
(betaina tigr ~ 2,5 min). O EOF baixo em um pH préximo a 2,1 no
capilar ndo revestido além de fazer aumentar odestepseparacéo dos
analitos, também contribui para um maior tempo elenpnéncia dos
analitos dentro do capilar e isso colabora paraumento na dispersao
dos analitos prejudicando a eficiéncia de separaamnbém foi
observado que mesmo em um capilar ndo modificatkoale etanol na
amostra e no eletrolito contribuiu para uma melhwaeficiéncia dos
picos e para uma diminuicdo no tempo de separdgdo.pode ser
atribuido ao ajuste da viscosidade e da constagitgrica do meio pelo
uso do solvente orgénico, mostrando a importanciaselu uso no
método proposto (SCHWER; KENNDLER, 1991).
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Figura 4.5 Eletroferogramas de uma mesma amostra diluida Z@sve
injetada em um capilar modificado com SAQQ retidola k-carragena e em
um capilar ndo revestido. (a) Amostra diluida comf® procedimento
otimizado e injetada no capilar modificado com SAf@Qculado ec-carragena
usando 30% de etanol na amostra e 10% no elefrfilitonesmas condi¢des de
(a) injetando amostra em um capilar ndo modificgdpmesmas condigbes de
(a), porém nao usando etanol nem na diluicdo datane nem no eletrdlito, e
injetando amostra em um capilar ndo modificado.dBgies experimentais: ver

secao de materiais e métodos.
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4.4.1.4 Verificacdo da possibilidade de injecdousegial e tempo
instrumental de analise do método otimizado

Na analise de farmacos, dependendo do método,ssivpb
realizar separacdes sem a etapa de lavagem daroapite as corridas,
devido geralmente serem amostras com matrizes ndo complexas e
com 0s componentes majoritarios conhecidos. Dos pooantes
principais de uma amostra de hepatoproteror apeoésato (originario
do citrato de colina, um dos componentes de hepstgpres) e a
sacarina, poderiam interferir no modo de injecaquercial devido
migrarem depois do pico do EOF na condicdo do noémbposto
(&nions que migram contra-eletrosmaético). O citralbsorve radiagéo
UV em 195 nm por apresentar grupos carboxilicos saarina por
apresentar um anel aromatico em sua estruturésgmambos poderiam
ser detectados no método. Entretanto, a realizégdmna corrida longa
mostrou que apenas o pico do citrato pode sertddtganigrando logo
depois do pico do EOF. A auséncia do pico da sazadorre devido ao
nivel de concentracdo desse componente contid@maafo nao ser
detectavel pelo método com a diluicdo empregada paanalise das
amostras. Para verificar se 0 modo de injecdo sedlepode ser
empregado uma mesma amostra foi injetada diveesgeswsando esse
modo de injecdo e os eletroferogramas obtidos ¢stess corridas estao
apresentados na Figura 4.6. Como pode ser obsermado 31
eletroferogramas sobrepostos, ndo existe nenhwraf@m dos picos da
betaina, metionina, histidina, EOF e citrato.
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Tempo, minutos

Figura 4.6 Eletroferogramas sobrepostos de 31 corridas deamwstra de
hepatoprotetor usando o método otimizado injetes@tpiencial. Legendas do
picos: H-histidina (padrao interno), M-metionina,-bBtaina, EOF-fluxo
eletrosmético, C-citrato. Condi¢Bes experimentaigpilar modificado com
SAQQ reticulado e-carragena, 32 cm x 50 pm D.l, inje¢cdo 50 mbar/2ls p
caminho mais curto do capilar até o detectqg, € 8,5 cm) usando 30% de
etanol na amostra e 10% no eletrdlito, tensdo de/2&quisicdo dos dados em
195 nm.

Considerando apenas o tamanho dos plugues dagegbes
sequenciais (desconsiderando a migracéo deleppoagio de tensdo),
injetando 50 mbar por 3 s em um capilar de 32 igg X 50 um (DI)
pelo caminho mais curto do capilar até o detetigf £ 8,5 cm), alguns
dos plugues injetados por primeiro (cerca de 1@u#s; cada plugue
com comprimento de 0,411 cm) na sequéncia ja tepassado pelo
detector, pois para o numero total de injecbeszem foram gastos 93
s de injecdo que correspondem a 12,74 cm de amogtada (Figura
4.7). Somando-se a isso, ao longo de todas aslasridram aplicados
31 min de 28 kV de tens&o. Assim, com essa quagida amostras
injetadas e o tempo de aplicagdo de tenséo, ssegialgum pico que
interferisse no método de injecdo sequencial ptoposmesmo teria
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aparecido em algum momento entre 0s picos obsesvatts
eletroferogramas sobrepostos. Como nenhum pico eaparisso
confirma que a injecdo sequencial pode ser usadqaesente método.
Essa caracteristica contribui significativamenteapam aumento da
frequéncia analitica.
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Figura 4.7 Representacdo do comprimento dos plugues de 3t6ege
sequenciais usando o método otimizado.

Com relagdo ao tempo instrumental de analise (g&sto pelo
método otimizado usando o modo sequencial (Figida d), este foi de
1,533 min, sendo 0,533 min para injecao e permosafrdiscos e 1 min
para a separagdo. Nesse método, foi verificad@auaior parte do TIA
€ gasto na etapa da separacéo, cerca de 65%. €ansid 0 tempo
gasto para cada anélise, é possivel realizar circa9 corridas 'h
Comparando este resultado com o0 mesmo métodoanti a etapa de
lavagem do capilar entre corridas (1 bar por 2@gsivalente a 1,7
volumes de capilar), o TIA foi de 2,3 min sendo gbesl neste caso
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realizar 26 corridas h(Figura 4.8 — b). Neste Gltimo método, o tempo
do TIA gasto durante a injecdo e permuta dos feasqaivale ao tempo
de separacéo, sendo estes responsaveis por n&i8wdo TIA. Assim,

a injecdo sequencial confere um aumento de 13saséit em relagéo
ao método empregando lavagem entre as corridas.

(a)
injecs
0,533 min
. (35% doTIA)

*TIA = 1,533 min

(b) l

-
0,97 min
(42,2% doTIA)

*TIA = 2,30 min

Figura 4.8 Graficos representando as porcentagens de tempm g@ascada
etapa do método proposto em relagdo ao tempo instiial de analise usando o
método otimizado com inje¢cdo sequencial (a) e caetapa de lavagem entre
corridas (b).
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4.4.2 Desempenho analitico do método

A avaliagdo do método proposto otimizado para erdeéhacdo de
betaina e metionina em formulacGes farmacéuticasrefalizada de
acordo com as diretrizes dinternational Conference on Harmonisation
of Technical Requirements for Registration of Plreweuticals for
Human Us€ICH, 2005) utilizando os parametros linearidditeites de
deteccdo e quantificacao, preciséo e seletividealmbém foi avaliada a
conformidade do sistema.

A seletividade do método proposto foi avaliada egando o
método de adi¢cdo de padrdo e os resultados olegtée apresentados
na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 Verificagdo da seletividade do método para deteagdion de
betaina e metionina em formulac¢des farmacéuticasdssadicdo de padréo.

Analito Concentracéo (mg L) Recuperagéo
adicionada recuperada (%)

betaina 100 98,0 98,0
200 198 99,3
300 302 101
400 431 108
500 498 99,7

metionina 50 48,7 97,3
100 99,7 99,7
150 151 101
200 203 102
250 248 98,4

* Recuperacdo usando uma amostra de hepatoprotitoida 50 vezes.
Concentracédo de betaina e metionina na amostr2¢@.éng [ e 9.794 mg L,
respectivamente. Resultados expressos como a médizedidas em duplicata
de duas preparacdes. Inclinacdo das curvas devabtiei@ina 0,00463 + 0,00042
(R? = 0,999) e metionina 0,02006 + 0,00106 £0,999).
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As inclinagBes das curvas de adicdo de padraoirfaeda00463 +
0,00042 e metionina 0,02006 = 0,00106) e das cudeasalibracao
externa (betaina 0,00424 = 0,00017 e metionina0F®2+ 0,00088)
foram comparadas. A aplicacdo tiste-tmostrou que as inclinagdes
das curvas de calibracdo externa e de adicdo déipathnto para
betaina quanto para metionina, séo estatisticanigumés (betaind.q =
1,22, metioninateyc = 0,74, taitico = 4,3, com nivel de confianca de
95%). A proximidade observada entre as inclinagigsscurvas indica
gue o0 método é adequadamente seletivo para aeamlidbetaina e
metionina nas amostras de hepatoprotetor. Alénodissresultados de
recuperacao para cinco niveis de concentracdoraaride 97 a 108%,
sugerindo que o método apresenta exatidao aceitavel

Os resultados obtidos de conformidade do sistemdindaridade,
limites de deteccdo e quantificacdo, e de preciz@@ o método
proposto estdo apresentados nas Tabelas 4.34%54 respectivamente.
A eficiéncia de separacao obtida para betaina mniea foi maior que
20000 pratos por metro e 0s picos apresentaram hgaasimetria.
Também, a resolucdo obtida entre os analitos feiqaada para a
separacdo. As curvas de calibracdo obtidas paenhe¢ metionina
apresentaram uma boa linearidade (coeficiente wenli@acdo > 0,99)
em uma ampla faixa de concentragcdo, especialmemte hetaina em
que a faixa variou em duas ordens de grandeza. Qelmdinear
mostrou ser significante para as curvas de cabloragterna de betaina
e metioninaf > 149000 para betainaFe> 28000 para metionina) e ndo
apresentou falta de ajuste (betaig: = 0,007, metionind.,. = 0,070,
Feritic = 2,37; com nivel de confianca de 95%). Os limitesdetec¢éo e
quantificacdo (LD e LQ, respectivamente) determisadisando o0s
parametros da curva de calibracao, foram consideradequados para a
determinacdo dos dois aminoacidos nas amostrasprécsdes do
método foram determinadas usando solugdo padramacstma. Os
resultados de precisdo instrumental e intra-erdatidos para a area de
pico e para o tempo de migracdo apresentaram gadi@eCVV menores
que 2,5%. Da mesma forma as precisdes intermeslidpeesentaram
baixos valores de CV (< 3,5%) para 0s tempos deagég e para a area
de pico.
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Tabela 4.3 Resultados de parametros de conformidade do mépada
determinacdo de betaina e metionina em formulaf@esacéuticas por CE
usando o capilar revestido com SAQQ reticulade-@rragena. Condicdes
experimentais: ver se¢ao experimental.

Parametro Analitos
betaina metionina
NUmero de pratos (N H® 8 20294 24321
Simetria de pic® 3 0,85 0,76
Fator de assimetria de pito 3 1,16 1,17
Fator de cauda de pifo 3 1,11 1,12
Resolucdo (betaina:metioniffa) 8 0,93

® Namero de pratos calculado de acordo com a equdcd 16 (t / W)
ondet; € o tempo de migracdo do analito dado em miR; € a largura de
pico na base, nas mesmas unidadest.d€oncentracdo de betaina e
metionina cerca de 700 e 350 mig kespectivamente.

®) Simetria de pico obtida dsoftware Chemstatiofi. Fator de assimetria
calculado usando a distancia a partir do centrpiclo para a cauda do pico
dividido pela distancia do centro do pico para adeafrontal, com todas as
medidas feitas a 10 % da altura maxima do picoorFde rejeicdo foi
calculado usando a distancia da cauda frontal clo péra a cauda do pico
dividido por duas vezes a distancia do centro do para a cauda frontal,
com todas as medidas feitas a 5 % da altura mékinpeco.

© Resolucao calculada usando a equaB&os 2 (1 — t,.)/(W, + W,.1), ondet é
o tempo de migracéo do piconeé a largura do pico na base. Concentragéo
de betaina e metionina cerca de 700 e 350 Tgdspectivamente.
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Tabela 4.4 Resultados de linearidade, limites de deteccaoamtiicacao, e
teste estatistico para verificar a significancia dodelo linear do método
otimizado para determinacdo de betaina e metiorena formulacbes
farmacéuticas por CE usando o capilar revestido 8&/@Q reticulado e-
carragena. Condi¢Bes experimentais: ver se¢aoimeudal.

Parametro n Analitos
betaina metionina

Linearidade-faixa 11 50-1500 25-750

de calibracgo (mgH®@

Linearidade-inclinacdo 0,00424 0,02078

(L mg™®

Desvio padréo inclinac&o 0,00017 0,00088

Linearidade-interceptd 0,0320 0,1987

Desvio padréo intercepfo 0,0042 0,0047

linearidade-coeficiente 0,9998 0,9992

determinacao (B®

Limite detec¢éo, LD 3,26 0,740

(mg LH®

Limite quantificacéo, LQ 9,87 2,25

(mg L)

F 149822 28223

@ Cada ponto da curva de calibracdo preparado esicata e medido em
duplicata. Curvas de calibragéo com corre¢éo dadogadrdo interno.

®) Limites de deteccdo e quantificacédo calculadoaatedo com as equacdes:
LD = (3,3 x s)/SLQ = (10 x s)/Sondes € o desvio padrao do coeficiente
linear eS é a inclinagdo da curva analitica, respectivamente

© Betaina e metioninBy. = 4,16; NGL = 32.
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Tabela 4.5 Resultados de precisdo do método otimizado paeardietagdo de
betaina e metionina em formulagbes farmacéuticasQio usando o capilar
revestido com SAQQ reticulado kecarragena. Condig6es experimentais: ver
secdo experimental.

Parametro n Analitos
betaina metionina

Precisao instrumental, CV 20 0,95 (2,00 0,65(1,2)

(%) — area de pico

Precisao instrumental, CV 20 0,86 (1,1) 0,88 (1,0)

(%) — tempo de migracdo

Precisao intra-ensaio, CV 8 1,2 (2,3) 1,1(1,3)

(%) — area de pico

Precisao intra-ensaio, CV 8 1,1(1,2) 1,1(1,1)

(%) — tempo de migracdo

Precisado intermediaria, CV 12 1,8 (2,4) 1,7 (1,8)

(%) — area de pico

Precisado intermediaria, CV 12 1,5(3,2) 1,4 (3,1)

(%) — tempo de migracdo

* Coeficientes de variacéo calculados com a equdg¥c= (P/z) x 10Q ondeP
€ o0 desvio padrdo absoluta € a média aritmética da razao de area do analito
pelo padrédo interno ou a média aritmética do tedganigracdo. Valores de
CV para precisdo instrumental medidos na mesmac&ojupara precisao
intra-ensaio foram 8 prepara¢cdes com a mesma ciac&a e para precisédo
intermediaria 8 prepara¢des em um dia e mais daprePes em outro dia,
usando solucéo padrédo dos analitos betaina 700 ragnetionina 350 mg'L
! ou amostra. Valores de CV entre parénteses &femées a uma amostra de
hepatoprotetor diluida 50 vezes.
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4.4.3 Andlise de betaina e metionina nas amostras Hepatoprotetor

A andlise das amostras foi feita empregando o doéto
otimizado por CE-UV e pelo método comparativo coB+MS/MS Os
resultados de linearidade, limites de deteccamaetiicacdo do método
comparativo LC-MS/MS estdo apresentados na Tabeba ed os
cromatogramas tipicos obtidos pelo método estde@saptados na
Figura 4.9.

Tabela 4.6 Resultados de linearidade, limites de detecc¢do amtificacdo
obtidos pelo método comparativo LC-MS/MS para deieacdo de betaina e
metionina em formulagbes farmacéuticas. Condic@psreanentais: ver secao
experimental.

Parametro n Analitos
betaina metionina

Linearidade-faixa 8 0,10-1,0 0,10-1,0

de calibracdo (mgH®

Linearidade-inclinacdo 1,51x10 2,56x16

(Lmg™H)®

linearidade-coeficiente 0,999 0,999

determinacéo (§®

Limite detecc¢éo, LD 0,01 0,02

(mg L)

Limite quantificacdo, LQ 0,03 0,07

(mg L)

@ cada ponto da curva de calibragdo medido em dualic

®) Limites de deteccdo e quantificacdo calculadoaatedo com as equacdes:
LD = (3,3 x s)/SLQ = (10 x s)/Sondes € o desvio padrao do coeficiente
linear eS é a inclinagdo da curva analitica, respectivamente



229

Padrdes 0,5 mg L Amostra de hepatoproteor

" TIC of +MRM (6 pairs): from Sample 6 (p5) of Dataepoqua  ntwiff (Turbo Spray) " TIC of +MRM (6 pairs): from Sample 17 (meb) of Dataepo ~ quantwiff (Turbo Spray)
7
25¢: 250 5§
2.te 90e:
23e:
pre 8.5e:
pe 8.0¢:
20e: 7.5e:
1.9e¢ e
Lges o
5 17e8 g 6.5e:
£ Lee: 3 6.0¢:
£ 1se: Z
B 1aeq SpL gose
g 13 g 50e 5pt
§ 12eg 8 45e.
& e § a0e:
S 10e5 @
7 900 356
80e4 308
7.0eq 25e:
6.0eq
5.0eq 20e:
4004 150
3.0eq 106
2.0eq
s 5000,
00705 10 15 20 25 80 35 40 45 50 55 60 65 70 715 00705 10 15 20 25 80 a5 40 a5 50 55 60 65 70 75
Teftipo, miA Tefipo, mi
= XIC of +MRM (6 pairs): 118,1/59,0 Da from Sample 6 (p5) of Dataepoquantwiff (Turbo Spray) ' XIC of +MRM (6 pairs): 118,1/59.0Da from Sample 17 ( me4b) of Dataepoquantwif (Turbo Spray)
9064 507 304 507
8504 324
8.0eq 3004
7504 2804
7.0e4 264
_ose _ 2404
g 60e & 2204
g 5se g
& £ 2004
& 500 3
b3 & 1peq
o 4se g
B a0eq g e
g 8 14eq
2 3504 g
306 124
25 1,064
206 8000,
15e: 6000,
1064 4000,
5000, 2000, e
00705 10 15 20 25 30 3540 45 50 55 60 65 70 75 05 10 15 20 25 30 35 20 45 50 55 60 65 70 75
Tertipo, min Tefto i
™ XIC of +MRM (6 pais): 150,1/104.1 Da from Sample 6 ( pS) of Dataepoquant i (Turbo Spray) ™ XIC of +MRM (6 pairs): 150,1/104,1 Da from Sample 17 _(medb) of Dataepoquant.wif (Turbo Spray)
1240 SpL 3924 S5t
150 3884
1.15e 3604
1.10e 3404
Lose
1.00e 3204
9508 3004
9.00e: 2804
< 8508 _
& 8,008 § 2004
2 7,508 g 24eq
£ 7.00e £ 2204
6500 2 20eq
8 6.00e g
& 5508 2 18eq
8 5,00e: G 16eq
# 4,508 % 14eq
4008
! 4
3508 1201
o0e 10e4
2508 8000,
2008 6000,
1508
1.00e: 4000,
50000 2000
0005 10 15 20 25 a0 s 50 55 60 65 70 75 00705 10 15 20 25 a0 38 50 55 60 65 70 75

5 a0 15
Tethfo, it

Figura 4.9 Cromatogramas de uma mistura de padrdes e de uostrande
hepatoproteror obtidos pelo método comparativo dsarlC-MS/MS.
Localizac&o dos picos: betaina - tempo de retehgdbdmin; metionina - tempo
de retengcdo 5,51 min. Pico ndo integrado represantalina presente na
amostra de hepatoprotetor, porém nédo analisada.
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Os resultados obtidos de quantificacdo de betaimzt@®nina
nas amostras de hepatoprotetores por CE-UV e LOQABSEstdo
apresentados na Tabela 4.7. O tratamento estatigBandotest-t
pareado para as determinacbes de betaina e matioam amostras
pelos dois métodos mostrou que os resultados s@tisesamente
iguais com nivel de confianca de 95%, piig < t.iic (betainat.y. =
2,29, teritic = 2,37, NGL = 7; metionin&am = 1,07, teiic = 2,26, NGL =
9). Os resultados de quantificagdo de metioninaamasstras ficaram
um pouco abaixo, porém muito proximos, do valowoimfado pelo
fabricante. Quanto aos valores de betaina detedoina estes
concordaram com os valores informados somentegsaemostras que
apresentavam menores teores de betaina. Para agasremm teor de
betaina mais elevado o valor determinado ndo quneku ao valor
informado ficando abaixo deste.
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Tabela 4.7 Resultados da determinagdo de betaina e metioamamostras de hepatoprotetor usando o métodazatimpor
CE-UV e 0 método comparativo LC-MS/MS. Condigdegegimentais: ver se¢do materiais e métodos.

Amostra betaina (mg mL?) metionina (mg mLY)
CE-UV® LC-MS/MS*© informado CE-UVP LC-MS/MS*© informado
nominal nominal

A1? - - - 9,13 £ 0,05 8,92 £ 0,63 10,0
A2? - - - 9,45 + 0,09 9,54 +0,47 10,0
B1° 9,82 £0,35 9,42 £0,21 10,0 9,22 +£0,24 9,190 10,0
B2? 9,74 + 0,16 9,49 £ 0,22 10,0 9,20 +£0,10 8,910 10,0
B3? 9,66 £ 0,53 9,51 £0,30 10,0 9,07 £0,34 8,85320 10,0
B4? 9,30 £ 0,96 9,37 £0,28 10,0 9,05 +0,68 8,90440 10,0
Ccr® 39,9+0,74 43,7 £0,86 50,0 8,96 £+ 0,11 9,36670 10,0
C# 40,4 +0,30 449 +1,43 50,0 9,11 £ 0,06 9,75560 10,0
c#F 39,8 £0,63 43,8 £1,48 50,0 8,99 +0,14 9,67480 10,0
C4# 40,1 +0,61 42,5 +0,81 50,0 8,94 +0,21 9,27520 10,0

®@ A-C, representa diferentes marcas, e 1-4 difesdntes.
®) Dados obtidos em 195 nm, e resultados expressos aamédia com limite de confianca de 95% perad.
© Dados obtidos em 118,086/59,0 para betaina e 150,04,1 para metionina.
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4.5 CONCLUSOES

O método desenvolvido apresentou um bom desemppal®
determinacado de betaina e metionina em formula¢@esacéuticas
usando CE com deteccéo direta no UV. As concerdgsagé betaina e
metionina determinadas nas amostras por CE-UV e¢dacm com 0s
valores obtidos pelo método comparativo usando L&INB. O novo
capilar modificado empregado no método por CE fmgislvo para a
obtencdo de uma separacdo rapida dos analitos augamdodo de
injecdo sequencial das amostras. O novo perfil @€ Bbtido pela
modificacdo do capilar com SAQQ reticulado ecarragena
apresentando EOF elevado em pH baixo, mostrou demepial para
aplicacdo em outros métodos por CE, especiaimemdda a
simplicidade e estabilidade da modificacdo. Aléssdj o0 revestimento
permitiu utilizar um solvente organico no eleti@litle corrida para
promover um ajuste do EOF sem a destruicdo da eapwldnérica, a
fim de obter uma resolugdo minima dos analitos emantempo de
separacdo possivel. Outras moléculas com cardictesisestruturais
semelhantes as da betaina, poderiam ser analipada€E também
empregando métodos rapidos como o desenvolvido msepte
trabalho. Dentre estas moléculas podemos citamsalgutibiticos-
lactdmicos da terceira e da quarta geracdo desés®Inos Ultimos
anos, como cefepime, cefozopran, cefpirome, cefmginceftazidime.
Também outras moléculas como a carnitina, presentediversas
amostras entre elas suplementos alimentares gatasatpoderiam ser
analisadas pelo método proposto.
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CAPITULO 5 — CAPILAR REVESTIDO COM SAL DE
QUITOSANA QUATERNIZADA RETICULADO
E k-CARRAGENA USADO NO
DESENVOLVIMENTO DE UM METODO
RAPIDO PARA DETERMINACAO DE
CREATININA, HISTIDINA, ACIDO HIPURICO
E ACIDO MANDELICO EM AMOSTRAS DE
URINA POR ELETROFORESE CAPILAR

5.1 REVISAO DA LITERATURA

Diversos processos quimicos ocorrem no organismeedes
vivos e esses processos compreendem reacdes deolzezio onde
sdo geradas moléculas chamadas de metabdlitosaliseado conjunto
completo de metabdlitos que se pode encontrar e amostra
biolégica de um organismo vivo é denominado de buitena
(KIEFER; PORTAIS; VORHOLT 2008). Existem os metabdlitos de
origem enddgena, divididos em metabodlitos primarigge sao
substancias relacionadas ao crescimento, desemeslitd e reproducao
de organismos vivos, como aminoacidos por exenglis metabdlitos
secundarios que sdo substancias especificas ctnibud@go restrita e
apresentam uma determinada funcéo biologica egecifomo os
horménios nos mamiferos. Também existem os metabdlie origem
exdgena, que representam a biotransformacdo de culeé por
modificacdo quimica estrutural de uma moléculaiaige/ou por acdo
enzimatica, com isso surgindo o conceito denominatometaboloma.
Esse conceito € uma descricdo do perfil de metabdkenobidticos
(metabdlitos de compostos quimicos estranhos a rganismo ou
sistema bioldgico) de um individuo exposto a pdesrambientais,
drogas ou moléculas exdgenas oriundas da alimen{&@UX et al,
2011). A absorcdo de substancias quimicas amisept@ um ser
humano ocorre por trés principais vias, absor¢c&midd, inalagédo e
ingestdo. A carga corporal é determinada pelasripdgrles fisicas e
quimicas da subténcia, tempo de exposi¢éo e cesdicis fisioldgicas
do individuo. Essas substadncias podem ser exceetasim
transformacdo, metabolizada e excretada, armazeradscretada
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lentamente ou submetida a uma combinagéo de tmles processos
(ESTEBAN CASTANO, 2009). Assim, estes metabdlitos também
chamados de biomarcadores sdo indicadores intetaoslteracdes
moleculares que podem aparecer em um organismo oesutiado de
uma doencga ou exposicdo a um agente toxico. Esspmisadores
devem ser identificados e medidos quantitativameme um fluido
biolégico preferencialmente coletado de maneiraim@asiva, € no caso
de um biomarcador de exposicdo indicar a ocorrém@aextensao da
exposicao.

Dentre os fluidos biolégicos gerados pelo ser huntare sdo
empregados em andlises de biomarcadores pode-saiea urina.
Algumas das vantagens do uso da urina incluemenol® de grandes
quantidades de amostra por um método ndo invasivanmbstragem e
facilidade em realizar diversas coletas, menor sswdade de pré-
tratamento que no plasma sanguineo devido a amestramenos
complexa e ter menor conteldo de proteinas. Essamgens tem
assegurado o amplo uso da urina como uma ferrarpardgadiagnoéstico
na clinica pratica (RYAMt al, 2011). A urina € uma das matrizes mais
comuns para biomonitoracdo humana, particularmeste substancias
quimicas solluveis em agua. Dois tipos de amostasida podem ser
coletadas, amostras pontuais ou amostras de 24zblefa de amostras
pontuais é mais facil e usada com mais frequémmaeém tem a
desvantagem da variacdo de volume e de concentrasgto
necessario ajusta-los. O método mais comum dezaeadste ajuste é
usando a concentragdo de creatinina presente ma woletada
(ESTEBAN CASTANO, 20009).

Inimeros metabolitos sdo excretados pelos humamasima,
dentre eles a creatinina e a histidina. A creatifirum metabdlito que
estd presente em diversos fluidos biolégicos eesgeecdo na urina
representa o ponto final de transferéncia de emeegidégena de
adenosina trifosfato armazenado nos musculos etmaoek cardiaco.
Na auséncia de doenca renal a creatinina urinaiaalmente é
excretada em quantidades relativamente constaRtg@setanto essas
quantidades variam de pessoa para pessoa e saerdakadependentes
da idade, sexo, massa corpérea de cada individtre, @utros fatores.
Os niveis de creatinina sdo usados clinicamente @atiagnostico de
problemas renais, da tiredide, e também disfungéecutar (RYANet
al., 2011; COSTAet al, 2007). A histidina é um aminoacido que esta
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amplamente presente nos tecidos nervoso e musEslse. aminoacido
constitui o centro ativo de muitas enzimas e pnatei e controla a
transmissédo de elementos metalicos em processldgjibas, além de
estar envolvida na sintese e na quebra de protamasganismo. Os
niveis de histidina encontrados na urina podenesafteracdo devido a
alimentacao especialmente em dietas ricas em past€ZINELLU et
al., 2010; ZHOUet al, 2010; NANet al, 1999; BLOCK; WESTHOFF;
STEELE, 1967). Outros biomarcadores relacionadogxposicao
ocupacional encontrados na urina sdo o &cido kipue &cido
mandélico, originados da exposicdo ao tolueno eiremst
respectivamente. Esses compostos organicos tém asigdamente
usados nas industrias de plasticos, borrachasstimdesivos, colas,
resinas, materiais isolantes e farmacéutica. Tang&nencontrados no
petroleo e muitos derivados. Os efeitos adverszgide como resultado
da exposicao a altas concentracdes destes compudtesm problemas
respiratorios crbnicos, alteracdes no sistema sereentral, irritagdo
nas mucosas e na pele, e anomalias cromossémicdendm
desencadear diversas sindromes genéticas (OHAGHIL 2006). No
caso de contaminacdo com estes compostos orgapiEsentes no
ambiente de trabalho, a maior via de absor¢cdo éspiratéria. O
monitoramento destes biomarcadores em trabalhadexpsstos a
produtos quimicos toxicos em seu local de trab&dhwece informacdes
sobre a salde deste trabalhador possibilitandaredénos a saude a
longo prazo. Também, permite a melhor compreengicotho uma
doenga associada a exposicdo se origina e evam, isso sendo
possivel prevenir a doenca ou intervir no inicioptocesso evitando
danos fisiopatoldgicos irreversiveis (BULCADal, 2008; PENNERet
al., 2010). Entretanto, 0 uso destes biomarcadoresdiagndstico deve
ser muito cuidadoso, pois outras substancias t@emu inaladas que
ndo o agente toxico de interesse podem ser metala na mesma
molécula usada como indicador biolégico interfesinth quantidade
detectada do biomarcador, o que altera o resulfadanalise. Outros
fatores relacionados ao habito das pessoas comgeatdio de bebidas
alcodlicas e o0 uso de cigarro também podem promakeracdes nos
niveis de biomarcadores monitorados. No caso dmoklas enzimas
presentes no organismo que participam da metahabzdestes agentes
téxicos podem ser afetadas devido a inibicdo da amdzimatica
promovendo alteracdes nos niveis de biomarcadosegorados. Ja em
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pessoas fumantes, devem ser esperadas quantidageesrde alguns
marcadores que em ndo fumantes, uma vez que orccigantém
inUmeras substéncias, dentre elas o tolueno, oggualum incremento
no sinal do &cido hipurico detectaddERNY et al, 1990; ALESSIO;
APOSTOLI; CRIPPA, 1995). Outra alteracdo dos niveés acido
hipirico se deve ao consumo de alimentos ou bebidedendo
benzoato, muito usado como conservante (refrigesantargarina,
condimentos, entre outros), ou polifendis, preseate muitas plantas e
frutas (camomila, cha verde, café, chimarrdo, uvglie séo
metabolizados nesse biomarcador (PENNERil, 2010; OGAWAet
al.,, 2011; FONSEC/et al, 2006). Também é conhecido que diferengas
significativas nos niveis de &cido hiplrico podesn imdicativos de
doencas, como por exemplo, diabetes ou problenmaésrem criangas
(PENNEREet al, 2010).

As técnicas de analise empregadas na determinagdo d
creatinina, histidina, acido hipuarico e acido mdiedéem urina incluem
cromatografia liguida de alta eficiéncia com  ddiecg
espectrofotométrica e espectrometria de massasll(Etal, 1999;
MANINI; ANDREOLI; MUTTI, 2006; PENNER et al, 2010;
LAFFON; LEMA; MENDEZ, 2001; BULCAO et al, 2008;
ANTUNES; PATUZZI; LINDEN, 2008); cromatografia i@ com
deteccdo de condutividade (ZHA® al, 2011); cromatografia gasosa
com deteccdo por ionizagdo em chama e espectranmddrimassas
(SILVA et al, 2002; OHASHEt al, 2006; SAITO; TAKEICHI, 2002);
cromatografia eletrocinética capilar micelar e referese capilar de
zona com deteccdo espectrofotométrica (ZURRIl, 2003; COSTAet
al, 2007; ZINELLU et al, 2010; FUJIl et al, 1999; TUMA,
SAMCOVA; BALINOVA, 2005; ZHOUet al, 2010). Nos métodos dos
artigos citados nenhum mostra a separacdo simaltdeetodos os
analitos de interesse. Além disso, a maioria aptaséempos de
separacdo de alguns min variando de 5 a 15 minb&@imem muitos
dos métodos citados, especialmente os métodos tgraicos, sao
envolvidos procedimentos complexos de preparo dasst@as por
centrifugacéo, derivatizacgéo, filtracdo, entre asitro que diminuem a
frequéncia analitica. Na analise de fluidos bi@dginormalmente séo
processadas inUmeras amostras e, com isso, sungeessidade de
métodos rapidos para determinacdo dos analitos ntiregse de
preferéncia com procedimentos simples de preparanusstra, o que
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contribui para diminuir o custo das andlises. A €Eima técnica
analitica versatil e poderosa que possibilita oedeslvimento de
métodos com essas caracteristicas. Dentre suasgeast pode-se
destacar: alta eficiéncia de separacdo; uso deepeguvolumes de
amostra; simplicidade instrumental; inUmeras pdatidles de
alteracbes das condigbes de separacdo como o usodifecadores do
EOF para diminuir o tempo de separacédo dos anaifmgvenir contra
interacdes indesejaveis na superficie do capilan compostos da
matriz da amostra; simplicidade de preparo das ®az$SIMPSON;
QUIRINO; TERABE, 2008). Essas vantagens tornamcai¢@ uma
ferramenta importante no desenvolvimento de métpdoa minimizar
0 tempo de separagdo dos analitos e simplificarozegimento de
preparo das amostras.
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5.2 OBJETIVOS

5.2.1 Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho é desenvolver uétodo
e acido mandélico em amostras de urina utilizanBoe@® um capilar
revestido com SAQQ reticulado ecarragena. Também, verificar a
guantidade de &cido hipurico urindrio gerado deramtingestdo de
diferentes bebidas contendo precursores metabolzaessa molécula e
avaliar o seu nivel de influéncia no exame que eg®p 4cido hipurico
como biomarcador da exposicdo ao tolueno.

5.2.2 Objetivos Especificos

» selecionar as condicdes de separacdo do método para
determinacao de creatinina, histidina, acido hgmie acido
mandélico por CE, assim como, componentes do Hetde
corrida, padréo interno, tensdo de separacao, tdmpgecéo e
tipo de revestimento do capilar, utilizando o aoxdlo software
PeakMastepara otimizar alguns destes paramentros;

» avaliar o desempenho do método durante variasdegecle
uma amostra de urina em um capilar revestido com@@A
reticulado ek-carragena observando-se o tempo de migragéo
dos analitos, e também determinar o tempo instrtahete
analise;

» avaliar o método proposto para quantificacdo deaticiaa,
histidina, &cido hipurico e acido mandélico em anassde
urina determinando os parametros: seletividadejtdande
deteccdo e quantificacdo; precisdo instrumentah-gnsaio e
intermediaria; resolugédo e nimero de pratos; ent®s;

> aplicar o método desenvolvido na determinacdo datiaina,
histidina, &cido hipurico e acido mandélico em amassde
urina para verificar a taxa de eliminacdo de abigdrico pelo
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organismo durante a ingestdo de diferentes belmioatendo
precursores do acido hipurico que podem influenaiar
interpretacdo do exame relativo ao uso dessa nialémmo
biomarcadora da exposi¢ao ao tolueno.
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5.3 MATERIAIS E METODOS
5.3.1 Reagentes e solucdes

Todos o0s reagentes e solu¢cdes empregadas no meamstido
capilar com SAQQ reticuladowecarragena estdo descritos no Capitulo
1. Tris adquirido dalabsynth (Diadema, SP, Brasil) e acido 2-
hidroxiisobutirico (HIBA) adquirido da Aldrich (Mivaukee, WI, USA),
ambos com grau analitico, foram usados para pnepaedetrélito de
corrida. Creatinina e acido 3,5-dihidroxibenzéipadrao interno — PI)
foram adquridos da Aldrich (Milwaukee, WI, USA). idlo hipurico,
acido mandélico e L-histidina foram adquiridos dgn®& (S&o Paulo,
SP, Brasil). Solu¢des padrdo estoque de cadacfali0 mg [* foram
preparadas com &gua deionizada. As solucbes dérag@ld de
creatinina, L-histidina, acido hipdrico e acido mélico foram
preparadas por diluigdo das solucbes estoque em fama de
concentracdo de 12 a 125 mg.lAgua deionizada em um sistema
Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA), com resistiidade de 18,2 M
cm, foi usada para preparar todas as solugoes.

5.3.2 Sistema de eletroforese capilar

Para otimizar a separacdo de creatinina, histidéEdo
hiparico e acido mandélico, todos os experimertoanf realizados em
um equipamento de eletroforese capilar da marckertgr echnologies
modelo CE 7100 (Palo Alto, CA, E. U. A.), equipacion detector de
arranjo de diodos. As medidas para quantifica¢cd gl@tro analitos
foram realizadas em 200 nm, com temperatura cawol@olde 25°C
usando um capilar de silica fundida com revestimeswterno de
poliacrilato proveniente da empresa Microtube (Agaiara, Brasil) com
32 cm de comprimento total (8,5 cm até o detectd®) um DI x 365
pm DE.O capilar usado no desenvolvimento do método feéstdo
com SAQQ reticulado &-carragena conforme descrito anteriormente
(ver parte experimental do Capitulo 2). O eletodlite corrida usado
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e acido mandélico nas amostras de urina foi coroptestTris 10 mmol

L™ e HIBA 30 mmol [}, em pH 3,65. Os padrdes e as amostras foram
introduzidos na parte mais curta do capilar atétedaor e injetados por
pressdo hidrodindmica negativa de 50 mbar durarge /8 tensdo de
separacgdo aplicada foi de 30 kV com polaridadetipasia inje¢do. O
capilar foi lavado 0,5 min com eletrdlito entrecasridas. A aquisi¢cdo e

0 tratamento dos dados foram realizados utilizarcsoftware
Chemstatiofs.

5.3.3 Amostras de urina

O emprego do método proposto na andlise de amaktrasna
foi realizado por meio de um estudo para verificar efeitos de
interferéncia nos niveis de acido hiparico na uréra funcdo da
ingestdo de diferentes bebidas contendo substageeasomo tolueno
séo convertidas em &cido hipurico. Para isso, faraletadas amostras
de urina de um voluntério antes, durante e depaisndestdo de
diferentes bebidas comumente consumidas. Foranmizadet dois
experimentos distintos: um ingerindo doses de dmieda testada ao
longo de um dia e o outro ingerindo uma dose ekedad bebida no
menor tempo possivel cessando a ingestdo apésiessalevada. As
bebidas foram ingeridas em dias diferentes tendaiarde intervalo
entre cada uma (nesse dia nao foi ingerido nentheb&da além de
agua mineral). As bebidas usadas nos experimeatamfchimarréo,
café, cha e refrigerante. A quantidade de cadalhebgerida ao longo
de um dia foi: 1 L de chimarrdo em cerca de 80 grda mate divididos
em 20 doses de 50 mL; 0,8 L de café divididos edoges com cada
dose contendo 2 colheres de cha cheias de ca&htfuseo em 200 mL
de agua; 0,8 L de cha verde divididos em 4 dosds gema contendo 1
saquinho de cha em 200 mL de &4gua; 1 L de refrdgerfl), sem
benzoato, dividido em 5 doses cada uma contendonfQ01 L de
refrigerante (II), com benzoato, dividido em 5 dosada uma contendo
200 mL; 1 L de refrigerante (lll), com benzoatoiyvidido em 5 doses
cada uma contendo 200 mL. Quanto aos experimeatoando uma
guantidade de bebida no menor tempo possivel fpérido: 1L de
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refrigerante (Il) tomado entre 09:00 e 10:30 h;l0de café dividido em
2 doses com cada dose contendo 2 colheres de eligs ae café
instantdneo em 200 mL de 4gua de tomado entre @1M30 h. As
amostras de urina foram coletadas ao longo doetdidcsimediatamente
armazenadas em geladeira a temperatura®@eaté as andlises. Antes
das determinagbes das concentracfes dos analitdSEpas amostras
foram deixadas a temperatura ambiente até atingoresquilibrio de
temperatura, agitadas em vortex por 20 s e cegédfas a 10000 rpm
por 60 s. Posteriormente, as amostras foram dgiddauma razéo 1:20
com Aagua deionizada, depois diluidas 1:1 com solagatendo &cido
3,5-dihidroxibenzéico 20 mg L (Pl) (amostras de urina injetadas
diluidas 40 vezes com concentracéo final de Pl Q.1 e reservadas
para serem analisadas. As amostras foram prepaeadatuplicata e
injetadas em duplicata.
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5.4 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.4.1 Parametros para um método rapido para determacdo de
creatinina, histidina, acido hipuarico e acido mandkco por CE

5.4.1.1 Escolha dos componentes do eletrélito deideoe padréo
interno

Todos os analitos de interesse apresentam em stuguea
guimica grupos cromoforos (Figura 5.1) permitinddesenvolvimento
de um método com deteccéo direta no UV.

O
HO
OH O
OH
NHY
o
Acido mandélico (pKa 3,41) Acido hipdrico (pKa 3,62)
C|ZH3 (0]
N N
0 H

Creatinina (pKa 4,83) Histidina (pKa, 9,3; pKa, 6,0; pKas 2,0)

Figura 5.1 Estrutura quimica dos analitos de interesse a sdetemminados
no método por CE.
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Além destas caracteristicas estruturais pode-stacdesque
dependendo do pH do eletrélito os &cidos hipuricoaedélico migram
como anions diante da aplicacdo de um campo alétenquanto a
creatinina migra com carga positiva e a histidimaep migrar como
anion ou como cétion dependendo do pH do eletréltssim, a
proposta é desenvolver um método para separar tameamente
moléculas catibnicas e anidnicas. Para isso, €rtante verificar o
perfil de mobilidade de cada um dos analitos atrad&@s curvas de
mobilidade efetiva em funcdo do pH que estédo aptadas na Figura
5.2.

50 ——————

—-—HIBA
0| " — —TRIS -
L v”v‘, Creatinina
oL A ——Histidina | |
Mandélico
I e —x— Hiparico 1
20 - A -
L ‘\‘ J
10 |- R‘KV -
%

-10 +

Mobilidade efetiva (x10 °m’Vv™*s™)

Figura 5.2 Curvas de mobilidade efetivgersuspH dos analitos creatinina,
histidina, acido hipdrico e acido mandélico, e dosiponentes do eletrélito de
corrida selecionados, feitas utilizando o simulaSionul (MICKE, 2004)
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E possivel observar que os acidos hiparico e miadél
apresentam mobilidade diferente de zero a partipidlecerca de 2,5,
enquanto que a creatinina tem mobilidade maior zpre até pH 6,
tornando-se uma molécula neutra a partir desteisBoy a faixa de pH
possivel de ser usada a fim de todos os analitasess ionizados,
inclusive a histidina, possibilitando a separacée €,5 a 6. Nessa faixa
de pH, uma molécula que pode ser o co-ion dos fdidmirico e
mandélico e a0 mesmo tempo o contra-ion da creatmihistidina é o
HIBA, por apresentar mobilidade proxima dos doisiés (Figura 5.2),
0 que contribui para uma boa simetria desses pical&m disso por nédo
apresentar grupos cromoéforos ndo interferindo macd@o. Ja4 o co-ion
para a creatinina e histidina, que é também o &éatr dos &cidos
hiparico e mandélico, pode ser o Tris, uma moléqulka contribui para
a formacéo do eletrélito de corrida conferindo ceedsticas para uma
separagdo adequada da creatinina e histidina deman&sma que o
HIBA contribui para a separacdo dos dois outroditaraPor fim, o
padrdo interno a ser selecionado para o método &ido 3,5-
dihidroxibenzdico, uma molécula que ndo esta ptesess amostras de
urina e, assim como os analitos, absorve no UV.

5.4.1.2 Avaliacdo das condicbes de separagdo usandoftware
PeakMastere uso de capilar modificado com SAQQ reticulade- e
carragena no desenvolvimento do metodo rapido phragio

Para verificar os parametros do sistema de seacaga Tris e
HIBA e escolher as concentracbes dos mesmos, fosteddo um
gréfico de diferentes parametros mantendo a comggt de Tris fixa
em 10 mmol [* e variando a concentracdo de HIBA. Os dados foram
obtidos usando osoftware PeakMastere o0s resultados estédo
apresentados na Figura 5.3.
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Figura 5.3 Dados da simulagdo das condicbes de separacaocedtnicra,
histidina, acido hipurico e acido mandélico usandncentragao fixa 10 mmol
L™ de Tris e variando a concentracdo de HIBA. Disgersor eletromigracio
(EMD) expressa em modulo.

E possivel observar queom concentracdo muito baixa de
HIBA os valores de mobilidade da creatinina e disé ficam muito
proximos podendo comprometer a separacdo destéitognalém da
capacidade tamponante ficar abaixo de um valommaiie 10 mmol L
! Em concentracdes elevadas de HIBA a dispersaelemomigracéo é
mais pronunciada para o &cido mandélico e creatifissim, a fim de
ter um compromisso com todos estes par&metros doolleda a
concentracdo de HIBA 30 mmol‘lresultando em um eletrélito com pH
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3,6. Nessa concentracao, a diferenca de mobilidatte a creatinina e
histidina é suficiente para a separacdo; as mabilis dos acidos
hiparico e mandélico séo reduzidas o que contiqiawa uma rapida
separacdo dos dois no modo contra-eletrosméticocapacidade
tamponante é cerca de 16 mmol; Le os valores de EMD e
condutividade sdo adequados para a separacéo.

A separacdo simultanea dos analitos de interesagmecapilar
ndo revestido sé seria possivel em um pH que alidedé do EOF
fosse maior que a mobilidade dos &cidos hipuriomedélico, uma vez
gue os dois sdo separados no modo contra-eletrtiosmAssim, fica
configurado que a separacdo é fortemente dependtEntgH do
eletrélito, pois em pH baixo onde a mobilidade d@F= menor que a
mobilidade do &cido hipurico e mandélico esses nfiissdo detectados.
O aumento do pH aumenta o EOF para permitir a q@mldos &cidos
até o detector, porém aumenta também a mobilidasl@cidos hipurico
e mandélico e diminui a da creatinina até valoragarbaixos fazendo
esse analito migrar muito proximo do pico do EOFfu® em uma
amostra complexa pode ser problematico, pois patepwmeter a
separacéo. Além disso, nos pH por volta de 6 o &ddem uma regiao
de instabilidade e isso também poderia compronaetepetitividade do
método, e dependendo do grau de variacdo ndo peaniteteccao
simultdnea dos analitos. Por isso, no pH selecmmeaia a separacao
dos analitos (3,6) o capilar modificado com SAQ@cuado e k-
carragena se constitui como uma boa alternativeesaptando EOF
elevado praticamente constante (~30 x° & V™' s perfil de
mobilidade descrito no Capitulo 1) na faixa de mikd podendo ser
empregado no método. Essa modificacdo contribuia par
desenvolvimento de um método rapido de separacfocadalitos de
interesse, somando a mobilidade do EOF com as idedids da
creatinina e histidina, e conduzindo os acidosriiple mandélico até o
detector.
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5.4.1.3 Efeito Joule, for¢a ibnica e tenséo dersepa

A verificacdo da existéncia do efeito Joule pelsviteda lei de
Ohm no eletrélito do método proposto usando Trisnbol L e HIBA
30 mmol L foi realizada e os resultados estédo apresenta$gora
5.4.

14

124

104

Corrente (PA)

T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Tensao (kV)

Figura 5.4 Variacdo da corrente em func¢do da aplicacdo deéidepara o
eletrélito Tris 10 mmol L* e HIBA 30 mmol [, pH 3,63, forca i6nica 10 mmol
L™, realizada em um capilar de 32 dm,J x 50 pm (DI).

A variagdo da corrente obtida mostrou uma relaig@ail com a
tensdo aplicada com coeficiente de determinac&299,8 um elevado
valor de F mostrando a significAncia do modelodin@- = 59643),
revelando a minima existéncia do efeito Joule aEnsdo maxima de
30 kV. Quanto a possibilidade de utilizacdo de dionga ibnica maior
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que 10 mmol L}, por exemplo, 20 mmolt, n&o seria vantajosa pois a
capacidade tamponante do eletrdlito com 10 mrifafié forca idnica ja

é suficiente (cerca de 16 mmot')L Além disso, com o aumento da
forca ibnica ocorre uma diminuicdo do EOF, devidocompresséo da
dupla camada elétrica. Com isso o tempo de semamdgs analitos
aumenta, especialmente dos acidos hipurico e maadéltimos picos

a migrar no modo contra-eletrosmotico), o que pliepuma separacao
rapida. Também o perfil dos picos obtidos no eligtrd0 mmol L
ficou melhor que no de 20 mmol*lapresentando uma eficiéncia de
separacdo maior (eficiéncia média para 10 mniblde forca idnica:
25357 pratos M e eficiencia média para 20 mmot de forca idnica:
18383 pratos ). Com relacdo a tensdo de separacdo para ser
empregada no método foi escolhido 30 kV, pois cammtencéo é
desenvolver um método rapido a tenséo selecionaeda fmaxima
permitida pelo equipamento.

5.4.1.4 Eletroferograma simulado e experimentaingpb de injecdo no
método proposto

Apoés todas as otimizacBes no método proposto &izexla a
simulagdo da separacdo dos analitos usansloftovare PeakMastee
comparado com um eletroferograma obtido experinraptae, os quais
estdo apresentados na Figura 5.5.
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Figura 5.5 Eletroferograma simulado usando software PeakMaster
eletroferogramas de uma amostra de urina diluidee4és com e sem padréo
interno; e eletroferograma de uma solucdo padréndiCoes experimentais:
eletrélito composto por Tris 10 mmol‘le HIBA 30 mmol L*; pH 3,64; capilar

de silica fundida de 32 cnb.{), 8,5 cm Lg), € 50 um (DI) revestido com
SAQQ reticulado &-carragena; lavagem entre corridas com eletroliontin;
injecdo 50 mbar/3 s pelo caminho mais curto dolaa@té do detector;
separacgdo 30 kV; temperatura®g deteccdo em 200 nm. Outras condi¢es da
simulacdo: EOF 32 xIbm? V' s', tens&o efetiva calculada para cada analito.
Legenda dos picos: C — creatinina; H — histidingt -A acido hipurico; AM —
acido mandélico; Pl — padrao interno (acido 3,3eddxibenzdéico; mobilidade
-24,1 x 10 m* V' s*, calculada pelo método de WILLIAMS e VIGH; 1996, e
correcao da forga idnica); EOF-fluxo eletrosmético.
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Na simulacdo foi utilizada a equacdo abaixo pamigio a
tensdo aplicada em cada analito, uma vez que ripaggento utilizado
existe uma rampa de aplicacéo de tenséo.

Veff = (1' ((tamp/ (2 Tobg))) Vapl (Equagéﬂ))S.

Onde tamp € 0 tempo da rampa de tensdo estimado em 9.6 &; ®
tempo de migracéo observado em g; ¥ a tenséo aplicada em volts; e
Vet € a tensdo efetiva em volts (valor usado na sigfola Os dados
obtidos foram transferidos para software Origif no qual foi
construido o eletroferograma simulado. Foi obsexrvagna boa
proximidade entre o0 eletroferograma simulado e dobti
experimentalmente. Além disso, também o perfil idtr@ferograma de
uma amostra de urina foi semelhante ao de umanmidaupadrées. Foi
possivel verificar que, no tempo de migracdo dorgmadhterno, nao
existe nenhum pico presente no eletroferogramandsstza de urina o
que permite seu uso para esta funcdo no método.

Para verificar o efeito do tempo de injecdo nalsitos analitos
de interesse foi construido um grafico de alturgpide em funcao do
tempo de injecdo e os resultados obtidos estdceapeos na Figura
5.6.
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Figura 5.6 Altura do pico para creatinina, histidina, acidpdrico e acido
mandélico; e resolugdo creatinina:histidina e abigarico:acido mandélico em
funcdo do tempo de inje¢do; usando o capilar meadifi com SAQQ reticulado
e k-carragena. Eletrélito Tris 10 mmol‘le HIBA 30 mmol L[, pH 3,63, forca
ibnica 10 mmol [*. Condicdes de injecdo: -50 mbar/x s (solucdo mAdra
tensdo 30 kV; tempo de condicionamento entre asrabm eletrélito 0,5 min;
concentrac@o dos padrfes creatinina, histidindpddpurico e 4cido mandélico
todos 5,0 mg L. Capilar de silica fundida de 32 ch), 8,5 cm [4e), € 50 pm
(DI) e deteccdo em 200 nm.
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E possivel observar que em todos os casos a aturaco
aumenta com o aumento do tempo de injecdo até wimm&m cerca
de 11 s, embora a resolugdo entre os picos deiggidicativamente
com o0 aumento do tempo de injecdo. Levando em aumeaem um
método rapido de separacdo deve-se obter a mamugdo possivel da
separagdo foi selecionado o tempo de injecdo deugasdo pressdo
hidrodindmica de 50 mbar, pois com esta configurdgémantida uma
boa resolugéo entre os picos de ambos os paretirfara:histidina;
acido mandélico:acido hipurico). Outro fator quelabora com a
escolha deste tempo é que o pico do EOF aument#icagjvamente
com o aumento do tempo de inje¢cdo podendo interfexi analise
devido a sua aproximacao dos picos da creatinihéstaina. Além
disso, a magnitude do sinal dos analitos podesdratada usando uma
diluicAo apropriada da amostra, dependendo da idadet de cada
analito. Outra vantagem desse tempo de injecadgoéssibilidade de
obter uma faixa de calibracdo maior que com templevados
mantendo uma resolucdo minima, pois com elevadaso® de injecao
quanto maior a concentracdo dos analitos maioolapilidade de co-
migracdo, o que limita a faixa de calibragdo. Tamb&m o tempo de
3 s, 0 volume de amostra injetada no capilar é greme isso previne
interacbes indesejaveis da superficie do capilan es proteinas da
amostra auxiliando na estabilidade do EOF ao lalagocorridas.

5.4.1.5 Injecdo de amostra de urina diversas vemea verificar
desempenho do método e tempo instrumental de endlis

A fim de avaliar o desempenho do método proposli@aando
capilar modificado com SAQQ e-carragena foram realizadas 98
corridas no mesmo sistema de separacao (corridaseguida da outra;
no mesmo capilar, mesmo revestinento e eletrélitojuindo uma
amostra de urina diluida 40 vezes, outra amostraride diluida 50
vezes e uma solucdo padrédo dos analitos 50 fdodas diluidas em
agua deionizada e injetadas. Os eletroferogramae@ostos obtidos
para a amostra de urina diluida 40 vezes, outrataadiluida 50 vezes
e a comparagdo de alguns dos eletroferogramas 8aso@idas
realizadas com amostra e padrbes estéo apresentlégyura 5.7, 5.8
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e 5.9, respectivamente. Foi possivel verificar peguena variacdo nos
tempos de migracdo dos picos ao longo das comdasrando uma boa
adequacdo do método para analise das amostras im®e @utra
informacao importante foi o bom comportamento daiff@acdo da
superficie do capilar com SAQQ reticulada-earragena mantendo o
EOF estavel durante as corridas, indicando quecdsipas presentes na
amostra de urina néo interferem na mobilidade d6.EO

Pl

tempo (minutos)

Figura 5.7 Eletroferogramas sobrepostos de 40 corridas deamustra de
urina diluida 40 vezes. Condicdes experimentaetrdito Tris 10 mmol [* e
HIBA 30 mmol L, pH 3,63, capilar de silica fundida de 32 dm) 8,5 cm
(Lged, € 50 um (DI) revestido com SAQQ reticulada-earragena, lavagem
entre corridas com eletrélito 0,5 min, injecdo S5Pami3 s pelo caminho mais
curto do capilar até do detector, separacio 3Qdeviperatura 25C, deteccdo
em 200 nm. Legenda dos picos: C — creatinina; Hstidma; AH — &cido
hipdrico; AM — &cido mandélico; Pl — padréo intern@cido 3,5-
dihidroxibenzoico).
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tempo (minutos)

Figura 5.8 Eletroferogramas sobrepostos de 40 corridas de autiostra de
urina diluida 50 vezes. Condicdes experimentais:Figura 5.7. Legenda dos
picos: C — creatinina; H — histidina; AH — acidopiico; AM — &cido
mandélico; Pl — padréo interno (acido 3,5-dihidbexizéico).
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AH

AM

padrdes 50 mg L corrido depois das amostras

802 corrida — amostra (II) diluida 50 vezes

602 corrida — amostra (1) diluida 50 vezes

502 corrida — amostra (II) diluida 50 vezes

Jp;j\_,ﬂL 412 corrida — amostra (1l) diluida 50 vezes
J N H N 402 corrida — amostra (1) diluida 40 vezes
N A \ AN 302 corrida — amostra (1) diluida 40 vezes
J R f\ I 202 corrida — amostra (1) diluida 40 vezes

A 102 corrida - amostra (1) diluida 40 vezes
A
/\_’A/\A‘ 12 corrida — amostra (1) diluida 40 vezes
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/\ padrdes 50 mg L™ corrido antes das amostras
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Figura 5.9 Eletroferogramas comparando algumas das 98 comiddizgadas

com duas amostras de urina diluidas e padr8esrdiigoa usando o método
otimizado. Condicdes experimentais: ver Figura kegenda dos picos: C —
creatinina; H — histidina; AH — &cido hipurico; AM acido mandélico; Pl —
padrao interno (acido 3,5-dihidroxibenzoico).
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Quanto ao tempo instrumental de andlise (TIA) fogastos
2,95 min (Figura 5.10). Do TIA a maior parte falishda na separacéo,
cerca de 51%, e o menor dispéndio de tempo ocoreeetapa de
condicionamento do capilar entre corridas, 17%. @ORbA obtido pelo
método otimizado é possivel realizar cerca de 2idas H'.

injecdo e permuta
0,95 min
(32,2% doTIA)

*TIA = 2,95 min

Figura 5.10 Gréfico representando as porcentagens de tempo gastada
etapa do método proposto em relagdo ao tempo instrial de analise usando o
método otimizado.

5.4.2 Desempenho analitico do método

A avaliagdo do método proposto otimizado para aerg@éhacao de
creatinina, histidina, acido hipdrico e acido mdiecdéem urina foi
realizada utilizando os parametros linearidadejtdsnde deteccdo e
guantificagcéo, precisdo e seletividade (RIBA&Ial, 2004). Também
foi avaliada a conformidade do sistema.
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A seletividade do método proposto para determmadé
creatinina, histidina, acido hipdrico e acido mdicdéem urina foi
avaliada empregando o método de adicdo de padd® resultados
obtidos estdo apresentados na Tabela 5.1. As agdliis da curva de
adicdo de padrao (creatinina 0,0113, histidina @p@cido hipurico
0,0918 e acido mandélico 0,0650) e da curva ddreghio externa
(creatinina 0,0107, histidina 0,0062, &cido hipairi@,0859 e acido
mandélico 0,0609) foram comparadas. A aplicacadedt®-tmostrou
que as inclinagbes das curvas de calibracdo exeerda adicdo de
padrdo em todos 0s casos sdo estatisticamente iguaatininat.,. =
0,47, histidinateac = 0,23, acido hipuricde,. = 1,65, &cido mandélico
teac = 1,13,teic = 4,3, com nivel de confianca de 95%). A proxirdiela
observada entre as inclinagdes das curvas indicaen ay método
apresenta seletividade adequada para a andlisesdastlitos nas
amostras de urina. Foi possivel verificar também gsl resultados de
recuperacdo para seis niveis de concentracdo mawstrama boa
concordancia (98-106% de recuperacdo) com os walbgereferéncia,
sugerindo que o método apresenta exatidao aceitavel
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Tabela 5.1 Verificagdo da seletividade do método para deteagdin de creatinina, histidina, acido hiparico el@dechandélico
em amostras de urina usando adicdo de padrdo. Rddagidos em 200 nm.

Concentracéorecuperads, mg L™ (recuperacao, %)

Concentracao
adicionada,
mg L™
creatinina histidina acido hipurico acido mandélico

12,5 13,25 (106) 13,05 (104) 12,79 (102) 12,76 (102)
18,75 19,10 (102) 19,23 (103) 19,23 (103) 19,27 (103)

25 24,53 (98,1) 24,84 (99,4) 24,95 (99,8) 24,99 (99,9)
31,25 31,37 (100) 31,20 (99,8) 31,16 (99,7) 31,15 (99,7)
37,5 36,80 (98,1) 37,33 (99,5) 37,35 (99,6) 37,42 (99,8)
43,75 43,73 (99,9) 43,80 (100) 43,68 (99,8) 43,60 (99,7)

" Resultados de duas medidas em duas replicatad) Recuperacéo usando uma amostra de urinaaliidl vezes. Inclinacées:
creatinina 0,0113 + 0,0015, histidina 0,0064 + @Z)C&acido hipurico 0,0918 + 0,0047 e acido mandéli®650 + 0,0050.
Coeficientes de determinagéo > 0,999. Concentrdeaweatinina na amostra 3020 mig histidina 594 mg L, cido hipurico

434 mg L', e 4cido mandélico ndo detectado.
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Os resultados obtidos de conformidade do sistenr&, d
linearidade, limites de deteccdo e quantificacade erecisdo para o
método proposto estdo apresentados nas Tabelas532g 5.4,
respectivamente. A eficiéncia de separacdo obtida ps analitos foi
maior que 23600 pratos por metro e 0s picos api@sen uma boa
simetria. Também a resolucdo obtida entre os asdlii adequada para
a separacdo. As curvas de calibracdo obtidas peaéirnina, histidina,
acido hipuarico e acido mandélico apresentaram uo@ linearidade
(coeficiente de determinacdo > 0,99) em uma amplxaf de
concentracdo. O modelo linear mostrou ser sigmifecgara as curvas
de calibracdo externa dos analitos estudadosfiando entre 16500 e
22000) e nao apresentou falta de ajuste (creatiRiga = 0,0005,
histidina F¢5c = 0,0006,4cido hipuricoF.,c = 0,0006, acido mandélico
Feac = 0,0007 Feriic = 3,29; com nivel de confianca de 95%). Os limites
de deteccdo e quantificacdo (LD e LQ, respectivémeteterminados
usando os parémetros da curva de calibracdo, faamsiderados
adequados para a determinacdo dos analitos desséenas amostras de
urina, com valores de LD variando de 0,21 a 1,3.fhgAs precisdes do
método foram determinadas usando solugdo padramaosta. Os
resultados de precisdo instrumental, intra-ensambeemediaria obtidos
para a area de pico e para o tempo de migracasempaeam valores de
CV menores que 2,8%, com excec¢do da histidina guesentou CV
menor que 5%. Apesar de um pouco mais elevadosalmses de
precisao para a histidina, especialmente no cagwetdisdo de area de
pico na amostra, ainda assim pode ser considenadealor aceitavel
diante da complexidade da amostra. Além disso,nal sle area da
histidina foi 0 menor para os trés picos detectatosirina (valor de
area de pico menor que 1), o que também pode méritnddo para um
CV mais elevado.
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Tabela 5.2 Resultados de parametros de conformidade do métimizado para determinagdo de creatinina, histidatido
hiparico e acido mandélico em amostras de urinaQorCondi¢cdes experimentais: ver secdo experirhenta

Parametro n Analitos

creatinina  histidina  acido hipurico acido mandélico
Ndmero de pratos (N W)@ 3 108410 155724 30107 23604
Simetria de pic@ 3 1,37 0,836 0,626 0,540
Fator de assimetria de pito 3 0,674 1,32 1,80 2,25
Fator de cauda de pio 3 0,820 1,17 1,48 1,75
Resolucaly 3 1,13 (cre:his) 3,11 (hip:mad)

®  NGmero de pratos calculado de acordo com a eqigal6 (¢ / wy)?, ondet; é o tempo de migracéo do analito dado em min
ew, é a largura de pico na base, nas mesmas unidatje€oncentracdo dos analitos 50 my L

®) Simetria de pico obtida depftwareChemstatiofi. Fator de assimetria calculado usando a distanpirtir do centro do pico
para a cauda do pico dividido pela distancia ddroeio pico para a cauda frontal, com todas as dasdieitas a 10 % da
altura méxima do pico. Fator de rejeicdo foi caldal usando a distancia da cauda frontal do pica patauda do pico
dividido por duas vezes a distancia do centro @o para a cauda frontal, com todas as medidas faita % da altura
maxima do pico.

© Resolugéo calculada usando a equaB&os 2 (4 — t.)/(Wy + Wa.1), ondet é o tempo de migracéo do picaved a largura do
pico na base. Concentracédo dos analitos 50 g L



Tabela 5.2 Resultados de linearidade, limites de deteccaoaetiicacio, e teste estatistico para verificaigaificancia do
modelo linear do método otimizado para determinatgoreatinina, histidina, 4cido hipdrico e acidanafélico em amostras de

urina por CE. Condicdes experimentais: ver secferaxental.

Parametro n Analitos

creatinina  histidina  &cido hipurico acido mandélico
Linearidade-faixa de calibracdo (md)® 9 12-125 12-125 12 - 125 12 - 125
Linearidade-inclinacéo (L mg)® 0,0107 0,0062 0,0859 0,0609
Desvio padrao inclinac&d 0,0010 0,0003 0,0019 0,0011
Linearidade-intercept® 0,0258 0,0159 0,2084 0,0879
Desvio padrao intercepfo 0,0012 0,0025 0,0056 0,0116
linearidade-coeficiente determinacad)® 0,999 0,999 0,999 0,999
Limite deteccdo, LD (mgB)® 0,371 1,32 0,215 0,628
Limite quantificacdo, LQ (mg£)® 1,12 3,99 0,650 1,90
F 22066 18046 18704 16512

® Cada ponto da curva de calibracdo preparado eficatzape medido em duplicata. Curvas de calibragio correcéo da area

usando padrédo interno.

®) Limites de deteccéo e quantificacéo calculadoscdedo com as equacde® = (3,3 x s)/SLQ = (10 x s)/Sondes é o desvio
padrao do coeficiente lineaiS® a inclinagdo da curva analitica, respectivamente
© Creatinina, histidina, acido hipurico e acido méliub Fic = 4,49, NGL = 17.

268
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Tabela 5.4 Resultados de precisdo do método otimizado paerrdietacdo de creatinina, histidina, 4cido hipumicdécido
mandélico em amostras de urina por CE. CondicOesrementais: ver se¢cao experimental.

Parametro n Analitos

creatinina histidina acido hipurico acido mandélico
Precisdo instrumental, CV (%) — 20 0,32 (0,67) 0,35 (2,8) 0,37 (1,4) 0,47 (ND*)
area de pico
Precisao instrumental, CV (%) — 20 0,74 (0,56) 0,77 (0,60) 0,68 (0,74) 0,85 (ND*)
tempo de migracéo
Precisao intra-ensaio, CV (%) — 8 1,5 (2,0) 1,6 (4,0) 1,3 (2,4) 1,4 (ND¥*)
area de pico
Precisdo intra-ensaio, CV (%) — 8 0,86 (1,0) 0,88 (1,0) 0,79 (0,81) 0,92 (ND*)
tempo de migracao
Precisao intermediaria, CV (%) - 12 1,4 (1,9) 1,4 (5,1) 1,2 (2,8) 1,3 (ND¥*)
area de pico
Precisdo intermediaria, CV (%) — 12 0,74 (0,98) 0,77 (0,94) 0,85 (0,92) 1,1 (ND*)

tempo de migracao

* Coeficientes de variagdo calculados com a equaC&o= (P/i) x 10Q ondeP é o desvio padrdo absolutozeé a média
aritmética da razdo de area do analito pelo paidtg@ono ou a média aritmética do tempo de migraya@bores de CV para
precisdo instrumental medidos na mesma solucéa,geacisao intra-ensaio foram 8 prepara¢des corasana concentracao e
para precisdo intermediaria 8 preparacdes em um diais 4 preparacdes em outro dia, usando sopagiéo 50 mg T dos
analitos ou uma amostra. Valores de CV entre peséatsao referentes a uma amostra de urina dé0idazes. *ND — ndo

detectado.
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5.4.3 Aplicacdo do método otimizado na andlise demastras de
urina e avaliagdo do efeito de diferentes bebidaageridas no sinal
do acido hipurico

Na analise de acido hipurico como biomarcadorpgigdo ao
tolueno os laboratdrios recomendam a coleta da adrfinal da jornada
de trabalho e isso abre uma margem para possikeiacées desse
marcador em fungcdo de habitos alimentares podeadar gesultados
ndo condizentes com a exposi¢ao ao tolueno. Essemafio decorre do
conhecimento que algumas moléculas presentes ¢os edimentos sao
metabolizadas em &cido hipuarico resultando em umeato desse
biomarcador na urina. Os laboratérios indicam camerferentes nessa
analise dietas ricas em alimentos que contenhameipaimente acido
benzobico, uma substancia largamente empregada comeervante,
especialmente em refrigerantes (HOMARCO, 2011).nfestdo de
outras bebidas como o café também altera os nileecido hipurico
devido a presenca de acidos fendlicos como o &taogénico nessa
bebida que é convertido em &cido hipurico (OGAW®al, 2011).
Assim, foi realizado um experimento para verifieaguantidade e a
velocidade de geracédo de acido hipurco na urinanteira ingestao de
diferentes bebidas procedendo-se de duas maneigestao gradativa
de doses pequenas da bebida ao longo de um digestdn de um
volume elevado da bebida no menor tempo possivéhteéhsdo deste
ensaio foi avaliar o grau de interferéncia no taslal do 4cido hipurico
durante a ingestdo de cada bebida. A caracterizdg8odiferentes
bebidas ingeridas com relagdo as concentragfesidiz @orogénico e
acido benzéico, substancias que sao metabolizadaécilo hipurico,
esta apresentada na Tabela 5.5.
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Tabela 5.5 ConcentragGes de precursores do acido hipuricodifasentes
bebidas ingeridas. Resultados expressos como amédiervalo de confianca
de 95% (amostras preparadas em duplicata e infetadaluplicata).

bebida acido clorogénico acido benzdico
(mg L® (mg LY
café? 432 +56 -
chd” <LD -
chimarrad’ 1246 + 81 -
refrigerante - <LD
refrigerante If’ - 192 +7
refrigerante 1I{” - 290 +2

@ café em p6 soliivel instantaneo; concentracédo desupmores determinada em
uma dose de 200 mL de agua contendo 2 colherdsadeheias de café (~ 4,3 g).

® cha verde em saquinho contendo folhas e talosCdeellia sinensis
concentragfes determinadas em 200 mL de agua donfesaquinho de cha de
16 g.

© Chimarrdo preparado com entex paraguariensis ~ 80 g de erva mate
acomodada em uma cuia e volume de agua de 100 whcemtracSes
determinadas no primeiro volume de bebida em cowth a erva.

@ Acido clorogénico determinado usando eletroforesglar em um capilar de 32
cm x 50 pm, eletrélito composto de tetraboratod@i#cs10 mmol [* em pH 9,3,
deteccdo em 350 nm, injecdo 50 mbar/1Q4s 3,5 cm), tensdo 25kV, LD 2,4
mg L'e LQ 8,0 mg [%.

® Acido benzéico determinado usando eletroforeselarapin um capilar de 32 cm
x 50 pm, eletrélito composto de TRIS 25 mmdi & HIBA 12,5 mmol [* em pH
8,1, deteccdo em 200 nm, injecdo 50 mbarl3,g&,5cm), tensdo 30 kV, LD 3,2
mgLle LQ 11 mg %

Os resultados de concentracdo de creatinina, ihstiel acido
hipurico determinados nas amostras de urina dueaimgestao de agua,
café, cha e refrigerante estdo apresentados nasa&i$.11, 5.12, e
5.13, respectivamente. Para o acido mandélicovessnile concentracao
presentes em todas as amostras foram menoreslduel@ método. Os
valores de concentracdo obtidos foram maiores parereatinina,
seguido da histidina e acido hipurico, embora tenk&o observadas
grandes variacGes entre 0s niveis de concentragmidr&s analitos na
amostra. Apesar disso, € visivel uma certa relagdiee os perfis dos
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niveis de creatinina e histidina nas amostras agol@lo tempo, embora
0s valores de concentragdo sejam muito distintos.
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Figura 5.11 Resultados da determinagcdo de creatinina usandoétodm
otimizado por CE-UV em amostras de urina coletadlagsnte a ingestdo de
diferentes bebidas. CondicBes experimentais: veficsenateriais e métodos.
Dados obtidos em 200 nm, e resultados expressos aamédia com limite de
confianca de 95% pare= 4.
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Figura 5.12 Resultados da determinacdo de histidina usando wdmé
otimizado por CE-UV em amostras de urina coletadlagnte a ingestdo de
diferentes bebidas. CondicBes experimentais: veficsenateriais e métodos.
Dados obtidos em 200 nm, e resultados expressos aamédia com limite de
confianca de 95% pare= 4.
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Figura 5.13 Resultados da determinacéo de acido hipurico usandétodo
otimizado por CE-UV em amostras de urina coletadlamnte a ingestdo de
diferentes bebidas. Condi¢cdes experimentais: veficsenateriais e métodos.
Dados obtidos em 200 nm, e resultados expressos aamédia com limite de
confianca de 95% pare= 4.
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Para avaliar os niveis de acido hiparico na urineamte a
ingestdo das diferentes bebidas foi
concentracdo de acido hipurico pela concentragd@reatinina em
func&o do tempo. O gréfico obtido esta apresentadeigura 5.14. Essa
€ a maneira correta de expressar a concentracacidiz hipurico no
exame para verificar a exposicao ao tolueno, porgatinina atua como
um corretor do volume de urina expelida (ARNDT, 200
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—v—ché&
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Figura 5.14 Variacdo da concentracdo de acido hipldrico em aelag
creatinina durante a ingestdo de diferentes bebibidsrmacdes sobre as
bebidas ingeridas: ver se¢éo experimental.
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A andlise dos resultados obtidos (Figura 5.14) roostjue
durante a ingestdo gradativa das diferentes bebidamcentracdo de
acido hipurico no caso da agua, cha e refrigersete acido benzdico
ficou abaixo de 0,25 ggde creatinina em todo o periodo monitorado.
Enquanto isso, para o café, chimarréo e refrigeremin acido benzoico
0s niveis encontrados foram mais expressivos,iatiogim valor de até
0,75 g g1 de creatinina. Entretanto, em todos esses casosves
detectados ficaram abaixo do valor limite estalidte@ela Norma
Regulamentadora nimero 7 (NR-7) da Secretaria der&eca e Saude
no Trabalho do Ministério da Satde do Brasil (MIRERIO DO
TRABALHO E EMPREGO, 2011), que estabelece parareetro
bioldgicos para o controle da exposicdo a agentafmicps,
determinando limites para o &cido hipurico urindtéaté 1,5 g §de
creatinina considerado sem risco a saude (valdteline 2,5 g g de
creatinina considerado risco extremo (IBMP - inddéeldgico Maximo
Permitido). J& para o estudo ingerindo em um dengoo quantidades
elevadas de café e refrigerante contendo acidodimnioi possivel
verificar uma diferenca significativa nos niveis aelinacéo de &cido
hiparico e também no tempo de eliminacéo. No caseceffigerante a
geracgao de 4cido hipurico na urina iniciou rapidamapresentando um
méaximo cerca de 30 min apds o término da ingest&sadbebida (1 L
de refrigerante ingerido entre 09:00 e 10:30 hjeternando a niveis
baixos a partir de 7 h depois da ingestdo. Enquasso, o
comportamento observado do &cido hiparico depotear café (0,4 L
de café ingerido entre 09:00 e 10:30 h) foi umaiek¢éo baixa até 7 h
depois da ingestdo dessa bebida, comecando a anrgeadativamente
0 nivel de &cido hiparico a partir deste ponto @t maximo 14 h
depois da ingestéo.

A diferenca observada nos niveis de acido hiplgmaoelacdo a
creatinina pode estar relacioanada aos processdabdtieos da
eliminacdo dos compostos precursores do acido ibgpiresentes nas
bebidas ingeridas. Um estudo realizado por OGAWeéolaboradores
(OGAWA et al, 2011) ilustra a metabolizacdo do acido clorogénic
organismo, um dos compostos fendlicos mais abuesam café. A
eliminagdo deste composto envolve a formacdo deredifes
intermediarios em diferentes rotas (Figura 5.15¢ ser finalmente
convertido em acido benzéico que reage com a glionginando o
acido hipurico.



277

Administragdo oral

Acido cindmico

Acido caféico " /
fro— —
Acido o
clorogemco Acido fenilpropidnico
N
o

fv\(—> OAL—=0O<
Acido clorogénico

Acido
ciclohexanocarboxilico

| @ - Ot

Intestino delgado

Acido quinico Acido benzéico

Parede celular intestinal

Figadoe rim /

Acido 3 . <
CIC|DheXaﬂI0C3I'bOXI|IC0 Acido benzéico € Acido fenilpropiénico €——

l Acido cinamico €—

f o
@7”7“7:’*0<
on

Acido hipurico

I
v

Excregdona urina

Figura 5.15 Rota metabdlica do acido clorogénico ingerido. ((éado de
OGAWA et al, 2011).

Isso poderia justificar 0 tempo necessério pararmdcdo do
acido hipurico na urina quando o café é ingeridopdra o caso do
refrigerante é ingerido diretamente o acido bemzdjge reage com a
glicina para formar o acido hipdrico (Ultima etgmpara formagédo do
acido hiparico) sendo mais rapidamente eliminadounima. O que
também colabora com essa sugestdo sdo os nive&ledtede acido
hipurico na manha do dia seguinte ap0s a ingestdafé e chimarrao,
outro indicativo da metabolizacdo mais lenta dad@otlorogénico.
Como mostrado no esquema da Figura 5.15 o acidodlmentambém
pode ser eliminado na urina sem ser convertido @do dipurico. Por
isso devido a elevada ingestéo de acido benzéicefrigerante tomado
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foram realizadas analises com uma das amostrasagpesentou um
elevado nivel de acido hipurico nas quais se eerfique essa molécula
migra no mesmo tempo do padrdo interno, entretafitofoi possivel
detecta-la quando a amostra foi injetada sem uspadiodo interno.
Além disso, o CV da &rea do padréo interno obserdadante a andlise
das amostras de urina apos ingerir refrigerantéendo acido benzoico
e ingerindo somente &gua, apresentou valores nengue 2%
mostrando que o acido benzoéico nédo interferiu remilrados das
amostras de urina analisadas. Na literatura € itespre podem ser
encontradas pequenas quantidades de acido benadic@rio,
entretanto a presenca de niveis maiores desta ut@lgg urina pode ser
um indicativo do mau funcionamento do metabolisespecificamente
do figado e rim, na detoxicacdo do acido benzéammdndo &cido
hiptrico (PENNERet al, 2010; LEBEL et al, 1988). Por fim, a
diferenca significativa observada tanto no tempaeecdo do acido
hipurico quanto nos niveis determinados em funcdoingestdao de
diferentes bebidas com um dos valores ficando admaalor limite
estabelecido pela NR-7, configuraria uma pessoa ¢ETOS a
exposicado, apesar de ndo ter tido contato comrtolugos incrementos
observados nos niveis de &cido hipurico duranteyesido das bebidas
pode-se verificar que o efeito da ingestdo de lasbmbntendo acido
benzdbico nao seria significativo se a pessoa rgerisse essa bebida no
mesmo dia da coleta. Entretanto, para aquelas rmmteacido
clorogénico a eliminagcdo do éacido benzdéico foi mpislongada
podendo interfeir nos resultados se a bebida tossada no mesmo dia
da coleta ou no dia anterior. Isso confirma que&ise dos resultados
deste marcador deve ser muito criteriosa send@®zahecessaria a
realizacdo de contraprovas do exame.
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5.5 CONCLUSOES

No presente estudo foi desenvolvido um métododdamie
separagcdo que permite determinar creatinina, Imatide os
biomarcadores acido hipuarico e acido mandélico eraséras de urina
utilizando Tris e HIBA como componentes do eletodtie corrida e um
capilar revestido com SAQQ reticuladac-€arragena. O procedimento
de preparo da amostra empregado foi simples eaafidevestimento
usado no capilar apresentou um bom desempenhongo ke varias
injecBes de uma amostra de urina, com pequenas;&ias no tempo de
migracdo dos analitos. O TIA gasto foi menor qumi8 por andlise
possibilitando realizar cerca de 20 corridds A avaliacdo do método
mostrou bons resultados de recuperagdo, de preeisé® e LQ
adequados para analise dos quatro analitos dessetenas amostras de
urina. O método foi aplicado na avaliacdo dos side acido hipurico
urinario durante a ingestéo de diferentes bebidastrando perfis de
eliminacdo de 4&cido hipdrico distintos, em termos ®@mpo e
quantidade eliminada, principalmente quando ingebiebida contendo
acido benzdico ou &cido clorogénico. Foi confirmaaie incremento
significativo na quantidade de acido hiparico geragds a ingestéo de
bebidas contendo precursores do &cido hipurico numénfluenciar
significativamente na interpretacdo dos resultatbosxame para avaliar
a exposicdo ao tolueno. Estudos deveriam ser aealkz com mais
voluntarios para se ter uma real dimensao da gleatgie do tempo de
metabolizacdo dos componentes de diferentes belsiolasiderando
diferencas entre os organismos, para se predizent@uempo antes da
coleta o individuo deveria ser privado de tal balpdra ndo alterar os
resultados de acido hipurico medidos. Seria insargs fazer um estudo
também da alteracdo dos niveis de acido hiparicauena durante a
ingestdo de alimentos contendo benzoato como a@mger uma vez
gue inumeros fabricantes utilizam largamente essdéaula para
conservar alimentos.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERPECTIVAS

No presente trabalho foram apresentados diferentes

modificacdes de capilares usando QTS, SAQQarragena e, também
GLU, como agente reticulante. O preparo dos rawestios foi muito
simples, sendo realizado por lavagens do capilan amlucdes
envolvidas em cada modificacdo. Apesar da simgldgdde preparo dos
revestimentos, em alguns casos, quando capilaréd gen (DI) foram
usados durante as modificagdes com QTS e SAQQledms, algumas
vezes ocorreram problemas de entupimento dos oegil®or isso,
deve-se ter cuidado de monitorar a passagem ppilarcdas solugdes
usadas na modificacdo durante o preparo dos renagbs. Os
revestimentos propostos apresentaram uma veradglidnteressante
com relagdo aos resultados de moblidade do EOFuegéd do pH.
Entretanto, valores elevados de CV observados gidoale inflexdo
dos perfis de mobilidade do EOF, especificamenta QIS e SAQQ
reticulados, comprometem o uso destes pH em mételaeparacéo
por CE. A avaliacdo de outras caracteristicas itaptes dos capilares
modificados como, estabilidade quimica e estalibdao longo de
varias corridas, indicou a compatibilidade das ficadées com
diferentes solugdes e solventes e também, a pakmile de uso
prolongado desses capilares revestidos. A refizados capilares
revestidos foi outro ponto estudado, no qual \&rfs-se a
possibilidade de reciclagem dos capilares. As teniaticas dos
capilares modificados foram exploradas no deseimelvto de novos
métodos analiticos por CE, cada um trazendo vam$aiggportantes no
campo da quimica analitica. A vantagem do empreg® aapilares
modificados com SAQQ sem reticulacdo e SAQQ redonl e k-
carragena, aplicados no desenvolvimento de um métarh analise de
iodeto em amostras de xarope e de um método paliseade betaina e
metionina em amostras de hepatoprotetor, respawnge, foi
contribuir para a separacdo dos analitos no modeletmsmotico,
resultando em métodos com tempo de separacdo dwsapdguns
segundos. Os revestimentos com QTS reticulada e B fculado ex-
carragena, foram empregados no desenvolvimentardenétodo para
determinar nitrato e tiocianato em amostras desalium método para
determinar creatinina, histidina, acido hiparicd@do mandélico em
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amostras de urina, respectivamente, com a vantatgrpermitir a
eliminagdo da etapa do procedimento experimentgréeipitacdo das
proteinas presentes em ambas as amostras e contdu uma
separacdo rapida dos analitos. A ndo necessidageedmitacdo das
proteinas colaborou com a frequéncia analiticandé®dos e somente
foi possivel devido a atuacdo dos revestimentogepiedo a interacao
indesejavel das proteinas com a parede do capilam disso, no
método para determinacdo de creatinina, histidiwédo hipdrico e
acido mandélico, o revestimento permitiu a separacdpida e
simultdnea dos quatro analitos (cations e &nioesjdd ao elevado
valor de mobilidade do EOF em pH 3,6 caracteristiaomodificagédo
usada. Por fim, a CE com capilares revestidos mostim grande
potencial de aplicacdo em métodos de separacéo.

Como perspectivas do trabalho pode-se citar a eangitacao
da caracterizagdo das modificagdes propostas pordaaealizacéo de
andlises de ressonéncia plasménica de superfice geterminar a
espessura da camada de revestimento formada ndicepso capilar e
também, a realizacdo de andlises de microscopfarcie atbmica para
ter maiores infomacfes sobre a morfologia dos &agsl revestidos a
fim de permitir um entendimento maior das carastieds obtidas das
modificagbes. Além disso, empregar 0s capilaresest@os no
desenvolvimento de métodos para determinacdo deeipas em
amostras de alimentos e amostras bioldgicas,artifia como detector o
fotodetector baseado na absorcédo na regido do &ivelie, também o
espectrdmetro de massas.



