UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

INSTITUTO DE QUIMICA

UNICAMP DEPARTAMENTO DE QUIMICA ANALITICA

TESE DE DOUTORADO

“Sintese e Caracterizacdo de Nova Fase Monolitica para

Eletrocromatografia Capilar Usando Método Sol-Gel”

ALUNA: Maria de Jesus Santa Gutiérrez Ponce
ORIENTADORA: Profa. Dra. Carla Beatriz Grespan Bottoli

Campinas 2011



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE
QUIMICA DA UNICAMP

Ponce, Maria de Jesus Santa Gutiérrez.

P773s Sintese e caracterizacao de nova fase monolitica
para eletrocromatografia capilar usando método sol-gel /
Maria de Jesus Santa Gutierrez Ponce. -- Campinas, SP:
[s.n], 2011.

Orientador: Profa. Dra. Carla Beatriz Grespan Bottoli.

Doutorado - Universidade Estadual de Campinas,
Instituto de Quimica.

1. Agente sililante. 2. Monolito. 3. Silica.
4. Eletrocromatografia capilar. |. Bottoli, Carla Beatriz
Grespan. Il. Universidade Estadual de Campinas.
Instituto de Quimica. lll. Titulo.

Titulo em inglés: Synthesis and characterization of a new monclithic phase for capillary
electrochromatography by sol-gel method

Palavras-chaves em inglés: Silylating agent, Monolithic, Silica, Capillary
electrochromatography

Area de concentragdo: Quimica Analitica

Titulacao: Doutor em Ciéncias

Banca examinadora: Profa. Dra. Carla Beatriz Grespan Bottoli (orientadora), Dra.
Lucia Maria Laboissiere de Alencar Auler (CDTN-MG), Prof. Dr. Leandro Machado de
Carvalho (DQ-UFSM), Profa Dra. Carol Hollingworth Collins (IQ-UNICAMP), Prof. Dr.
Jose Alberto Fracassi da Silva (IQ-UNICAMP)

Data de defesa: 15/07/2011

il



iv



A Deus pelo-domw dav vida.

Senhor ewte amo, espero-e confio;
peco-perddio-pelas vezes que

ndo-te amei, ndo-espereis e nao-confiei

Que este trabalho- sejo parow v glériov de Deus:



vi



vil

Aminha fomiiow mexicano

Aoy unigos internacionais

e v minha famiia brasileirar

Dedico-esto tese



viii



X

AGRADECIMENTOS

Primeiramente; gostowiaw de agradecer as professoras que ajudaroinm
a voltow ao- Brasil, professovaw Drov. Isabel Cristino Sales Fontes Jowrdim e
professoraw Drav. Susavwne Rath. Também agradeco- av quemv aconselhow e
audow parav iniciow o-doutorado; professor Dr. Celso-Aparecido Bertram.

Intersamente, gostowiov de agradecer & professoraw Drav. Cowlov
Beatrig Grespow Bottoly, pela confiancay, ayjudaor e ovientacio-

Aoy professorves, aos colegas e as tecnicas doy grupos de pesquisaw GEM
e LabCROM, pela ajuda nas diversas etapas do-presente trabalho-

Agradeco- ao- CNPg pelaw bolsow concedida e ao- Instituto- de Quimico e
a UNICAMP pelo- apoio- académico:-






X1

RESUMO

Monolitos a base de silica tém sido usados como fases estaciondrias em
eletrocromatografia capilar e apresentam vantagens em relacdo aos materiais particulados
tais como: melhor homogeneidade; controle do tamanho dos poros; alta estabilidade
mecanica e térmica; minimizacdo da formagéo de bolhas e diminuicdo de problemas com
filtros.

O presente trabalho teve como objetivo a sintese e caracterizagdo de uma nova fase
estacionaria monolitica a base de silica com grupos carboxilicos em sua estrutura, os quais
ajudam a sustentar o fluxo eletrosmético e conferem caracteristicas de troca catinica a fase.

A fase estacionaria monolitica foi sintetizada empregando o processo sol-gel. A sintese
do agente sililante foi feita a partir de acido 4-aminobenzoico e trietoxipropilisocianatossilano.
A derivatizacdo da fase estacionaria monolitica foi feita adicionando-se ao monolito uma
solucao de 10% do silano em DMF e deixando reagir por 6 horas a 60 °C.

A fase estacionaria monolitica funcionalizada foi avaliada por microscopia eletrénica de
varredura, espectroscopia no infravermelho e andlise elementar. A fase estacionaria também
foi testada com um equipamento de eletroforese capilar construido no laboratério com
detecgao condutométrica sem contato (C*D) e um equipamento de eletroforese capilar Agilent
com deteccgao UV.

Os resultados da microscopia eletrénica confirmaram a formag¢ao do monolito dentro do
capilar e a espectroscopia no infravermelho, bem como a analise elementar permitiram
caracterizar tanto o monolito como o silano empregado na funcionalizagdo do monolito. Na
avaliagdo com detector C*D foram separados cations e aminoacidos, evidenciando a
caracteristica de troca catidénica da fase. Na avaliagdo com detector UV foi confirmada a falta
de seletividade da fase para compostos apolares, mas, foram separados alguns farmacos
basicos com boa resolucdo e formato de pico o que indica a possibilidade de aplicacao da
nova fase em separacdes de compostos basicos.
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ABSTRACT

SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF A NEW MONOLITHIC PHASE FOR
CAPILLARY ELECTROCHROMATOGRAPHY BY THE SOL-GEL METHOD.

Monoliths are used as stationary phases in capillary electrochromatography since they
can effectively overcome the difficulties associated with packed capillary column technology. A
remarkable advantage of monolithic columns is the elimination of the end frits required to
retain particulate stationary phases.

The aim of the present study was to synthesize and characterize a new silica-based
monolithic stationary phase with carboxylic groups in its structure, which help to support the
electroosmotic flow and confer characteristics of cation-exchange to the phase.

The formation of the monolith inside the capillary was achieved using the sol-gel
method. The silylant agent was made from 3-(triethoxysilyl)propylisocyanate and
4-aminobenzoic acid. The surface modification of the monolith with the silylant agent used a
10% solution in DMF, left to react for 6 h at 60 °C.

The modified monolithic column was evaluated by scanning electron microscopy,
infrared spectroscopy and elemental analysis. The column was tested using a homemade
capillary electrophoresis system with a capacitively coupled contactless conductivity detector
(C*D) and with Agilent capillary electrophoresis equipment with UV detection.

The results of scanning electron microscopy confirmed the formation of the monolith
while infrared spectroscopy and elemental analysis characterized the synthesized silylant
agent used in the modification of the monolithic column as well as the modified monolith. In
evaluations with the C*D cations and amino acids were separated, showing the characteristics
of a cation-exchange phase. With UV detection the lack of phase selectivity for apolar
compounds was confirmed, but some basic drugs were separated with good resolution and
peak shape, which indicates the possibility of applying the new phase in separations of basic

compounds.



X1V



XV

CURRICULO

1. Dados pessoais

Nome: Maria de Jesus Santa Gutiérrez Ponce

Nome em citagdes bibliograficas: Gutiérrez-Ponce, M. J. S.

Sexo: Feminino

Endereco profissional: Universidade Estadual de Campinas, Instituto de Quimica.

Cidade Universitaria - Bardao Geraldo, 13084-755 - Campinas, SP - Brasil - Caixa-Postal: 6154
Endereco eletrénico: marepg@yahoo.com.br

2. Formacao Académica (Graduacao e Pos-Graduacao)

1999-2001: Mestrado em Quimica Analitica.

Universidade Estadual de Campinas, UNICAMP, Brasil.

Titulo: “Determinagéo cinética de cianeto livre pelo monitoramento espectrofotométrico da reacéo de o-
dinitrobenzeno com p-nitrobenzaldeido”.

Orientadora: Profa. Dra. Adriana Vitorino Rossi

Co-orientador: Prof. Dr. Matthieu Tubino

Bolsista do(a): Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior, CAPES, no programa
PEC-PG Brasil-México.

Palavras-chave: cianeto livre, métodos cinéticos de analise.

Grande 4area: Ciéncias Exatas e da Terra / Area: Quimica / Subarea: Quimica

Analitica / Especialidade: Métodos cinéticos de analise.

1992-1996: Graduagdo em Quimica.

Universidad Nacional Autonoma de México, UNAM, México, D.F..

Titulo obtido em 1998 com a monografia: “Interaccion de los iones Ca (Il) y Pb (Il) con el dipéptido
GliGIu

Orientadora: Profa. Dra. Laura Gasque Silva

Co-orientador: Prof. Dr. Rafael Moreno Esparza

Bolsista do: Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, CONACYT, México.



Xvi

3. Producao cientifica

3.1. Resumo do trabalho cientifico apresentado em congresso

» Gutiérrez-Ponce, M. J. S.; Rossi, A.V.; Tubino, M.;“Otimizacdao de Método Cinético para
Determinacdo de Cianeto com Medidas Espectrofotométricas”, 232 Reunido Anual da Sociedade
Brasileira de Quimica, SBQ, Pocos de Caldas, MG, p6ster, Maio de 2000.

» Gutiérrez-Ponce, M. J. S.; Roganti, M. M.; Silva, C. R.; Silva, J. A. F.; Bottoli, C. B. G.; “Sintese e
Caracterizacao de Novas Fases Monoliticas para Electrocromatografia Capilar Usando Método Sol-
gel” no Il Simpésio de Cromatografia (SIMCRO), realizado em S&o Pedro, SP, péster, Outubro de
2006.

» Roganti, M. M.; Gutiérrez-Ponce, M. J. S.; Bottoli, C. B. G.; “Preparagao e Caracterizagao de Fases
Estacionarias Monoliticas a partir de Butilmetacrilato para uso em Eletrocromatografia Capilar”
apresentado durante a 30* Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, realizada em Aguas
de Linddia, SP, pdster, Maio-Junho de 2007.

» Gutiérrez-Ponce, M. J. S.; Roganti, M. M.; Silva, C. R.; Silva, J. A. F.; Bottoli, C. B. G.; “Synthesis
and Characterization of a New Monolithic Phase for Capillary Electrochromatography with a
Capacitively Coupled Contactless Conductivity Detector” no 31% International Symposium on High
Performance Liquid Phase Separations and Related Techniques (HPLC 2007), realizado em Ghent,
Belgica, poster, Julho de 2007.

» Gutiérrez-Ponce, M. J. S.; Silva, C. R.; Silva, J. A. F.; Bottoli, C. B. G. “Separation of Amino Acids
using Monolithic Silica Column by Capillary Electrochromatography with a Capacitively Coupled
Contactless Conductivity Detector” no HPLC 2008, realizado em Baltimore, MD, USA, pbster, Maio
de 2008.

» Gutiérrez-Ponce, M. J. S.; Aguiar, V. S.; Aquino, W. M.; Bottoli, C. B. G.; “Desenvolvimento de
metodologia para determinacdo de parabenos em adocantes por Eletrocromatografia Capilar’ no
12° Congresso Latino-Americano de Cromatografia e Técnicas Relacionadas (COLACRO XII),
realizado em Florianépolis, SC, pbster, Outubro de 2008.

» Gutiérrez-Ponce, M. J. S.; Aguiar, V. S.; Aquino, W. M.; Bottoli, C. B. G.; “A study of porogenic
solvents in the synthesis of methacrylate-based monolithic columns for capillary
electrochromatography” no 14° Simposio Latinoamericano en Aplicaciones de la Electroforesis
Capilar y Tecnologia del Microchip en Biotecnologia, Biofarmacia e Industria (LACE 2008), realizado
em Puerto Vallarta, México, pdster, Novembro de 2008.



XVvii

» Gutiérrez-Ponce, M. J. S.; Silva, C. R.; Bottoli, C. B. G.; “Separation of some drugs by capillary

electrochromatography using a new monolithic silica phase” no LACE 2009, realizado em Sevilha,
Espanha, p6ster, Outubro de 2009.

» Silva, R. G. C.; Gutiérrez-Ponce, M. J. S.; Silva, C. R.; Bottoli, C. B. G.; Collins, C. H.; “Preparo e

aplicagdo de uma nova fase estacionaria monolitica com grupos carboxilicos para

eletrocromatografia capilar e p-LC” apresentado durante a 33% Reunido Anual da Sociedade

Brasileira de Quimica, realizada em Aguas de Lindéia, SP, poster, Maio 2010.

3.2. Artigos publicados

» Gasque, L.; Gutiérrez-Ponce, M. J. S.; et. al. “Complexation of lead (Il) by L-aspartate: cristal
structure of polymeric Pb(aspH)(NO;)” Polyhedron, 19 (2000) 649.

» Gutiérrez-Ponce, M. J. S.; Aguiar, V. S.; Aquino, W. M.; Bottoli, C. B. G.; “Determination of parabens
in sweetners by capillary electrochromatography” Aceito..

4. Outros

> Participagdo do 7" International Symposium on Advances in Extraction Technologies, realizado no
Instituto de Quimica da UNICAMP nos dias 13 a 15 novembro 2005.

» Participagao no programa estagio docente na disciplina QA 316 durante o 1° semestre de 2006.

» Participagao no programa estagio docente na disciplina QA 416 durante o 2° semestre de 2006.

» Participagao no | Workshop em Eletroforese Capilar realizado na Universidade do Estado do Rio de
Janeiro dia 12 de setembro de 2007.

» Participagdo no | Workshop em Eletroforese Capilar realizado na Universidade Federal de Sao
Paulo, campus-Diadema no dia 18 de setembro de 2007.

» Participagédo do treinamento “Diagndstico e solugdes em LC” realizado nas instalagbes da Agilent
Technologies nos dias 18 e 19 de agosto de 2008, com carga horaria de 16 horas.

» Realizagéo do curso pré-simposio de EC ministrado pelo Dr. Norberto A. Guzman no LACE 2008,
realizado nos dias 28 e 29 de novembro de 2008 em Puerto Vallarta, México.

» Participagdo no | Seminario Polimate de Eletroforese Capilar realizado na Universidade de Sao
Paulo dia 27 de abril de 2009.

» Realizagéo do curso pré-simpdsio de “Electrophoresis-Mass Spectrometry: desing and applications”
ministrado pelos Doutores: Alejandro Cifuentes; Govert W. Somsen e Gerhardus J. de Jon no LACE
2009, realizado nos dias 2 e 3 de outubro de 2009 em Sevilha, Espanha.



XViil



X1X

INDICE

INAICE @ FIQUIAS..........c..ooeeeeeeeeeceeeeee ettt n s s e XXiii
INAICE A TADEIAS. ... XXiX
Lista de abreviaturas ... s XXXi
Capitulo 1 INTrOdUGAO0. .........oeeiiii e e 1
1.1. Eletrocromatografia capilar ................occoooiiiiiiii 3
1.1.1. Histéria da Eletrocromatografia capilar....................ccccooiiiiiiii . 4
1.2. Conceitos eletroforéticos..............c.oooviiiiiiiiic e 5
1.2.1. Mobilidade eletroforética e mobilidade aparente..................cccccoeniiiiinieenn. 6
1.2.2. FIuX0 eletroSmOtICO...........coooiiiii e 7
1.3. Colunas capilares para eletrocromatografia capilar......................c..ccoccee. 10
1.3.1. Colunas recheadas ou particuladas..................cccooiiiiiiiiiii e 11
1.3.2. Colunas capilares abertas..............ccccooiiiiiiii i 12
1.3.3. Colunas MONOIITICAS..........ccooiiiiiiiiiie e 12
1.3.3.1. Colunas monoliticas a base de polimeros organicos..................cccccoecueee. 14
1.3.3.2. Colunas monoliticas de silica.................cccoeiiiiiiiii e 14
1.3.3.2.1. Processo SOI-gel.............o e 15
1.3.3.2.2. Funcionalizacao dos monolitos a base de silica....................cccocceen. 17
1.4. Fases estacionarias para eletrocromatografia capilar............................cc..... 20
1.4.1. Fases estacionarias apolares para eletrocromatografia capilar.................. 20

1.4.2. Fases estacionarias com grupo polar embutido para eletrocromatografia
CAPIIAN. ... et e e e e e e e e e 26
1.4.3. Fases estacionarias polares para eletrocromatografia capilar.................... 28
1.4.4. Fases estacionarias de troca ionica para eletrocromatografia
Loz= 1o | - T PP PUUPPPPP R 31

1.5. Avaliacao de colunas e fases estacionarias em eletrocromatografia

CAPIIAN...... ... 33
Capitulo 2. Justificativas € Objetivos .............cccccviiiiiii e 35
2.1, JUSTIfiCatiVas...........ooo e 37

2.2, ODJELIVOS. ..o a e e 38



Capitulo 3. Parte Experimental.................ccooiiiiiiiiii e 39
3.1. Materiais @ reagentes...............oooiiiiiiiiiii s 41
3.2, EQUIPAMENTOS........eeuiiiiiiiiiiiiiii et e e e e e e e e e e e 41
3.2.1. Equipamentos de eletroforese capilar.....................ccccoii e 42
3.3. Preparacao do monolito de Silica................cccooiiiiiiiiii e 43
3.3.1. Pré-tratamento do capilar...............cooouiiiiiii 43
3.3.2. Mistura reacional do monolito de silica ..............ccccoeiiiiniiii 43
3.4. Caracterizacao do monolito de silica..............cccooriiiiinii 44
3.4.1. MicroSCOPIO OPHICO. ........ueiiiiiiiii e 44
3.4.2. Microscopia eletronica de varredura.................ccoooieiiiiiiiiiiiiecee e 44
3.4.3. Espectroscopia na regiao do infravermelho....................cccooviiiiiiiieneeeeee. 45
3.4.4. Analise elementar................cccoooiiiiiiii i 46
3.5. Sintese do agente sililante.................cccii i 46
3.5.1. Caracterizacao do agente sililante...................coccoci i 47
3.5.1.1. Espectroscopia na regiao do infravermelho....................cccoviniiiiinn. 47
3.5.1.2. Ressonancia magnéticanuclear....................ccooooiiiiiii e 47
3.5.1.3. Espectrometria de MassSas.............cooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 47
3.6. Derivatizacao do monolito de silica...............ccceeiiiiiiii 47
3.6.1. Caracterizacao do monolito de silica derivatizado....................cccccoeeeennnen. 49
3.7. Condicionamento dos MONOIItOS............ccooveviiiiiiiiiiiiiee e 49
3.8. Avaliacao eletroforética dos monolitos.................cccoeeiiiiiiiiii e, 50
3.8.1.DEteCCAO C'D ... 50
3.8.2. DeteCCAO UV ...t 50
3.8.2.1. Cela de alta sensibilidade....................cccc 51
Capitulo 4. Resultados € DiSCUSSA0............ccccuiiiiiiiiiieiiiie e e eeee e 53
4.1. Preparacao da coluna monolitica de silica.................cccooiiiiiiiiiin e 55
4.1.1. Preenchimento do capilar.................ccooiii i 55
4.1.2. Caracterizacao dos monolitos de silica................cccoeviiiiiiii e 56
4.1.2.1. Microscopia eletronica de varredura.................c.cccceeiiiiieiniiiec e 56
4.1.2.2 Espectroscopia no infravermelho...................ccooc i 58

4.2. Preparacao do agente sililante..................ccoo 60

XX



XX1

4.2.1. Caracterizacao do agente sililante..................ccocoo i, 63
4.2.1.1. Espectroscopia de Infravermelho..................ccco 63
4.2.1.2. Analise elementar.................cccuuiiiiiiiiiiiee e 65
4.2.1.3. Ressonancia Magnética Nuclearde *Ce ™H.............cccoooooiiiiieicee. 66
4.2.1.4. Espectrometria de massas..............ccccoooiiiiiii i 70
4.3. Derivatizacao do MONOIITO.............cooiiiiiiiii e 71
4.3.1. Caracterizacao do monolito funcionalizado....................ccccooiiieen. 71
4.3.1.1. Analise elementar ................cccrriiiii i 71
4.3.1.2. Porosidade e area superficial por adsorcao de gas (ASAP)..................... 72
4.3.1.3. Espectroscopia infravermelho..................ccooiii 73
4.4. Avaliacao eletroforética das colunas monoliticas..............c.coccccreriiiniiins 74
4.4.1. Avaliacao eletroforética usando detector condutométrico sem contato

[(o21 o) YRS RS UV 74
4.4.1.1. Avaliacao eletroforética do monolito sem funcionalizar........................... 75
4.4.1.2. Avaliacao eletroforética do monolito funcionalizado................................. 81

4.4.1.3 Injecao dos aminoacidos arginina, histidina e lisina no monolito
FUNCIONALIZAAO ... 98
4.4.2 Avaliacao eletroforética do monolito funcionalizado usando detector

0 SR 95
4.4.2.1 Separacao de compostos NEUIIOS.............coooviiiiiiiiiiiiiiiieee e 95
4.4.2.2 Separacao de fArmMacos.............coocuiiiiiiiie e 103
Capitulo 5. CONCIUSOES ........cocuiiiiiiii et 109

2 (=] (=1 (=) 1 (o1 = L IO U TP RRTRRRPRN 113



XXil



iINDICE DE FIGURAS

Figura 1. Equipamento de ECC 1) fonte de alta tensdo, 2) reservatorios para
tampao, 3) eletrodos, 4) reservatério para amostra, 5) coluna capilar para ECC, 6)
detector € 7) MiCrOCOMPUIAOT . .......eiiiiiiiiie et

Figura 2. Dupla camada elétrica na parede do capilar e a criacdo do FEO Adaptada
Lo L= 2 ) PRSP PRS

Figura 3. Perfis de velocidade dos fluxos produzidos por (A) campo elétrico e (B) por
pressdo. Adaptada de [21]. ...

Figura 4. Colunas capilares utilizadas em ECC: (A) recheada, (B) tubular aberta, (C)
monolitica. 1. Recobrimento de poliimida; 2. Parede do capilar; 3. Janela de
deteccao, 4. Filtros. Adaptada de [23]......ccccveriiiiiieiee e
Figura 5. a) llustracdo esquematica de uma fase estacionaria monolitica polimérica.
Adaptada de [33] e, b) micrografia de uma fase monolitica de silica...........c.cccceveeeeennne

Figura 6. Esquema das reagdes do processo sol-gel com alcoxisilanos Si(OR),. (A)
reagao de hidrdlise, (B) e (C) reacdes de CoNdenSaCa0........ceeeevvvriuvreieeeeeeeeisiieeeeeeeens

Figura 7. Diferentes formas de ancoramento dos organossilanos na superficie de
silica (A) monodentado, (B) bidentado e (C) tridentado............cccouveeeeeeiiiiiiiiiieieee s

Figura 8. Rotas utilizadas para imobilizar um grupo funcional sobre a superficie de
silica: (A) heterogénea e (B) homogénea. Adaptada de [72].......ccoeviecveiiereeeiiiiiiieeeenn.

Figura 9. Estrutura quimica de uma fase com grupo polar embutido, onde R pode ser
uma cadeia de 3 a 17 CarbONOS......cooee e
Figura 10. InteracGes das fases com grupo ureia embutido e a) silandis residuais,
b) moléculas de agua, c) solutos polares e d) entre os préprios grupos polares.
Jave =T o] e=Te (o lo [ I 0 1C ] PP OPPRPTP

Figura 11. Fotos do conector empregado para fechar os capilares de silica durante

Lol (=1 F= L0 L=] A1 (o LT = 4 1[0 1T TP

Figura 12. Fotos do sistema empregado para funcionalizar os monolitos de silica no

modo on line, a) tubo peek e conectores, b) bomba seringa.............ccoeiiiiiiiiiiiiiees

Figura 13. a) Coluna monolitica capilar montada na cela de alta sensibilidade b) cela

de alta sensibilidade aberta e c) esquema interno da cela de alta sensibilidade: 1)

10

10

13

16

18

18

27

27

44

48

XX1il



coluna capilar, 2) adaptador Agilent e 3) adaptador tipo luva de 0,0155 x 0,025 cm
para capilar, Micro Tight sleeve Green, UPChUICh...........ccccoeeiiieee i
Figura 14. Fotos do sistema para preenchimento de capilares, 1) bomba seringa,
2) seringa para insulina com agulha integrada, 3) conectores e luvas para capilar 4)
Y153 (=1 0 =W 0 o] ] =T [ J PRI
Figura 15. Microscopia eletrdnica das colunas monoliticas de 1) 75 um e 2) 50 um
com aumentos de a) 250, b) 1000 € €) 5000 VEZES.......cccvueeeiiriiiiieiiiiiee e

Figura 16. Microscopia eletronica da silica nua com aumentos de: a) 500 e b) 5000

Figura 17. Espectros no Infravermelho para: a) ureia estiramentos (I e Il, NHy), (lll,
C=0) e (IV,C-N) e b) polietilenoglicol (PEG) (V, O-H), (VI, C-H) e (VII, C-0).................
Figura 18. Espectros no Infravermelho para a silica apés cada etapa de preparacao
do monolito: E1) Apds 40 °C por 18 h; E2) Apbés 3 h a 120 °C, sem lavar; E3) Apos
lavagem; E4) Apés 25 h a 330 °C; E5). Material calcinado e lavado com agua, HNO;
0,01 mol L™ e 4gua até pH 7. Estiramentos das ligacdes (V) O-H, (VIII) H,0, (IX) Si-
O-Si € (X) SI-Orvreeeee oo eeee e ee et e e e e e ee e
Figura 19. Esquema das reagbes de obtengcdo dos agentes sililantes com grupo
ureia embutido a) na cadeia alifatica b) na cadeia contendo o grupo polar com o
grupo acido carboXiliCo termiNal..........cooo i
Figura 20. Reacao de obtencado do agente sililante 4-AMBS...........cccooiiiiiiiii i,
Figura 21. Reagédo de obtencdo do agente sililante 4-AMBS segundo Zhang et al.

Figura 23. Espectro no infravermelho para: a) TEPIS, b) 4-AMBS_THF e c) PABA.....
Figura 24. Espectro de RMN de *C em (CD3;OD) para 0 4-AMBS_DMF......................
Figura 25. Espectro de RMN de *C em (DMSO, d6) para 0 4-AMBS_THF..................

Figura 26. Espectro de RMN de 'H em (CD;OD) para o 4-AMBS_DMF H-1,
CH3(OEt); H-2, OCH,. H-3, SiCH,. H-4, CH,. H-5, NCH,. H-8, ArH; H-7, NH; H-6, NH;
H-9, ArH € H-10, COOH..... ..ottt e e e eneeeenee

Figura 27. Espectro de RMN de 'H em (DMSO, d6) para o 4-AMBS_THF H-1,
CH5(OEt); H-2, OCH,. H-3, SiCH,. H-4, CH,. H-5, NCH,. H-8, ArH; H-7, NH; H-6, NH;
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H-9, ArH € H-10, COOH.... ..ottt s
Figura 28. Espectro de infravermelho para o monolito antes e depois da
(0 =T 1Y 114 Lo= Lo 1R
Figura 29. Eletroferogramas das injecdes de a) K* e b) NH,* 1 mmol L. Monolito
sem funcionalizar d.i. de 50 um e 50 cm de comprimento; tamp&o: 25 mmol L™
tris/acido acético; pH 7,5; injegao eletrocinética: 3 s, 5 kV; potencial 25 kV; 25,1 °C;
detector C*D funcionando a 453 kHz; 3,1 V,, equipamento desenvolvido no
F=T o o] 2= (0] o TSRO U PP OUPPOPPRPPR
Figura 30. Eletroferogramas de 2 inje¢cées da mistura de K* e NH,* 1 mmol L™;
empregando: a) Monolito sem funcionalizar 50 um de d.i., L = 50 cm e b) Capilar
vazio 50 pm de d.i., L = 44 cm. Tamp&o: 25 mmol L™ tris/4cido acético, pH 7,5,
injecéo eletrocinética, 3 s, 5 kV. Potencial 25 kV; 25,1 °C; detector C*D funcionando a
453 kHz, 3,1 V,, equipamento desenvolvido no laboratorio.............cccevveriiiiieciiiinine,
Figura 31. Eletroferogramas de trés inje¢des da mistura de Na* e Ca* 1 mmol L"; a)
Monolito ndo funcionalizado com 50 um de d.i., L = 55 cm e b) Capilar vazio com 50
um de d.i., L = 44 cm; tampao: 25 mmol L tris/acido acético, pH 7,5; injecdo
eletrocinética: 3's, 5 kV; potencial 25 kV; 25,1 °C; detector C*D funcionando a 453
kHz, 3,1 V,; equipamento desenvolvido no 1aboratorio...........ccccveieiieiiiiinieiicic e
Figura 32. Esquema da adsor¢ao do tampao Tris na superficie do monolito................
Figura 33. Eletroferogramas da mistura teste de K* e Na* 1 mmol L"; tampao: pH
7,5, 20 mmol L™ tris/acido acético; injecdo eletrocinética: 10 s, 5 kV; potencial 25 kV;
25,1 °C; a) Coluna A de 50 um de d.i. L = 60 cm e b) Capilar de silica vazio de 50 um
de d.i. L = 55 cm. Detector C*D funcionando em 583 kHz e 1,3V,; equipamento
desenvolvido NO 12D0FATONIO. .......ooi e
Figura 34. Eletroferogramas da mistura teste de Na* e Ca®** 1 mmol L™"; Tampao: pH
7,5, 20 mmol L™ tris/acido acético; injecdo eletrocinética: 10 s, 5 kV; potencial: 25 kV;
25,1 °C; a) Coluna A de 50 um de d.i. L = 60 cm, b) Capilar de silica vazio de 50 um
de d.i. L = 55 cm. Detector C*D funcionando em 583 kHz e 1,3 V,; equipamento
desenvolvido NO 1aD0ratONI0. .......coi i

Figura 35. Eletroferogramas da mistura de Na* e Ca* 1 mmol L"; tamp&o: 20
mmol L™ tris/acido acético; pH 7,5; injecdo eletrocinética: 10 s; 5 kV; potencial 25 kV;
25 °C; a) monolito funcionalizado B de 50 um de d.i. L = 55 cm; b) capilar de silica
vazio de 50 um de d.i. L = 52 cm. Detector C*D funcionando em 555 kHz e 2,0 Vo;
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Figura 36. Eletroferogramas dos analitos K* e Ca® 1 mmol L™ e de H,O; tampao:
20 mmol L™ tris/acido acético, pH 7,5; injecéo eletrocinética: 10 s, 5 kV; potencial:
25 kV; 25 °C; a), ¢) e e) monolito funcionalizado B de 50 um de d.i. L = 55 cm e b), d)
e f) capilar de silica 50 um de d.i. L = 52 cm. Detector C*D funcionando em 555 kHz e
2,0 Vp; equipamento WaLers..........c.ooouiiiiiiii e
Figura 37. Eletroferogramas dos analitos Na* e Ca®* 1 mmol L'; tamp&o: 30 mmol L™
MES/His, pH 6,0; injecao eletrocinética: 10 s, 5 kV; potencial 25 kV; a) Monolito
funcionalizado B de 50 um de d.i. L = 55 cm e b) Capilar de silica de 50 um de d.i.
L = 51,7 cm; 25 °C; detector C*D funcionando em 555 kHz e 2,0 V,. Equipamento
L= 1 (= PSP
Figura 38. Eletroferogramas de inje¢des dos analitos K*, Ca**, Na* 1 mmol L™ e H,0;
monolito funcionalizado B de 50 um de d.i. L = 55 cm; tamp&o: 30 mmol L' MES/His,
pH 6,0; injecdo eletrocinética: 10 s, 5 kV; potencial 25 kV; 25 °C; detector C*D
funcionando em 555 kHz e 2,0 V,; equipamento Waters............ccocceviiiiiiiiiiiiin e,
Figura 39. Eletroferogramas de 3 injecdes de a) Na* e b) Ca®** 1 mmol L'; monolito
funcionalizado D de 50 um de d.i. L = 50 cm, e 3 injegdes de c) Na* e d) Ca** 1
mmol L™"; capilar de silica vazio de 50 um de d.i. L = 50 ¢cm; tampao: 25 mmol L
tris/acido acético; pH 7,5; injecéo eletrocinética: 3 s, 5 kV; potencial 25 kV; 25 °C;
detector C*D funcionando a 453 kHz; 3,1 V,; equipamento desenvolvido no
[F=1 oo £=1 (o 1o FO TSRO SPPPP PP
Figura 40. Eletroferogramas de 3 injecdes de a) NH4*, b) K* e ¢) NH; e K* 1 mmol
L™; Coluna D, monolito funcionalizado de 50 um de d.i. L = 50 cm e d) NH,*, e) K* e f)
NH,* e K* 1 mmol L"; capilar de silica vazio de 50 pm de d.i. L = 44 cm, tampéo:
25 mmol L™ tris/acido acético, pH 7,5; injecdo eletrocinética: 3 s, 5 kV; potencial 25
kV; 25,3 °C; detector C*'D funcionando em 453 kHz; 3,1 V,, equipamento
desenvolvido NO 12D0FATONIO. ..o
Figura 41. Eletroferogramas de injecoes dos analitos: a) K" e NH,", b) H,O, c) NH,* e
d) K* 1 mmol L"; monolito funcionalizado D de 50 um de d.i. e 50 cm de
comprimento; tampao: 25 mmol L™ 4cido acético/tris, pH 4,5; injecéo eletrocinética:
3's, 5kV; potencial: 25 kV; 25 °C; detector C*D funcionando em 453 kHz; 3,1 Vo,
equipamento desenvolvido No 1aboratOrio............coeoveiiiiiii

Figura 42. Eletroferogramas de injecées dos analitos: a) NH,*, b) K*, ¢) NH," e K*
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1 mmol L™ e d) acetato de aménio, tris e H,O qualitativa; capilar de silica de 50 pm
de d.i. e 44 cm de comprimento; tampao: 25 mmol L &cido acético/tris, pH 4,5;
injecdo eletrocinética: 3 s, 5 kV; potencial 25 kV; 25 °C; detector C*D funcionando em
453 kHz; 3,1 V,; equipamento desenvolvido no 1aboratorio...........ccecveveeiieeieenciiecnene
Figura 43. Representacdo esquematica da fase funcionalizada e sua interacdo com
0s ions Tris* presentes Na SOIUGAO TAMPAO. .......eeeieireiiieeiiie et
Figura 44. Eletroferogramas da mistura teste de Arg, His e Lis 1 mmol L'; em a)
monolito funcionalizado D de 50 um de d.i., L = 54 cm, b) capilar de silica vazio de 50
um de d.i., L= 51,7 cm; tampao: 20 mmol L™ tris/acido acético, pH 5,0; injecéo
eletrocinética: 10 s, 5 kV; potencial: 25 kV; 25 °C; detector C*D funcionando em 555
kHz e 2,0 V,,; equipamento Waters..........cccccoiiiiiiiniiicii
Figura 45. Mobilidades efetivas p de Arg, His e Lis 1 mmol L"; em a) Monolito
funcionalizado D de 50 um de d.i., L = 54 cm, b) Capilar de silica vazio de 50 um de
di., L= 51,7 cm; tampdo: 20 mmol L' tris/acido acético, pH 5,0; injecdo
eletrocinética: 10 s, 5 kV; potencial: 25 kV; 25°C; detector C*D funcionando em 555
kHz e 2,0 V,,; equipamento Waters...........cccooiiiiiiiiiiin e
Figura 46. Estruturas de a) etilbenzeno, b) propiloenzeno, c) butilbenzeno e
(o ) I o =T 01 1] 01T 0 -=Y o Lo J PSRRI

Figura 47. Estruturas de a) metilparabeno, b) etilparabeno, c) propilparabeno e
Lo ) I o101 1] oY= T =1 0 1= [ TS
Figura 48. Eletroferogramas de injecdes de tioureia e alquilbenzenos 5 mmol L;
coluna E de 50 um de d.i. L = 40 cm; tampao: ACN/tris 25 mmol L™ a) 30:70 v/v, b)
50:50 v/v e c¢) 70:30 v/v, pH 8,0; injecao eletrocinética: 5 s, 10 kV; potencial: 30 kV;
A I OFe (=) (= ToTor=To J U AV A =T 4 o B2 7 o o o PSP
Figura 49. Estruturas de 1) paracetamol, 2) fenacetina, 3) propranolol, 4) atenolol......
Figura 50. Eletroferograma da inje¢cdo da mistura de (1) tioureia 5 mmol L™; (2)
paracetamol; (3) fenacetina; (4) propranolol; (5) atenolol 500 ug mL™; coluna E de 50
um de d.i. L = 40 cm; tamp&o: ACN/tris 25 mmol L™ 70:30 v/v, a) pH 7,5 e b) pH 8,0;
injecao eletrocinética: 10 s, 5 kV; potencial: 30 kV; 25 °C; deteccao UV em 214 nm....
Figura 51. Eletroferogramas de trés injecées de (1) tioureia 5 mmol L'; (2)
paracetamol; (3) fenacetina; (4) propranolol; (5) atenolol 500 ug mL'; Capilar de
silica 50 um de d.i. L =70 cm; tampéao: ACN/tris 25 mmol L' 70:30 v/v, pH 7.5;
injecao eletrocinética: 5 s, 10 kV; potencial 30 kV; 25 °C; deteccdo UV em 214
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Figura 52. Eletroferogramas da injecdo da mistura de (1) tioureia 5 mmol L™;
(2) paracetamol; (3) fenacetina; (4) propranolol; (5) atenolol 500 ug mL™; Coluna F de
50 um de diametro interno L = 41 cm; tamp&o: ACN/tris 25 mmol L 70:30 v/v; pH
8,0; Injecédo eletrocinética: 10 s; 5 kV; potencial 30 kV; 25 °C; deteccao UV em

Figura 53. Estruturas dos farmacos (1) amitriptilina; (2) nortriptilina e
(B) ClOMENIFAMING. ... e s e e e e s s snnr e eeeeeeeeeannes
Figura 54. Eletroferogramas dos farmacos (1) amitriptilina; (2) nortriptilina;
(3) clorfeniramina 500 pug mL™"; Coluna F de 50 pm de d.i. L = 38 cm; tampéo:
ACN/tris 25 mmol L™ 70:30 v/v, pH 8,0; injecdo eletrocinética: 5 s, 10 kV; potencial 30
KV; 25 °C; detecCao UV em 214 NM....ceiiiiiiiei ettt
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acido 2-acrilamida-2-metil-1-propanossulfénico (AMPS)
diacrilato de fenileno-naftil (NPM)
diacrilato de 1,4-fenileno (PDA)
trimetilolpropano (TRIM)
ECC pressurizado (pECC)
organofosforados (POF)
acido (2-N-morfolino)etano sulfénico (MES)
riboflavina (RF),
mononucleotideo de flavina (FMN)
dinucleotideo de flavina e adenina (FAD)
3-cloropropiltrimetoxissilano (CPTMS)
N,N-dimetil-N-dodecilamina (DMDA)
nanoparticulas de ouro (AuNP)
butilmetacrilato (BMA)
succinato de mono-(2-metacriloiléxietila) (SME)
strong cation-exchange (SCX)
pentaeritritoltriacrilato (PETA)
N,N-dimetil-N-metacriloxietil-N-(3-sulfopropil) betaina de aménio (DMMSA)
limite de deteccéo (LD)
nanotubos de carbono (CNT)
microscopia eletronica de varredura (MEV)
espectroscopia de infravermelho (V)
cloreto de poli(dialildimetilaménio) (PDDAC)
3-aminopropiltrietoxissilano (APTMS)

coupled contactless conductivity detection (C*D)
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1.1. Eletrocromatografia capilar

A eletrocromatografia capilar (ECC) é uma técnica de separacao
instrumental definida como um hibrido entre eletroforese capilar (EC) e
cromatografia liquida capilar (CLC) [1]. Nesta fusao de técnicas, a miniaturizacao e
a alta eficiéncia comum na EC foram complementadas com a seletividade da CLC.
Assim, as separacdes por ECC podem ser alcancadas pela particdo diferencial
entre a fase estacionaria (FE) e a fase mével (FM), eletromigracao diferencial, ou
uma combinacdo de ambos os mecanismos. Esta caracteristica proporciona a
ECC um grande potencial de aplicagdes [2].

O equipamento de ECC ¢é basicamente o mesmo que usado para EC, tendo
como unica diferenca a coluna capilar, ja que nela esta alojada a FE. A Figura 1
apresenta um esquema da instrumentagdo composta de fonte de alta tenséo (1),
reservatorios para o tampao (2), eletrodos (3), reservatdrio de amostra (4), coluna

capilar (5), detector (6) e processador (7).

=Nl

AV B Ay

Figura 1. Equipamento de ECC 1) Fonte de alta tensdo, 2) reservatérios para tampao,
3) eletrodos, 4) reservatorio para amostra, 5) coluna capilar para ECC, 6) detector e

7) microcomputador.
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A fonte de alta tenséo é usada para estabelecer um campo elétrico ao longo
da coluna capilar. Ela é conectada, através de eletrodos de platina, a dois
reservatérios contendo uma solugdo de eletrdlito conveniente (geralmente um
tampao). As colunas capilares sao preenchidas com tampao e servem como canal
de migracdo. As extremidades da coluna sao imersas nos reservatérios do tampao

para completar o contato elétrico.
1.1.1. Histéria da eletrocromatografia capilar

A histéria da eletrocromatografia pode ser acompanhada desde 1939,
quando Strain [3,4] aplicou um campo elétrico em uma coluna contendo como FE
alumina para demonstrar o aumento da seletividade devido a combinacdo de
forcas de separacgao eletroforéticas e cromatogréaficas na separag¢éao de pigmentos.

Em 1943, Berraz [5] introduziu o termo eletrocromatografia para descrever
uma forma de eletroforese em papel. No final de 1940 e inicio de 1950, Tiselius,
Synge e Mould [6-9] sugeriram a utilizacdo da eletrosmose para mover solvente
através de uma estrutura porosa, evitando o uso de presséao hidrostatica.

Em 1974, Pretorius et al. [10] mostraram que uma diferenca de potencial,
ao invés de pressao, poderia ser usada para bombear a FM através de uma
coluna recheada com microparticulas de silica. Entretanto, devido a dissipacéo
deficiente do calor gerado pela corrente elétrica (efeito Joule) em colunas com
didametro interno grande, s6 foi possivel a aplicacdo de campos elétricos baixos,
resultando em um fluxo eletrosmoético (FEO) lento e, consequentemente, analises
demoradas.

A primeira separag¢ao empregando colunas capilares foi feita por Jorgenson
e Lukacs [11] em 1981, utilizando eletrodos de grafite e tensao de 30 kV aplicada
a um capilar de 170 um de didmetro interno (d.i.), recheado com particulas de
silica Partisil-10 ligadas ao grupo octadecilsilano (ODS). Utilizou-se deteccéo por
fluorescéncia na propria coluna (on-column) e os analitos separados foram 9-
metilantraceno e perileno, com eficiéncias de 31000 e 23000 pratos m™,

respectivamente. A utilizacdo de capilares possibilitou uma dissipacédo rapida do
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calor gerado permitindo a aplicagdo de tensbes elevadas e a obtengcédo de
separacoes eficientes em tempos relativamente curtos.

Em 1982, Tsuda et al. [12] fizeram a primeira aplicagdo empregando
colunas capilares recobertas (tubulares abertas) com FE do tipo C18 em ECC
para a separagao de compostos aromaticos.

Posteriormente, em 1987 e 1991, Knox e Grant [13, 14] publicaram dois
trabalhos nos quais estudaram alguns aspectos fundamentais da ECC, como o
perfil do FEO, a sua relagdo com o didmetro das particulas da FE e a necessidade
de diminuir o didmetro interno dos capilares para evitar o efeito Joule. Os autores
mostraram que é possivel obter separacdes mais eficientes, em uma mesma
coluna, utilizando fluxos gerados eletricamente ao invés de fluxos pressurizados. A
partir destes trabalhos, péde-se notar um aumento significativo das pesquisas em
ECC, como previsto pelos proprios autores.

1.2. Conceitos eletroforéticos

Para compreender a ECC é necessario entender alguns conceitos
eletroforéticos, que séo inseridos a seguir.

Em eletroforese capilar de zona (ECZ) dois fendmenos podem ser
considerados essenciais para explicar a separacdo dos analitos: a migracao
eletroforética e a migragdo eletrosmoética. A migragdo eletroforética é um
fenbmeno de migracdo de particulas carregadas em uma solugdo condutora
(eletrdlito) sob influéncia de um campo elétrico. A eletrosmose é um fenébmeno
onde particulas soélidas carregadas estao imobilizadas (como, por exemplo, a
parede interna de um tubo de silica e/ou particulas de silica dentro de um tubo) e,
quando for aplicada uma diferenca de potencial, em vez das particulas migrarem
através do eletrélito, o liquido é que migra através do sélido, gerando o FEO [11].
A seguir serao descritos ambos os fendmenos com maior detalhe.
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1.2.1. Mobilidade eletroforética e mobilidade aparente

O movimento (migracao) de espécies carregadas sob a influéncia de um
campo elétrico é caracterizado pela mobilidade eletroforética, per, @ qual tem
unidades de cm? s V. A mobilidade nao depende s6 da densidade de carga do
soluto (carga e tamanho da molécula), mas também da constante dielétrica (g) e
da viscosidade do eletrélito (). Na presenca de FEO (item 2.2), a mobilidade
“aparente” (u,) € a soma das mobilidades eletroforéticas do analito, pe, € a
mobilidade do FEO, preo:

“a :“ef + “FEO Eq 1

A mobilidade aparente pode ser determinada, experimentalmente, usando a

equagao 2:

“a T\ Eq 2

_
t,E

onde | € a distancia desde o ponto de injecdo até o detector, t, é o tempo que a
espécie leva para migrar até o detector e E é o campo elétrico (V/L), onde V é a
voltagem aplicada e L € a distancia entre os dois eletrodos, que € o comprimento
total do capilar.

Ao se estabelecer um potencial elétrico, os ions adquirem velocidades
eletroforéticas (vef), as quais sdo dependentes da intensidade do campo elétrico
(E) e da per de cada espécie envolvida, segundo a equacéo 3:

I“lefv
L

Vef = IJefE = Eq 3

Em presencga do FEO, a equacéo 3 pode ser reescrita como:

M.V
L

Vo =M,E= Eq. 4
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1.2.2. Fluxo eletrosmaético

Dentre os varios tipos de capilares usados em EC (teflon, pyrex e silica) o
capilar de silica fundida é atualmente o mais usado. Por ser um material dielétrico,
0 mesmo permite 0 emprego de alta tensdo, além de possuir um recobrimento
externo de poliimida que Ihe proporciona uma melhor resisténcia mecanica. O
capilar de silica contém grupos silandis (Si-OH) com um pKa médio de 5,9 [15],
0s quais ionizam quando estdo em contato como uma solucao eletrolitica

(comumente uma soluc¢ao tampéao), de acordo com [16, 17]:
[SiOH],, > [si07] +[H |.q

Com a ionizagao, a superficie do capilar fica carregada negativamente e
uma camada de contra-ion, no caso cations do tampao, € estabelecida a fim de
contrabalangcar o excesso de cargas negativas e, dessa forma, manter a
eletroneutralidade no meio. Assim, se estabelece uma dupla camada elétrica
(DCE) (Figura 2) e é gerada uma diferenga de potencial, que é chamada de
potencial zeta ().

Parede do Plano de Cisalhamento

/capilar /

e | @

Ol® @ e
Ole/~ | © 0
Ole) @ | ®
L. e ©
S|P\ @
R ® @ @
©la i

%% ° e

\ Camada difusa
Camada compacta
Figura 2. Dupla camada elétrica na parede do capilar e a criacdao do FEO. Adaptada de
[15].
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A primeira camada é firmemente ligada com forgas eletrostaticas (camada
compacta) e a outra é mais fracamente ligada (camada difusa). Ao se aplicar o
campo elétrico dentro da coluna capilar ocorre o deslocamento das cargas
presentes da camada difusa no sentido do eletrodo de carga contraria. No
processo de migragdo, os ions transportam consigo moléculas de agua, o que
induz, por sua vez, um fluxo da solucdo como um todo, sendo este processo
conhecido como FEO [15].

Apds o potencial elétrico ser estabelecido (geralmente entre 5 e 30 kV), os
ions (positivos) e as moléculas solvatadas migram em dire¢cdo ao polo negativo,
sendo este considerado o FEO normal.

O FEO esta relacionado diretamente com o pH do eletrélito de corrida, visto
que o ( esta ligado a ionizacao dos grupos silandis da silica. Em valores de pH
abaixo de 4,0, a ionizacdo dos grupos silandis € pequena e o FEO é baixo,
enquanto que em valores de pH acima de 9,0, os silandis ficam completamente
ionizados e, portanto, o FEO ¢é alto. A magnitude do FEO pode ser expressa em

termos de velocidade ou mobilidade, segundo as equacgdes:

|
VFEO :E Eq 5

onde At é o intervalo de tempo necessario para o FEO percorrer o capilar.

I
=— Eq. 6
Meeo Et q
onde t é tempo necessario para o FEO percorrer o capilar.

A relagéo da vreo em funcédo da mobilidade e do campo elétrico é dada por:
Veeo =Mreo E Eq.7

A presenca do FEO indica que a migracao das espécies, dentro do capilar,
ndo depende somente de suas respectivas mobilidades eletroforéticas, mas
também da mobilidade do FEO, como mencionado na equacéo 1.
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Além do valor de pH, existem outros fatores que alteram o FEO e torna-se
necessario o controle dos mesmos com o intuito de manté-lo estavel durante uma
andlise. Dentre estes fatores estao: viscosidade (n) e temperatura (T). O aumento
da viscosidade do meio dificulta a mobilidade dos ions na solugdo, ocasionando
uma diminuicdo no valor da mobilidade do FEO. Mudancas de temperatura na
ordem de apenas um grau Kelvin acarretam variagées de até 2% na viscosidade
do eletrélito e, por consequéncia, na mobilidade do FEO. A temperatura também
pode influenciar o valor de pH do eletrélito e causar variacées de 0,5% [15,18].
Dessa maneira, para se manter a reprodutibilidade nos resultados em EC, a
temperatura deve ser constante [15].

A forca ibnica do eletrdlito também pode causar efeito na variacao da
mobilidade do FEO. Eletrélitos com elevada forga i6bnica produzem compressao da
dupla camada elétrica e, com isso, diminuem o FEO.

Assim como em ECZ, o FEO em ECC se origina com a formagéo da dupla
camada elétrica que, por sua vez, € formada na interface sélido-liquido da FE,
quando esta entra em contato com uma solucao eletrolitica, sob a acdo de um
campo elétrico. Este fendbmeno foi explicado por Pretorius et al. [10].

Um aspecto interessante do FEO (observado tanto em ECZ quanto em
ECC) é que este apresenta um perfil de velocidade linear praticamente planar, ou
seja, as componentes da velocidade eletrosmoética dos analitos em diferentes
regides do capilar sédo iguais, enquanto o fluxo pressurizado, que ocorre em CLC,
apresenta um perfil parabdlico e os analitos no centro do capilar migram mais
rapidamente que aqueles proximos a parede do tubo, causando alargamento do
pico, reduzindo a eficiéncia da separacao. No caso da ECC a eficiéncia aumenta,
pois o FEO mantém os analitos em bandas estreitas, como mostra a Figura 3 [19,
20].
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Velocidade linear Velocidade linear

(A) (B)

Figura 3. Perfis de velocidade dos fluxos produzidos por (A) campo elétrico e (B) por

pressdo. Adaptada de [21].
1.3. Colunas capilares para eletrocromatografia capilar

A coluna € a parte mais importante do sistema de ECC ja que dela depende
a seletividade para realizar as separagdes. Por isso, o desenvolvimento de FE
para a mesma tem sido o foco de varias pesquisas recentes. Alguns artigos
descrevem o0s procedimentos de preparacao de novas FE e colunas e outros
apenas as melhorias nos processos de confecgcao das ja existentes [22].

As colunas capilares utilizadas em ECC podem ser classificadas em trés
tipos: recheadas com particulas, tubulares abertas e monoliticas (Figura 4). A

seqguir serao descritas cada uma destas colunas.

1 2

(A

(E)

©

monolito \

Figura 4. Colunas capilares utilizadas em ECC: (A) recheada, (B) tubular aberta, (C)

monolitica. 1. Recobrimento de poliimida; 2. Parede do capilar; 3. Janela de deteccao,
4. Filtros. Adaptada de [23].
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1.3.1. Colunas recheadas ou particuladas

As colunas recheadas foram as primeiras usadas em ECC e consistem em
capilares recheados com particulas de silica cromatografica com diametros de
1,5 um a 5 ym. Possuem dois filtros para reter o recheio dentro da coluna, como
pode ser observado na Figura 4(A). Assim como em CLAE, existe disponivel
comercialmente uma grande variedade de silicas modificadas que podem ser
utilizadas como FE em ECC, permitindo diferentes mecanismos de separacao
[21]. Outra vantagem das colunas recheadas € a elevada capacidade de amostra,
proporcionada pela grande area superficial do suporte cromatografico.

Apesar da versatilidade das diferentes FE, é necessaria muita habilidade
para inserir as particulas dentro das colunas e obter recheios uniformes de uma
maneira reprodutivel, j& que os tubos capilares possuem diametro reduzido. Além
disso, os filtros devem ser estaveis nas extremidades destas colunas. As colunas
com recheios nao uniformes podem apresentar separagdes com baixa eficiéncia,
pouca resolucdo e picos assimétricos. Devido ao processo de enchimento, as
colunas capilares recheadas tém custo elevado e apresentam problemas de
reprodutibilidade [24]. Além disso, € extremamente dificil evitar os efeitos
provenientes dos filtros, como formacéo de bolhas e heterogeneidade do campo
elétrico ao longo da coluna. Também as colunas apresentam a mesma fragilidade
que os capilares para EC na regido da janela de deteccéo pois, para a confeccéo
desta janela, é preciso remover parte da poliimida que recobre o capilar.

Buscando minimizar estes problemas, varias alternativas tém sido
propostas, entre elas a aplicacdo de pequena pressdo no capilar, a
desgaseificacao do eletrélito, o uso de baixas concentracbes de tampéo ou de
baixas temperaturas [25], 0 desenvolvimento de diferentes métodos de fabricacdo
dos filtros [26] e até a ndo-utilizagdo dos mesmos [25]. Esta ultima alternativa
estuda novos formatos das colunas capilares (como a reducdo do diametro nas
duas extremidades) e estimulou a pesquisa para o uso das colunas capilares
abertas e monoliticas em ECC.
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1.3.2. Colunas capilares abertas

As colunas capilares abertas ou tubulares abertas com paredes recobertas
(WCOT, do inglés “wall-coated open-tubular’) contém a FE recobrindo as paredes
dos tubos, como ilustrado na Figura 4(B). Este tipo de coluna € mais facil de
preparar do que as colunas recheadas e dispensa o uso dos filtros para manter a
FE no interior do capilar, 0 que permite analises mais rapidas, pois ha melhor
dissipacdo do calor quando sao aplicadas tensées mais elevadas. Entretanto,
estas colunas apresentam menor capacidade de amostra que as colunas
recheadas e as monoliticas, devido a menor razdo entre area e volume [27].

As FE empregadas nas colunas capilares abertas podem ser quimicamente
ou fisicamente ligadas. As fases quimicamente ligadas envolvem a ligacdo de
grupos organicos a superficie da silica por meio de reagbes de silanizagéo,
hidrossillacdo e polimerizagdo [28]. As FE adsorvidas utilizam interagdes
eletrostaticas entre a superficie da silica e o ligante (por exemplo, surfactantes)
[29].

1.3.3. Colunas monoliticas

Os monolitos sdo meios continuos porosos de separacao (fase ou suporte
contendo uma “particula unica”), como mostrado na Figura 4(C). A fase monolitica
possui comumente um formato cilindrico, com uma estrutura sélida altamente
porosa, de pequenos dominios e canais relativamente grandes, que fornecem alta
permeabilidade e alta eficiéncia de coluna (Figura 5). Os dominios podem ser
micro ou mesoporosos, ter estrutura dupla de poros (micro e mesoporos), ou
podem ser ndo-porosos [30]. Segundo a Internacional Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC), os microporos sdo poros com diametros que ndo excedem a 2
nm (20 A), os macroporos sao definidos como poros com didmetros superiores a
50 nm (500 A), e os mesoporos sdo poros de tamanhos intermediarios a estes, 2 a
50 nm [31]. O eletrdlito passa pela coluna principalmente através dos canais do

monolito, nominalmente de 2 um de diametro. A estrutura e a geometria destes



Capitulo 1 13

canais oferecem uma menor resisténcia a vazao da fase movel, comparada aos
materiais particulados [32].
a) b)

macroporos

Figura 5. a) llustracdo esquematica de uma fase estacionaria monolitica polimérica.
Adaptada de [33] e, b) micrografia de uma fase monolitica de silica.

As colunas monoliticas podem ser preparadas in situ. Durante a década de
1990, Svec e Fréchet [34] introduziram os métodos de preparacdo de monolitos
organicos formados por macroporos rigidos, de forma muito simples. Em 1996,
Minakushi et al. [35], empregando o0 processo sol-gel, prepararam monolitos de
silica derivatizada com grupos octadecil, similar ao processo de preparo de FE
para CLAE.

Entretanto, a popularizagdo das FE monoliticas sé aconteceu a partir do
ano 2000, quando colunas contendo monolitos de silica tornaram-se disponiveis
comercialmente para uso em CLAE. Ao longo destes ultimos dez anos, os
materiais monoliticos tiveram ampla difusdo, com algumas centenas de trabalhos
publicados. Apesar do emprego destas fases estacionarias em varias técnicas,
tais como microextracdo em fase solida [36], cromatografia de bioafinidade [37],
cromatografia de injecao sequencial [38], dentre outros, foi em CLAE e em ECC
que tiveram as maiores aplicacbes, principalmente pela série de vantagens
oferecidas pelas fases monoliticas. Devido a facilidade de preparo e a auséncia de
filtros retentores, as FE monoliticas vém sendo cada vez mais usadas em ECC.
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Além disso, o processo de preparo destas fases é simples e permite a
incorporacao de espécies carregadas nas FE, necessarias para garantir o FEO.

Dependendo da natureza do material monolitico, duas categorias podem
ser identificadas:

i) Colunas monoliticas baseadas em polimeros organicos, tais como
acrilamida, acrilato ou metacrilato e estirenos [39-43].

ii) Colunas monoliticas baseadas em silica, geralmente preparadas usando

a tecnologia sol-gel [44-46].

1.3.3.1. Colunas monoliticas a base de polimeros organicos

Dentre as caracteristicas dos monolitos baseados em polimeros organicos,
podem ser citadas: tolerancia a amplas faixas de pH, estabilidade quimica entre
pH 2 e 12, inércia frente a biomoléculas, auséncia de efeitos deletérios devido a
grupos silanbis em sua superficie, facilidade de preparo, grande variedade de
mondmeros disponiveis com larga faixa de polaridades e facilidade de
funcionalizagdo. Contudo, apresentam o problema da utilizagcdo de uma faixa
limitada de solventes organicos. Em geral, a boa estabilidade frente a exposicao a
solugdes alcalinas € um beneficio em analises de amostras bioldgicas, geralmente
dissolvidas em solugdes basicas. A preparagdo das FE monoliticas organicas
comumente consiste em misturar monémeros, um agente de entrecruzamento, um
iniciador e agentes porogénicos (solventes) [47].

Até o momento, trés tipos diferentes de polimeros foram preparados na
forma de monolitos: a) poliacrilamida [48, 49], b) poliestireno-divinilbenzeno [47,
50-53] e c) polimetacrilato [47, 54-58].

1.3.3.2. Colunas monoliticas de silica
Os monolitos de silica podem ser preparados por trés métodos: a)

fusdo/sinterizagédo de particulas de silica, b) entrecruzamento por processo sol-gel
de particulas de silica ja prontas e c) polimerizagcdo de um reagente alcoxissilano
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utilizando o processo sol-gel [44]. Dentre estes métodos, o ultimo é o mais
utilizado [59].

Os monolitos de silica produzidos pelo processo sol-gel apresentam maior
controle na formacdo dos poros internos, comparados com o0s monolitos
organicos, permitindo separagdoes altamente eficientes, especialmente de
moléculas pequenas. Porém, eles ndo podem ser usados com eluentes com valor
de pH acima de 8, pois os grupos siloxanos e silandis da estrutura da silica
reagem nessa faixa de pH, sofrendo dissolu¢ao, causando a perda da estrutura
monolitica. Em pH menor que 2, o monolito é perdido devido a quebra da ligacao
Si-C [46].

1.3.3.2.1. Processo sol-gel

Como foi mencionado anteriormente, a principal forma de sintetizar
monolitos de silica é através do processo sol-gel, do qual serdo apresentados os
aspectos mais importantes.

O processo sol-gel pode ser definido como o crescimento e a agregacao de
particulas coloidais para formar um gel. O termo sol é usado para designar uma
suspensao estavel de particulas sélidas ou polimeros do tamanho coloidal em um
liquido (sendo que o tamanho das particulas do sol esta entre 1 a 1000 nm). O gel
consiste de uma continua rede solida formada por sbéis em um liquido. A
gelificacao (formacéo de géis) ocorre através da formacéao de ligacbes covalentes
e & um processo irreversivel [60, 61].

O sol é obtido através de sucessivas etapas de hidrélise e condensacgao de
silicatos de sddio ou alcoxissilanos em solugéo. Estes ultimos sdo os precursores
mais usados para preparar monolitos de silica pelo processo sol-gel e sua formula
geneérica é Si(OR)4, onde R é um grupo organico (Figura 6).
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<|)R OR
Si—OR + H0 —  s§i—OH + ROH (A)
OR OR OR OR
OR <|:R OR OR
Si—OH + Si—OR —» 8i—O0 — Si + ROH (B)
£ 7 2N
OR OR OR OR OR OR OR OR
clm <|:R OR OR
Si—OH + Si—OH — Si—O0—Si + HO <)
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Figura 6. Esquema das reacdes do processo sol-gel com alcoxisilanos Si(OR)4. (A)
reacao de hidrdlise, (B) e (C) rea¢des de condensacgéao.

As reacdes de hidrélise e condensacao dos alcoxissilanos somente ocorrem
na presenga de um catalisador acido ou béasico. Nas reagdes de hidrélise, tem-se
a substituicado do grupo alcéxido (OR) do alcoxissilano pelo OH da molécula de
agua, formando o grupo silanol (Si-OH) e um alcool (Figura 6(A)). Nas reacoes de
condensacao, ocorre o ataque nucleofilico do par de elétrons livres da hidroxila
silanofilica ao atomo de silicio de outro alcoxissilano, liberando alcool (Figura
6(B)). Ou o ataque nucleofilico do grupo silanol ao atomo de silicio de outro grupo
silanol, liberando agua (Figura 6(C)). As reagcbes quimicas mencionadas ocorrem
simultaneamente durante todo o processo de formagdo do sol, do gel e mesmo
depois da formacéao do gel, no envelhecimento da silica. O processo de formacéao
do sol encerra quando as particulas atingem um tamanho macroscépico [62].

Os reagentes quimicos para a preparacao de FE pelo processo sol-gel
normalmente incluem: (1) um precursor, que € geralmente um alcoxido Si(OR)4 (0s
mais usados sao tetrametoxissilano (TMOS) e tetraetoxissilano (TEQOS)) [63], (2)
um solvente para dispersar o(s) precursor(es), (3) um catalisador, que pode ser
um acido [64, 65], uma base [66] ou fluor [67,68], dependendo do tipo de produto
final desejado, e (4) agua. O processo sol-gel também pode ser iniciado por
reacoes radicalares [69-71]. Neste caso, sdao wusados precursores como
metacriloxipropiltrimetoxissilano (MPTMS) e a reacdo é iniciada através da
aplicagéo de luz UV (por exemplo, 350 nm) [70].
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Na solucao sol, frequentemente, € usado um agente porogénico,
especialmente para a obtencdo de um leito poroso monolitico. Os agentes
porogénicos desempenham uma dupla funcéo: (a) servem como molde dos poros
e (b) como solubilizante do silano. Os porogénios mais usados sao os polioxidos
de etileno (POE) de 10 e 100x10° g mol™ e o poli(etilenoglicol) (PEG), também
com varias massas molares [72].

Em um procedimento tipico de preparacdo de monolitos de silica pelo
processo sol-gel para ECC, TMOS é adicionado a uma solucao de PEG -agente
porogénico- em agua contendo um catalisador apropriado (acido ou base). A
mistura é agitada a 0 °C por um determinado tempo. A solugdo homogénea
resultante € colocada dentro de um capilar de silica, deixando-a a uma
determinada temperatura para que ocorram as reagdes de hidrdlise e
policondensacédo. A primeira etapa é a formagdo de um sol. Em seguida, é
convertido em um gel, através da policondensa¢do do sol levando a uma
estrutura umida. A coluna na forma de gel é entao envelhecida por algumas horas,
normalmente, na mesma temperatura da reagéo. A coluna de silica umida formada
€ posteriormente lavada com &gua e metanol, para formar as estruturas
mesoporosas. Sucessivas evaporacdes, secagem e tratamento térmico sao
realizados para decompor os constituintes organicos e estabilizar a superficie do

gel hidrofilico de silica [32].
1.3.3.2.2. Funcionalizacao dos monolitos a base de silica

O termo sililacao refere-se a fixagdo na silica de um composto organosilil,
principalmente espécies como trietoxisilil, obtendo-se compostos silanos
organofuncionalizados. Os silanos organofuncionalizantes mais utilizados sdo do
tipo bifuncional, Y3Si-R-X, onde a aplicabilidade da superficie modificada é funcao
do grupo organico X, o qual se encontra ligado a cadeia organica (R), que
geralmente é formada por trés grupos metilenos ligados ao atomo de silicio. Por
outro lado, Y é um grupo reativo (-Cl, -NH,, -OCH3; ou —OCH>CHj3) passivel de
hidrélise ou reagao direta com os grupos silandis presentes na superficie da silica.
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Como resultado dessa reatividade, forma-se uma ligacdo covalente entre as
moléculas do silano e a superficie hidroxilada da silica. Na Figura 7 séao

apresentadas as diferentes formas de ancoramento dos organossilanos a

OH Or
OH /
O=Sj=(CH,);=X +ROH
OH N\,

superficies contendo grupos silandis [73].

OH OR
(A)
on O or
on ey 2 (B) A
on T (RO)=Si=CH)=X O>5i—(CH,)s=X +2ROH
3 2
(&)
OH
O~ .
8;S| =(CH,)s=X+3ROH
OH

Figura 7. Diferentes formas de ancoramento dos organossilanos na superficie de silica
(A) monodentado, (B) bidentado e (C) tridentado.

O agente sililante pode ser modificado alterando-se a fun¢do organica X e
acrescentando uma outra funcéo, o que possibilita a obtencao de uma miriade de
grupos funcionais. Para atingir tal objetivo, existem duas rotas possiveis, conforme

mostra a Figura 8.

. OR
+ =5i—0H .
=5i-0-Si—(CH)—X 9
A ~ROH La - X l
OR
(RO)=Si=(CH,)—X =5i-0-5i=CH,)-L
OR
B) T
+L , +=5i—0H
— ROWSI=CH)rL —=>

Figura 8. Rotas utilizadas para imobilizar um grupo funcional sobre a superficie de silica:
(A) heterogénea e (B) homogénea. Adaptada de [72].

De acordo com a rota A, 0 composto organossilano é ancorado a superficie
de um suporte, que depois € modificado pelo substituinte nucleofilico. A rota B
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envolve o procedimento inverso, isto é, ocorre primeiramente a substituicdo pela
molécula desejada, seguido de ancoramento do silano modificado na superficie do
suporte. A rota A € a mais utilizada devido as facilidades operacionais, no entanto
a rota B € mais facil e mais precisa no processo de caracterizagao, levando,
inclusive, em muitos casos, a fixagdo de maior densidade de agentes sililantes

numa determinada area da matriz [72].

As fases monoliticas a base de silica podem ser modificadas pelas rotas
descritas anteriormente. Na Tabela 1 sdo apresentadas algumas das fases

presentes na literatura.

Tabela 1. Fases estacionarias monoliticas usadas em ECC, adaptada de [71].

HiCgH,C,
e o 2
| I o 94 [e) | |
—_— O s b . .
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Fase enantiomérica [75].
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Fase enantiomérica [76]. Fase C18 com grupo amino embutido [77,78].
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Fase C18 [79-81] Fase polar com interagées = [69].
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Fase Ievem:ente polar com grupo polar embutido [82,81].
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1.4. Fases estacionarias para eletrocromatografia capilar

A concretizacado do grande potencial de separacdo de ECC exigiu, e ainda
exige, uma solugao eficaz a uma série de problemas, principalmente na area de
desenvolvimento de FE e da tecnologia de colunas. Na ECC, as FE tém duas
fungdes: (a) como em CLAE, ela interage seletivamente com diversos tipos de
moléculas de soluto levando-as a adquirir diferentes velocidades de migracao
através da coluna e (b) facilita a geracdo do FEO que é a forca motriz para o
movimento do eletrélito através da coluna. A magnitude e a dire¢ao do FEO dentro
da coluna em ECC é determinada pelo valor e pelo sinal da carga elétrica na
superficie da FE. Portanto, a concepcao, a sintese e a avaliacdo da FE em ECC
apresenta um problema mais complexo do que as técnicas convencionais de
separacado cromatograficas como cromatografia gasosa (CG) ou CLAE [jError!
Marcador no definido.].

As separagcbes por ECC tém a sua principal aplicacdo na analise de
compostos neutros, ja que envolvem interagdes entre os analitos e a FE. No
entanto, compostos carregados também podem ser analisados e algumas
aplicacbes incluem a separacdo simultdnea de compostos neutros, catibnicos e
aniénicos. Para tal fim, as FE em ECC podem ter diferentes mecanismos de
separacao, como interacao hidrofébica ou hidrofilica, quiral, ibnica ou a mistura
delas.

1.4.1. Fases estacionarias apolares para eletrocromatografia capilar

Assim como em CLAE, a maioria das aplicacées das FE ocorre no modo
fase reversa (onde a FE é apolar e a FM polar). As fases mais exploradas sao do
tipo C18, C8 e C4 [12,13, 32].

Ueki et al. [84] prepararam varias colunas monoliticas com diferentes tipos de
alquilmetacrilatos de hidrofobicidades distintas. Dentre os alquilmetacrilatos,
avaliou-se o etilmetacrilato, butilmetacrilato, hexilmetacrilato, lauriimetacrilato e
octadecilmetacrilato. Essas colunas foram aplicadas na separacao de
alquilbenzenos para verificacdo dos fatores de retencdo e da eficiéncia de
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separacdo. Dentre todas as colunas preparadas, aquela que proporcionou 0s
melhores resultados foi a que possuia octadecilmetacrilato como mondmero
precursor. Na separagéao de alquilbenzenos, o numero de pratos excedeu o valor
de 15000 pratos m™ de coluna. Com a elevagdo da temperatura para 80 °C, a
eficiéncia de separacéo excedeu 30000 pratos m™ de coluna.

Lin et al. [85] prepararam colunas monoliticas a partir de octadecilmetacrilato,
tendo como mondémero com carga, para gerar o FEO, o 3-sulfopropilmetacrilato.
As colunas foram empregadas na separacdo de 5 nucleosideos polares (5°-
citosina monofosfato; 5 -guanina monofosfato; 5°-uracila monofosfato; 5°-adenina
monofosfato e 5°-tiamina monofosfato).

Karenga e El Rassi [86] estudaram o desenvolvimento de colunas monoliticas
neutras a partir do mondmero octadecilmetacrilato e do agente de
entrecruzamento,  3-(trimetoxissilil)propilmetacrilato. A coluna  monolitica
apresentou um FEO catdédico moderado, produzido pela adsorcdo dos ions
provenientes do eletrélito (tampdo 1 ou 3 mmol L™ de NaH,PO,4). Os autores
observaram que esta adsor¢cdo modulou a retencdo dos solutos no monolito e
afetou a seletividade de separagéo. Este estudo foi aplicado na separagédo de 8
alquilbenzenos, e estes foram separados em menos de 15 min. Também foram
separados alquilfenilcetonas e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos. Para nove
tipos de fendis, os autores conseguiram abaixar o tempo de separagcéo de 30 min
para menos de 13 min empregando tampdo 3 mmol L' de NaH,PO,; como
eletrélito de corrida, e diminuiram o tempo de analise de 30 min para menos de 20
min para oito aminas usando tampao 1 mmol L' de NaH2POj.

Huang et al. [87] prepararam colunas monoliticas poliméricas mistas a base
de estireno (S), divinilbbenzeno (DVB) e lauril metacrilato (LMA) em um sé passo
de polimerizacao in situ usando varias propor¢des dos monémeros. As melhores
colunas poli(S-DVB) e poli(S-DVB-LMA) foram testadas na separagao de cinco
antioxidantes sintéticos: propilgalato (PG), galato de octila (GO), butil-hidroxianisol
(BHA), 2,6-di-terbutil-4-metilfenol (BHT) e terbutil-hidroquinona (TBHQ). Os
autores conseguiram obter uma separagcdo rapida usando um gradiente de
eluicdo. O método foi aplicado para a determinagéo dos antioxidantes em 6leo



Capitulo 1 22

comestivel, sendo que a coluna que apresentou melhor desempenho foi a de
poli(S-DVB-LMA), apresentando melhor simetria de pico. Os autores observaram
que o aumento na quantidade de LMA na coluna poli(S—-DVB-LMA) melhorou
notavelmente o comportamento de retengcdo dos antioxidantes (alta simetria e
curto tempo de separagao).

Chen et al. [88] obtiveram uma coluna monolitica porosa a base de éster de
polimetacrilato para ECC. A coluna foi sintetizada pela co-polimerizagao in situ de
LMA, etilenodimetacrilato (EDMA) e acido 2-acrilamida-2-metil-1-
propanossulfénico (AMPS) em uma mistura ternaria de solventes porogénicos
incluindo cicloexanol, 1,4 butanodiol e 4gua. Foram separados e analisados quatro
flavondides (rutina, quercetina, kaempferol e quercitrina) para avaliar a coluna
monolitica. Os autores conseguiram alta eficiéncia de separacao e rapida analise
(3-4 min), utilizando eletrolito contendo tampéo fosfato 10 mmol L (pH 9,0) e
acetonitrila 30:70 v/v.

Karenga e El Rassi [89] obtiveram um monolito neutro a base de
metacrilato usando o diacrilato de fenileno-naftil (NPM) para separa¢gées no modo
fase reversa de varios compostos neutros e carregados. A coluna NPM foi
preparada pela polimerizacao in situ de naftiimetacrilato como monémero funcional
e diacrilato de 1,4-fenileno (PDA) como agente de entrecruzamento, em um
sistema ternario de solventes porogénicos contendo dodecanol, cicloexanol e
agua. A coluna NPM exibiu FEO catédico apesar de ser desprovida de qualquer
carga fixa. Os autores observaram que o monolito NPM apresentou maior FEO do
qgue o seu monolito homdlogo, NMM, preparado a partir da polimerizacao in situ de
naftil trimetacrilato e trimetilolpropano (TRIM). No caso do NMM, acredita-se que o
FEO surgiu da adsorcdo de ions do eletrélito na superficie do monolito. O maior
FEO exibido por NPM pode ser atribuido a natureza do diacrilato de 1,4-fenileno
(PDA) em comparacgao com a natureza do trimetilolpropano (TRIM), sugerindo que
o PDA tem maior capacidade de ligacao de ions do eletrélito devido a sua maior
polaridade comparada ao TRIM. Os autores acreditam que a adsor¢ao de ions do
eletrélito, juntamente com as interacdes n adicionais oferecidas pelos anéis

aromaticos do NPM, modula a retencdo do soluto e a seletividade da separagéo.
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As aplicacbes da NPM foram demonstradas pela separagdo de uma gama de
solutos pequenos e grandes, incluindo peptideos, peptideos tripticos e proteinas.

Huang et al. [90] prepararam uma série de FE monoliticas de
poli(metacrilato de alquildivinilbenzeno) por uma Unica etapa de polimerizagao in
situ de divinilbenzeno e varios metacrilatos de alquila (butil, octil ou lauril). Os
autores testaram as colunas na separacao de compostos derivados da
benzofenona. Além disso, observaram que, com um aumento no comprimento
molecular do metacrilato de alquila, o monolito polimérico apresentou maior
hidrofobicidade, reduzindo as caudas dos picos e a retencado das benzofenonas.
Consequentemente, o tempo de retencdo dos compostos aroméaticos foi
marcadamente reduzido com o aumento do comprimento da cadeia de carbono do
metacrilato de alquila. Comparando estudos anteriores com colunas a base de
poliestireno, que apresentavam problema de cauda nos picos, a diminuicdo dos
grupos benzenos na FE resultou na redugcdo da assimetria dos picos. Neste
estudo, os autores demonstraram que a retencado indesejavel (cauda de pico)
também pode ser diminuida através da inclusdo de metacrilato de alquila de
cadeia longa na composicao das colunas a base de poliestireno.

Lin et al. [91] prepararam uma coluna monolitica capilar neutra do tipo C18
que foi avaliada como FE hidrofébica no sistema ECC pressurizado para solutos
neutros, acidos e basicos. O monolito foi preparado por copolimerizacao in situ de
octadecilmetacrilato e etilenodimetacrilato em um solvente porogénico binario
consistindo de cicloexanol e 1,4-butanodiol. O FEO nesta coluna monolitica
hidrofébica foi baixo, mesmo quando o valor do pH do eletrdlito era elevado.
Devido a auséncia de cargas fixas, a estrutura monolitica formada estava livre de
interacdes eletrostaticas com solutos carregados. As separagdes de solutos
neutros foram baseadas no mecanismo de interacées hidrofébicas tendo a
pressdao como forga motriz. Os solutos acidos e béasicos foram separados em
modo ECC pressurizado (pECC) e a mobilidade eletroforética como forca motriz,
sendo que os analitos basicos apresentaram picos simétricos. A seletividade de
separacao de solutos carregados esta baseada em suas diferengas de mobilidade
eletroforética e interacdo hidrofébica com a FE. Sob condigdes otimizadas, a
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coluna apresentou eficiéncias de 82000 pratos m™ para compostos neutros,
134000 pratos m™' para os compostos acidos e 150000 pratos m™' para compostos
béasicos.

Wu et al. [92] propuseram um novo método analitico de pECC com
deteccdo amperométrica indireta para a determinagdo de alguns pesticidas
organofosforados (POF) n&o eletroativos. Os autores usaram 0,1 mmol L' de 3,4-
dihidroxibenzilamina adicionada a FM, composta de ACN:tampao &cido (2-N-
morfolino)etano sulfénico (MES) (10 mmol L™, pH 5,5) 50:50 v/v e 0,9 V (Ag /
AgCl) de potencial de trabalho, para obter os niveis maximos de sinal dos analitos.
A tensao de separacao de 10 kV, a pressao da coluna de 7,0 MPa e a vazéo da
bomba de 0,05 mL min' foram selecionadas como condi¢cbes ideais para a
separagao de seis POF (dimetoato, metil paration, etil paration, clorpirifés, metil
clorpirifés, triclorfon). Os POF foram separados em 15 min e os limites de
deteccgao variaram entre 0,008 e 0,2 mg kg'. Para a extracdo dos pesticidas em
amostras de vegetais e frutos foi empregada a técnica de extragdo em fase sélida,
com meédia de recuperacao entre 78,9% e 87,2% para as amostras de vegetais e
81,4% a 98,6% para as amostras de frutos.

Wu et al. [93] desenvolveram um método por ECC com pressao auxiliar e
deteccdo por fluorescéncia induzida por laser (LIF, do inglés laser-induced
fluorescence), para a separagao e determinacédo de flavinas no plasma humano.
Com uma coluna monolitica a base de metacrilato com grupos sulfato e n-
octadecil, os autores conseguiram a separacdo em modo isocratico dos analitos
com picos simétricos. A separacao de riboflavina (RF), mononucleotideo de flavina
(FMN) e dinucleotideo de flavina e adenina (FAD) foi alcangada em 4,5 min, em
um eletrélito contendo acetonitrila:20 mmol L™ tampao fosfato (pH 4,0), 60:40 (v/v),
com -22 kV de tensdo aplicada, 290 psi de pressdo auxiliar e 0,02 mL min™ de
vaz&o. Usando um laser de diodo de 473 nm, as flavinas foram determinadas por
LIF com limite de detecgdo de 0,5 nmol L™.

Wu et al. [94] sinterizaram uma coluna monolitica de silica com grupos
cloropropil através do processo sol-gel utilizando TMOS e 3-cloropropil-
trimetoxissilano (CPTMS) como precursores. O monolito hibrido resultante
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apresentou morfologia de macroporos homogéneos. Os autores aproveitaram a
alta reatividade quimica dos grupos cloro incorporados na matriz de silica para
modifica-los com uma amina terciaria de N,N-dimetil-N-dodecilamina (DMDA). A
coluna hibrida monolitica resultante C12 n&o s6 demonstrou propriedades
hidrofobicas na separacao de alquilbenzenos, em fase reversa ECC, mas também
FEO em uma ampla faixa de pH. Cinco alquilbenzenos foram separados em 3 min
com a eficiéncia da coluna variando de 189700 a 221000 pratos m™".

Hu et al. [95] relataram uma nova estratégia para funcionalizar colunas
capilares tubulares abertas através de adsor¢éo iénica de nanoparticulas de ouro
(AuNP) em um capilar com parede modificada com multicamadas de polieletrélito.
O revestimento foi realizado in situ, alternando lavagens de compostos com carga
positiva como poli(cloreto de dialildimetilaménio), carga negativa, poli (4-estireno
de sbédio) e AuNP carregadas positivamente. Em seguida, as AuNP foram
recobertas de n-octadecanotiol. Os autores compararam varias configuragdes da
coluna e encontraram que o melhor desempenho cromatografico foi obtido na
coluna revestida com AuNP carregadas positivamente. O revestimento foi robusto,
sendo que mais de 810 corridas foram realizadas. A FE mostrou alta estabilidade
em 0,01 mol L' de NaOH e 0,01 mol L™ de HCI, com concentracoes de eletrolitos
de até 70 mmol L. Os autores observaram que a repetitividade entre corridas,
dia-a-dia, e de FEO de capilar-a-capilar tinham valores satisfatérios de desvio
padrdo, menores que 1% em todos os casos. O capilar modificado foi aplicado na
separacao de analitos neutros (naftaleno, bifenil e tioureia) e proteinas e enzimas
(ovomucobide, lisozima, biotina, ovotransferrina e ovoalbumina).

Chen et al. [96] prepararam uma coluna tubular aberta com camadas
porosas de polimero a partir de butilmetacrilato (BMA), um mondmero ionizavel,
succinato de mono-(2-metacriloiléxietila) (SME) e um agente reticulante
(dimetacrilato de etileno). Além disso, os autores usaram um capilar de silica
modificado com uma monocamada de SME (identificada como SIH-SME, as siglas
SIH séo para indicar que o polimero esta diretamente ligado a superficie de silica)
para comparar com a coluna BMA-SME. E, ainda, aperfeicoaram as condi¢cbes de
separacdo por ECC para cada grupo de analitos (nucleosideos e timina,
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flavondides e acidos fendlicos). A comparacao da seletividade da separacao entre
as colunas capilares BMA-SME e SIH-SME dos analitos foi feita de acordo com a
velocidade e os fatores de retencao. Em geral, as separacdes na fase BMA-SME

tiveram melhor resolugcéo do que a fase SIH-SME.

1.4.2. Fases estacionarias com grupo polar embutido para
eletrocromatografia capilar.

As fases estacionarias apolares em ECC sao as fases mais empregadas
devido a sua capacidade de reter e resolver uma ampla gama de compostos
hidrofébicos e ligeiramente polares [97, 98]. No entanto, os analitos altamente
polares e basicos sado dificeis de serem separados nas FE a base de silica
tradicionais, porque grupos silandis reativos das FE muitas vezes resultam em
interacdes secundarias com os compostos basicos, que levam a um alargamento
de pico e ao aumento na retencdo. O uso de FE capeadas a base de silica
geralmente é considerado impréprio para ECC, ja que os grupos silandis sem
derivatizar sdo essenciais para a geracao do FEO. Além disso, solu¢cées aquosas
de eletrélitos empregadas, como FM, sdo necessdrias para a separacao de
compostos altamente polares. As FM altamente aquosas, combinadas com as FE
apolares, geralmente levam a formacao de bolhas e a interrupcao do processo de
separacao [99].

Uma das novas tendéncias para a obtencéo de FE reversas em CLAE é o
uso de um agente sililante contendo um grupo polar embutido na cadeia n-alquila.
Este grupo pode ser do tipo amida [100], ureia [101] ou carbamato [102] (Figura
9).

a) Amida b) Carbamato c) Urea
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Figura 9. Estrutura quimica de uma fase com grupo polar embutido, onde R pode ser uma
cadeia de 3 a 17 carbonos.
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A presenca destes grupos na FE confere-lhe certa estabilidade, ja que
estes podem interagir com os grupos silanodis da silica por meio de ligacdo de
hidrogénio [103] (Figura 10). A preparacao dos agentes sililantes contendo grupos
polares do tipo ureia inseridos na cadeia n-alquila foi proposta por Silva et al. [101,
104-107].

a) interagdes com os silandis residuais b) interagées com moléculas de agua
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Figura 10. Interacdes das fases com grupo ureia embutido e a) silandis residuais,
b) moléculas de agua, c) solutos polares e d) entre os préprios grupos polares. Adaptado
de [103].

Assim como em CLAE, é esperado que a fase com grupo polar embutido
apresente um melhor desempenho na separacao de compostos basicos e polares
do que a fase tradicional a base de silica em ECC.

Separacoes aceitaveis em ECC foram obtidas com estas FE e estédo
descritas na literatura. Progent e Taverna [108] relataram o uso de uma FE a base
de silica tendo um grupo aménio quaternario catibnico embutido em uma cadeia

alquila C21, usada para separar peptideos.



Capitulo 1 28

Ye et al. [109] sintetizaram uma coluna de silica monolitica com um grupo
amino polar embutido vinculado a uma cadeia alifatica de 16 atomos de carbono
(C16). Esta coluna foi usada no modo fase reversa na separacao de solutos
neutros, basicos e polares. Além disso, os autores realizaram uma comparagao do
desempenho entre a coluna com o grupo polar embutido e uma coluna C16 sem o
grupo polar. Os autores demonstraram que a coluna monolitica com o grupo
amino apresentou redugdo na retencdo de analitos com caracteristicas
hidrofébicas na separagédo de cinco compostos n-alquilbenzenos e quatro fendis,
quando comparada com a coluna monolitica de silica hexadecil. Também
observaram uma atividade de silandis residuais menor na coluna com grupo polar
quando feita a separacao da mistura teste contendo compostos basicos, incluindo
quatro aminas aromaticas, atenolol e metoprolol com 10 mmolL™ tampao borato
(pH 7,5):ACN 70:30 v/v como FM.

Ding et al. [110] prepararam uma coluna monolitica a base de silica com
grupos octilaminopropil ligados a superficie. Os autores confirmaram o
comportamento cromatografico de fase reversa da coluna com solutos apolares
(por exemplo, alquilbenzenos) com eficiéncia de 280000 pratos m™” para o
butilbenzeno. Os autores observaram que quando o pH do tampao aumentou, o
FEO passou de -2,65 x 108 m? s™ V' (pH 3,0) para +1,20 x 108 m? V' s (pH
8,0), com a reversao do FEO em torno de pH 6,4. Usando FM acida, cinco acidos
aromaticos foram separados eficientemente em menos de 6 min. Para os
compostos basicos, picos simétricos foram obtidos devido a existéncia do grupo
amida hidrofilico, que pode reduzir efetivamente a adsor¢cdo dos analitos béasicos
carregados positivamente na superficie a base de silica da coluna monolitica

capilar.
1.4.3. Fases estacionarias polares para eletrocromatografia capilar

As primeiras fases polares usadas em ECC foram os monolitos de silica
[111], mas, recentemente, os monolitos organicos tém sido preparados para a
separacao de compostos basicos e proteinas, entre outros.
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Svec et al. [112] prepararam colunas monoliticas capilares com
nanoparticulas de hidroxiapatita. As nanoparticulas de hidroxiapatita em forma de
bastdo foram incorporadas ao monolito poli(2-hidroxietiimetacrilato-co-
dimetacrilato de etileno) simplesmente adicionando-os na mistura dos mondémeros
precursores seguido por polimerizacdo in situ. O efeito da porcentagem de
mondémeros e nanoparticulas de hidroxiapatita na mistura de polimerizacdo sobre
o desempenho da coluna monolitica foi estudado em detalhes. Os autores
descobriram que as interacées do monolito com os analitos eram relacionadas as
caracteristicas da hidroxiapatita. Os autores obtiveram as melhores separagoes
com as colunas com maior carga de hidroxiapatita. As colunas monoliticas foram
testadas na separacdo de uma mistura teste de proteinas, incluindo ovoalbumina,
mioglobina, lisozima e citocromo c.

Wang et al. [113] prepararam uma FE monolitica para ECC com modo
misto de interagdes hidrofilicas e troca idnica forte (SCX, do inglés strong cation-
exchange) pela copolimerizagdo in situ de pentaeritritoltriacrilato (PETA), N,N-
dimetil-N-metacriloxietil-N-(3-sulfopropil) betaina de aménio (DMMSA) e amina
quaternaria acrilica como monémero seletor. Os autores justificaram a adigdo da
amina quaternaria acrilica para controlar a magnitude do FEO e para fornecer os
sitios de troca ibnica. Por tal motivo, os autores testaram trés diferentes
monémeros de amodnio quaternario acrilicos ([2-(acriloiloxi)etill]trimetilambnio
metilsulfato, [2-(metacriloiloxi) etill] trimetilaménio metilsulfato e 2-(metacriloiloxi)
etil] trimetilamdnip cloreto) para atingir a velocidade maxima de FEO. O monolito
otimizado obteve uma boa separacdo para uma gama de analitos polares,
incluindo nucleotideos, bases de acidos nucléicos e nucleosideos, fendis,
estrdgenos e pequenos peptideos. As eficiéncias obtidas foram de 192000 pratos
m™" para o estriol e 135000 pratos m™' para citidina ionizada.

Stege et al. [114] realizaram um estudo para a implementacdo de um novo
método para determinacdo de melatonina em matrizes alimentares complexas
usando ECC com uma coluna capilar tubular aberta contendo como FE nanotubos
de carbono de paredes multiplas e grupos carboxilicos imobilizados. O método foi
aplicado na determinagcdo de melatonina em vinho tinto e branco, pele de uva e
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extratos de plantas de Salvia officinalis L. Os resultados indicaram alta resolugéo
dos compostos, boa eficiéncia e maior detectabilidade comparado com capilares
convencionais. Além disso, foi demonstrado resultados altamente reprodutiveis
entre as corridas, entre os dias e entre as colunas. O limite de detecgéo (LD) para
melatonina foi de 0,01 ng mL™".

Chen et al. [115] prepararam uma coluna capilar tubular aberta com uma
nova fase imobilizada contendo nanotubos de carbono (CNT). A coluna foi
preparada pela polimerizagdo in situ de nanotubos de carbono de paredes
multiplas, tratados com acido (HNO3 3,0 mol L™ por 24 h a 60 °C e, depois, com
HCI 5,0 mol L™ por 6 h a 120 °C), usando BMA como mondémero precursor e
etilenodimetacrilato como agente reticulante em um capilar previamente
silanizado. Os autores observaram que a incorporacdo dos CNT na matriz do
polimero pode aumentar a quantidade de FE recobrindo o capilar de silica com a
vantagem da facilidade de preparo da coluna. A coluna BMA-CNT foi
caracterizada por microscopia eletrbnica de varredura (MEV) e as imagens
confirmaram o ancoramento da FE. A analise por espectroscopia de infravermelho
(IV) usando reflectancia total atenuada permitiu a identificacdo dos grupos
carbonila formados nos nanotubos pela reacdo com &cido e, posteriormente, a
observacdo do aumento do pico do grupo carbonila ap6és a polimerizacdo. Os
autores também caracterizaram a fase com as medidas de FEO, variando o pH e
o volume de modificador organico. Na estrutura de nanotubos de carbono de
paredes multiplas, os grupos carboxilatos foram os principais grupos ionizaveis na
superficie da fase, influenciando o FEO com uma mobilidade eletrosmaética de
4,0x10* cm? V' s, em tampao fosfato pH 2,8 e valores de desvio padréo relativo
(DPR) para a mobilidade (n=5) de 3,2%, 4,1% e 4,3%, para trés capilares
diferentes a pH 7,6. Os autores aplicaram a coluna BMA-CNT em separacgdes
ECC de varias amostras, incluindo bases nucleotidicas, nucleotideos, flavondides
e 4cidos fendlicos.

Zhang et al. [116] prepararam uma coluna tubular aberta modificada com 3-
[2-(2-aminoetilamino)etilamino]propiltrimetoxissilano. Os autores observaram que

os grupos funcionais hidrofilicos triamina ligados a coluna tubular aberta tém
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capacidade de gerar tanto FEO anddico como catddico. Quando o pH do eletrdlito
de corrida foi menor que 5,3, o FEO anddico esteve presente, impedindo a
indesejada adsorcao de proteinas bdasicas no interior da parede capilar. A
separacdo de quatro proteinas basicas (tripsina, ribonuclease A, lisozima e
citocromo c¢) foi alcangada com éxito, em pH 3,5 e usando 10 mmol L™ tampao
fosfato. As eficiéncias de separacao de proteinas na coluna estavam na faixa de
87000-110000 pratos m™, e os valores de DPR para tempo de migracédo de quatro
proteinas foram inferiores a 1,2% (entre corridas, n = 55). Os analitos iGnicos
também foram separados de forma eficiente no modo coeletrosmotico. As
eficiéncias médias variaram de 81000 a 190000 pratos m™ para sete &cidos
aromaticos e 186000 a 245000 pratos m™' para quatro nucleosideos mono-fosfato,

respectivamente.

1.4.4. Fases estacionarias de troca i6nica para eletrocromatografia
capilar.

As FE de troca ibnica para ECC tém sido amplamente estudadas e
aplicadas tanto como trocadoras aniénicas quanto trocadoras catibnicas, em
separacdes enantioméricas e em separacdes de anions e céations. Ha diversas FE
de troca ibnica, sendo a maioria delas com mais de um grupo funcional para
explorar a seletividade das mesmas.

Breadmore et al. [117] desenvolveram uma FE com aplicagdo em
microchip. Os autores realizaram a derivatizacdo da fase pela cobertura dindmica
do monolito com o polimero catidnico cloreto de poli(dialildimetilamonio) (PDDAC),
sendo avaliada também a formacao dos poros pela variacdo da massa molar do
PEO adicionado na mistura reacional. Os mesmos autores continuaram o
aperfeicoamento destas fases monoliticas recobertas com polimeros trocadores
de ions em outro trabalho [118]. Neste segundo artigo sdo apresentadas fases
recobertas dinamicamente com camadas de polieletrélitos de PDDAC e dextran
sulfato, as quais apresentaram maior estabilidade, além da possibilidade de uso
da fase como trocadora catibnica, para separagao de peptideos. Outro polimero
testado foi o poli(estireno-p-sulfonato de sédio) (PSS), o qual apresentou melhor
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desempenho na separagdo dos peptideos em relacdo a coluna recoberta com
PDDAC, devido a maior retencao.

Yan et al. [119] publicaram um trabalho onde foi desenvolvida uma fase
monolitica trocadora fraca de anions para a separagao de 8 acidos organicos,
obtendo uma eficiéncia de 276000 pratos m™'. A fase foi obtida pela adicdo do
agente sililante (3-aminopropiltrietoxissilano, APTMS) a mistura reacional
composta de TEQOS, etanol, 4gua e brometo de cetiltrimetilamonio.

Hilder et al. [120] fizeram a determinacao de 8 anions inorganicos (ClI', F,
NO>, Br, NOg, PO,*, SO,* e I), usando uma coluna recheada com uma FE
trocadora anidénica comercial (Dionex AS9-SC). Os autores compararam a
deteccdo condutométrica sem contato (C*D, do inglés Capacitively Coupled
Contactless Conductivity Detection) com deteccao indireta por UV e observaram
que, para os anions estudados, a deteccdo C*D obteve melhor desempenho.

Tang e Lee [121] prepararam uma coluna monolitica de modo misto do tipo
C18 e SCX e compararam os parametros obtidos para esta coluna com os obtidos
para uma coluna monolitica C18. Os autores concluiram que as colunas com fase
mista apresentavam maior FEO em baixos valores de pH e uma estabilidade
maior entre pH 2 e 9, além de evitar a formagéo de bolhas.

Hutchinson et al. [122] prepararam uma fase trocadora anidnica usando
monolitos de silica como suporte de particulas de latex funcionalizadas com amina
quaternaria. Os autores compararam os parametros caracteristicos destas fases
com capilares de silica vazios e com colunas tubulares abertas. Os resultados
mostraram maior retencao para as colunas monoliticas e valores de 80000 pratos
m™ para colunas de 25 cm de comprimento e 50 um de diametro interno. N&o
obstante, foram encontrados problemas relacionados com a geracao de calor e a
retengéo dos analitos.

Riordain et al. [123] desenvolveram colunas monoliticas de silica revestidas
com o surfactante N-dodecil-N,N-(dimetilaménio)undecanoato, o qual permitiu
obter uma fase zwitteriénica (dependendo do valor de pH, a fase pode atuar como
trocador aniénico ou catiénico) para ECC. Os autores testaram a separacéo de
anions inorganicos estudando o efeito do pH sobre a retencédo dos anions e 0 uso
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de gradientes de eluicdo para otimizar as separagdes. Os eletrocromatogramas
mostraram uma separacao rapida (6 min) para 7 anions e valores de eficiéncia de
29000 pratos m™ para colunas de 2,5 cm de comprimento e 42000 pratos m™' para
colunas de 10 cm.

Huang et al. [124] prepararam um monolito de silica poroso zwitteribnico
pela ligacado covalente in situ de lisina com um monolito de silica modificado com
y-glicidoxipropiltrimetoxissilano. Os autores realizaram separagbes de solutos
neutros e ionizados por pECC. Foi observado que a fase monolitica foi capaz de
separar nucleotideos a partir de interagcées hidrofilicas e eletrostaticas entre a FE
e os analitos. Além disso, as propriedades de separacao do monolito zwitteribnico
foram comparadas as de um monolito de silica modificado com diamina como FE.
O monolito de lisina apresentou menor retencdo para os cinco nucleotideos, o
qual, segundo os autores, € devido a dissociacao dos grupos externos de acidos
carboxilicos, os quais originaram a repulsdo eletrostatica com os solutos
carregados negativamente. Sob as mesmas condicdes experimentais, a
separacdo de cinco nucleotideos na coluna zwitteridnica levou menos de 8 min,

enquanto que na coluna de diamina levou quase 60 min.

1.5. Parametros de avaliacao de colunas e fases estacionarias
em eletrocromatografia capilar

Analogamente aos parametros utilizados em CLAE para avaliar o
desempenho das colunas, alguns autores [125] utilizam alguns parametros
cromatograficos para avaliar as colunas capilares de ECC. Estes parametros sédo
calculados a partir de resultados experimentais.

Um deles é o fator de retencao (k) dado pela equacgéo 8.

k= (ta-treo)/ treo Eq. 8
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onde t; é 0 tempo de migracao do analito e trep € 0 tempo de migragédo do FEO,
determinado pela injecao de um analito neutro que nao apresenta interacdo com a

FE, chamado de marcador de fluxo.

O outro parametro ¢ a eficiéncia, que € medida pelo niumero de pratos (N):

N = 5,545((ta)/(w112))* Eq. 9

onde wy,2 é a largura do pico a meia altura.

A altura do prato (H) é a razdo entre o comprimento da coluna (L)
expressa em metros e o numero de pratos (N) e pode ser calculada por

H=L/N Eqg. 10
A resolucao entre dois solutos (R) pode ser calculada pela equacao 11.
R = 2(to- t1)/ (w1 + Wo) Eqg. 11

onde t> & o tempo de migracdo do componente 1, em s; to € o tempo de migracao

do componente 2, em s; wy € a largura do pico do componente 1, em s; w, é a

largura do pico do componente 2 em s.
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2.1. Justificativas

No capitulo 1 foram apresentados diversos aspectos em ECC. Estes
deixam em evidéncia que a tecnologia de colunas € um topico importante
explorado nas pesquisas da area, as quais visam atingir as vantagens que a
técnica oferece.

Existem alguns pontos que devem ser aperfeicoados nas pesquisas para a
elaboracao de cada tipo de coluna para ECC. Deste modo, na pesquisa com as
colunas recheadas ou particuladas devem melhorar a reprodutibilidade no preparo
do leito e a fabricagdo dos filtros para conter a fase estacionaria dentro do capilar.
Além disso, deve-se diminuir a fragilidade das colunas que podem quebrar nas
pontas ou na janela de deteccdo. Ja as pesquisas com colunas tubulares abertas
devem visar melhorar a baixa capacidade de amostragem e a fragilidade na janela
de deteccdo. Nas pesquisas com colunas monoliticas, os pontos criticos a ser
estudados sédo a falta de reprodutibilidade no leito da coluna, bem como a
fragilidade da coluna na janela de detecgéo.

Outro aspecto importante a ser estudado nas fases estacionarias para ECC
sdo os grupos funcionais, 0s quais devem proporcionar ndo somente seletividade,
mas também sustentacdo do FEO e permitir a separacao de compostos sem o0s
efeitos indesejados de alargamento de pico.

No presente trabalho foi proposta a sintese de um agente sililante com um
grupo ureia embutido em uma cadeia polar, aplicado na funcionalizacdo de uma
coluna monolitica de silica para ECC. As colunas capilares monoliticas foram
selecionadas porque sdo as que apresentam menores desvantagens em relacéo
as colunas recheadas e as colunas recobertas. Os monolitos a base de silica
foram escolhidos devido a alta estabilidade mecanica e térmica, a rigidez deste
material, a necessidade de baixas pressodes para o condicionamento (=100 psi) e a
facilidade de funcionalizacéo.

Para superar o problema da fragilidade da coluna na janela de deteccao foi
dispensada a formacéo desta, empregado um detector C*D ou uma cela comercial
de alta sensibilidade, no caso de detecgéo UV.
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2.2. Objetivos

O principal objetivo do trabalho foi sintetizar e caracterizar uma nova fase
estacionaria monolitica, para eletrocromatografia capilar, baseada no processo
sol-gel, contendo grupo polar do tipo ureia embutido na cadeia organica e com
caracteristicas trocadoras de cations. Para atingir este objetivo, foram cumpridas
as seguintes etapas:

v Preparar colunas capilares monoliticas baseadas no processo sol-gel.

v Preparar um agente sililante do tipo alcoxissilano, contendo grupo polar
tipo ureia inserida na cadeia organica, com grupo terminal acido carboxilico.

v Modificar a superficie do monolito com o agente sililante.

v Caracterizar o agente sililante, o monolito de silica e a nova fase
estacionaria por testes fisicos e eletroforéticos.

v Avaliagado da nova fase estacionaria na separagéo de cations, compostos

neutros e basicos.
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3.1. Materiais e reagentes.

Os materiais e reagentes empregados neste trabalho foram: hidréxido de
sédio (Synth); acido cloridrico (Synth); acido nitrico (Synth); tetrahidrofurano
(Synth); hexano (Synth); acido acético (Mallinckrodt); agua deionizada tipo Milli-Q;
polietilenoglicol, 10000 g mol (Sigma); ureia (Riedel-deHaén); metanol grau
CLAE (J. T. Baker); trietilamina (Aldrich); trietoxipropilisocianatossilano (Aldrich);
tetrametoxissilano (Merck); tampao fosfato (Merck); N,N-dimetilformamida
(Aldrich); acido 4-aminobenzdico (Aldrich); tetraetoxissilano (Fluka); acido 2-
amino-4-guanidina-n-valérico (Arginina; Sigma Aldrich 99%); acido 2-amino-3-
imidazolpropidnico, (Histidina, Sigma Aldrich 99%); &cido 2,6-diaminoexandico
(Lisina, Sigma Aldrich 99%); tampao tris(hidroximetillJaminometano (Fluka);
etilbenzeno (Fluka); propilbenzeno (Fluka); butilbenzeno (Fluka); pentilbenzeno
(Fluka); tioureia (Riedel-deHaén); metilparabeno (Aldrich); etilparabeno (Aldrich);
propilparabeno (Aldrich); butilparabeno (Aldrich); acetonitrila (J. T. Baker); cloreto
de amédnio (Ecibra); cloreto de célcio (Merck); cloreto de potassio (Synth); cloreto
de sodio (Synth). Também foram utilizados capilares de silica fundida recobertos
com poliimida com 100, 75 e 50 um de diametro interno (Agilent); seringas de
vidro e polietileno de 1, 3 e 5 mL; seringas para insulina de 0,5 mL com agulha
integrada de 8 mm e 0,3 mm de calibre, e adaptadores tipo luvas para capilares
(Micro Tight sleeve orange 0,013 x 0,025 e Micro Tight sleeve green 0,0155 x
0,025, Upchurch).

3.2. Equipamentos

Forno de cromatografo a gas modelo 5890A (Hewlett Packard), forno tunel
com programador de temperatura modelo FT 20 (EDG equipamentos); bomba de
CLAE modelo 515 (Waters); bomba seringa modelo 260D (Isco); bomba seringa
(Kd Scientific); microscopio 6tico modelo BA300 (Miotic); microscopio eletrdnico de
varredura modelo JSM-6360LV (Jeol); analisador elementar modelo 2400 (Perkin-

Elmer); analisador de é&rea superficial e volume de poros modelo 2010
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(Micrometrics); espectrofotémetro infravermelho com transformada de Fourier MB-
100E (Bomem); espectrometros de ressonancia magnética nuclear 250 MHz
Avance (Bruker) e Inova (Varian); espectrometros de massas AutoSpace hibrido
EBE (Micromass) e Xevo Q-TOF (Waters).

3.2.1. Equipamentos de eletroforese capilar

Para as avaliacbes eletroforéticas das fases estacionarias com deteccéo
C*D foram usados trés equipamentos, designados como sistemas 1, 2 e 3.
> Os sistemas 1 e 3 consistem em equipamentos de eletroforese capilar,
construidos pelo Prof. Dr. José Alberto Fracassi da Silva (IQ-UNICAMP) [126].
Esses sistemas sao constituidos por fonte de alta tensédo (30 kV), capilares de
silica fundida, eletrodos de platina e detector. O detector condutométrico sem
contato foi posicionado a 10 cm do final do capilar. Dois eletrodos tubulares de 2
mm, espacados por 1 mm, foram posicionados do lado externo do capilar. A
camada de poliimida n&o foi removida dos capilares da regido de deteccdo. Um
sinal senoidal entre 453 e 555 kHz e baixa amplitude (1,3 —-3,1 Vp) foi aplicado

sobre um dos eletrodos com auxilio de um gerador de sinais (Minipa UFG-4202,
Brasil). O outro eletrodo foi conectado ao circuito eletrénico do detector com
etapas de conversao corrente-tensao, retificagdo e amplificagdo. O sinal continuo
resultante foi coletado a partir de uma interface A/D (Ni-USB-6009, National
Instruments, USA). Os dados do detector foram armazenados em computador
com auxilio de software de controle escrito em Labview 7.1 Student edition, sob
plataforma Windows XP.
> O sistema 2 é um equipamento comercial Waters Capillary lon Analyzer que
foi adaptado com um detector condutométrico sem contato. Este equipamento
esta conectado a um computador para aquisicdo de dados e software de controle
escrito em Labview 7.1 Student edition, sob plataforma Windows.

Para as avaliagbes eletroforéticas com deteccdo UV foi usado um
equipamento de Eletroforese Capilar HP3D (Agilent Technologies) equipado com
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detector de arranjo de diodos e um computador para aquisicdo de dados e
software ChemStation (2001-2007).

3.3. Preparacao do monolito de silica

3.3.1. Pré-tratamento do capilar

Antes de preparar o monolito de silica, foi realizado um pré-tratamento no
interior do capilar de silica fundida para eliminar as impurezas da superficie interna
e deixa-la com o maior numero de grupos silandis disponiveis para participar das
reacdes de formagédo do monolito no processo sol-gel. Este procedimento permite
ancorar a fase monolitica ao capilar.

Com auxilio de uma seringa de plastico (1 mL), o capilar foi lavado e
peenchido (L= 60 cm; 50, 75 ou 100 um de d.i.) com solugdo 1 mol L™ de NaOH,
selado com conectores de vidro e colocado no forno a 95 °C por 2 h. Em seguida,
o capilar foi lavado com agua deionizada tipo Milli-Q até meio neutro, deixado em
fluxo de N2 por 15 min e colocado aberto no forno a 120 °C por 2 h.

3.3.2 Mistura reacional do monolito de silica

A mistura reacional do monolito de silica foi adaptada da proposta de Tanaka
et al. [127]. Em um béquer de 10 mL, mantido em banho de gelo, adicionou-se 2
mL de solugdo 0,01 mol L™ de acido acético. Uma vez estabilizada a temperatura
da solucédo a 0 °C, colocou-se 0,1769 g de polietilenoglicol (PEG) e agitou-se a
mistura até ficar homogénea. Adicionaram-se 0,1808 g de ureia e continuou-se a
agitacdo até obter uma mistura totalmente homogénea. Por U(ltimo, foram
adicionados 0,8 mL de TMOS e, a partir desse momento, a temperatura (0 °C) e a
agitacao foram mantidas constantes por 45 min. Foi realizada uma variagdo desta
mistura reacional adicionando 1,2 mL de TEOS em substituicdo ao TMOS.
O capilar foi preenchido com a mistura reacional, fechado com um conector,
como ilustra a Figura 11, e aquecido no forno a 40 °C por 18 h ou 25 h.
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Posteriormente, aumentou-se a temperatura do forno para 120 °C e manteve-se
por 3 h. O capilar foi lavado com dgua e metanol e deixado novamente no forno de
CG ou na mufla, com uma rampa de temperatura de 40 °C a 330 °C, a uma
velocidade de 5 °C min™', na qual permanecia por 25 h.

Figura 11. Fotos do conector empregado para fechar os capilares de silica durante os

tratamentos térmicos.

Uma vez formado o monolito, sua superficie era ativada para permitir um
melhor recobrimento com o reagente de funcionalizacdo. Para isso, a coluna foi
lavada com HNOs; 1 mol L' e 4gua até obtencdo de um sistema préximo a
neutralidade e colocada no forno a 120 °C por 1 h.

3.4. Caracterizacao do monolito de silica

3.4.1. Microscépio optico

O preenchimento das colunas monoliticas ao longo do capilar foi avaliado
com o auxilio do microscopio éptico. Com este procedimento foi possivel descartar
as colunas que ndo estavam totalmente preenchidas ou que apresentavam muita

heterogeneidade ao longo do capilar.
3.4.2. Microscopia eletrénica de varredura

A morfologia do monolito foi avaliada pela técnica de microscopia eletrdnica
de varredura. As extremidades do capilar foram cortadas e fixadas em um porta-
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amostra tipo fratura por uma fita dupla face de carbono. Em seguida, as amostras
foram recobertas com uma fina camada de ouro, onde o metal foi bombardeado
com atomos de argbnio sob alto vacuo por 120 s para formacédo de uma camada
de aproximadamente 10 nm de espessura. As fotomicrografias das particulas
foram obtidas com varios aumentos, de acordo com a melhor visualizacdo da
morfologia das particulas. Além da caracterizagdo do monolito de silica dentro dos
capilares, foi feita a caracterizagdo de porcées do material preparado em frascos
nas mesmas condi¢cdes de sintese das colunas. Como a formacao do monolito
envolve 5 etapas, a mistura reacional restante foi dividida e colocada em cinco
pequenos frascos. Cada frasco recebeu o tratamento térmico e lavagens
correspondentes a uma etapa de formacdao do monolito para posterior

caracterizacao (Tabela 2).

Tabela 2. Tratamentos realizados durante a sintese dos monolitos de silica.

Tratamento
No.
18 ha 40 °C 3hai20°C Lavagens 25ha330°C Lavagens
Frasco
H,0 e MeOH HNOse H,0
1 X
2 X X
3 X X X
4 X X X X
5 X X X X X

3.4.3. Espectroscopia na regiao do infravermelho

Obtiveram-se os espectros de infravermelho na regido de 4000 a 400 cm™,
usando pastilhas de KBr.
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3.4.4. Analise elementar

Os monolitos de silica e o agente sililante foram subimetidos a analise
elementar, sendo as porcentagens de carbono, hidrogénio e nitrogénio
determinadas no analisador 2100 da Perkim Elmer.

A andlise elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio consiste en
converter os elementos da amostra em gases simples como CO,, Ho e Nz pelo
método da combustdo. A amostra € primeramente oxidada em uma atmosfera de
O2 puro. Os produtos gerados na zona de combustdo incluem COz, Hz e Na. Os
elementos como os halogénios e o enxofre sdo removidos por reagentes na zona
de combustdo. Os gases resultantes sdo homogeneizados e controlados em
condicbes exatas de pressdo, temperatura e volume e entdo despressurizados
através da coluna, separados e detectados em funcdo de suas condutividades
térmicas e convertidos em porcentagem de C, H e N na amostra [128].

3.5. Sintese do agente sililante

Realizou-se a sintese do agente sililante a partir de uma solucao equimolar
de glicina ou acido 4-aminobenzéico (PABA), trietoxipropilisocianatossilano
(TEPIS) e trietilamina (TEA) em N,N-dimetilformamida (DMF). Manteve-se a
reacao a 50 °C por 4 h. ApGs esse tempo, o produto final foi isolado através da
remocao do solvente com uma linha de vacuo sob atmosfera de Ny por 24 h.

Alguns parametros da sintese foram avaliados, como tempo de reagéo (4 h e
8 h) e solvente (DMF e metanol) além do tempo de secagem (24 h e 72 h).

Também foi avaliada a rota de sintese proposta por Zhang et al. [129], na
qual foram empregadas condi¢des anidras € um excesso do TEPIS. Colocaram-se
5 mmol de PABA em 15 mL de tetrahidrofurano (THF) anidro, 7,5 mmol de TEPIS
e deixou-se em refluxo por 8 h, sob atmosfera de Npg. Apds esse tempo,
adicionou-se 50 mL de hexano seco para precipitar o produto, o qual foi filtrado e
lavado varias vezes com hexano. O sdlido branco obtido foi seco sob alto vacuo.
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3.5.1. Caracterizacao do agente sililante
3.5.1.1. Espectroscopia na regiao do infravermelho

Os espectros na regido do infravermelho (IV) foram obtidos no
espectrofotdmetro modelo MB-100E (Bomem), no intervalo de 4000 a 450 cm™,

com resolucdo de 4 cm™, usando pastilhas de KBr.
3.5.1.2. Ressonancia magnética nuclear

A ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e C para os agentes
sililantes foi realizada no espectrdmetro INOVA da Varian ou no espectrometro
Bruker. As amostras dos agentes sililantes foram dissolvidas em cloroférmio
deuterado e em dimetilsulféxido. As frequéncias utilizadas foram 500 e 125 MHz
para os nucleos de 'H e '*C, respectivamente.

3.5.1.3. Espectrometria de massas

Os espectros de massas foram obtidos no espectrdmetro de massas
AutoSpace hibrido EBE (Micromass). A amostra foi inserida diretamente no
espectrometro com ionizacao por elétrons, em uma faixa de varredura de massas
de 50 a 550. A energia da fonte de ionizagéo era de 70 eV. No equipamento Xevo
Q-TOF (Waters), a amostra foi introduzida no espectrofotémetro por infuséo direta
com ionizagao eletrospray negativa, numa faixa de varredura de massas de 25 a
350, com o capilar em 3,0 kV, o cone em 30 V e a temperatura da fonte em
100 °C.

3.6. Derivatizacao do monolito de silica

Para introduzir a solugao do agente sililante na coluna monolitica de silica foi
usado um tubo de peek (do inglés, poly ether ether ketone, L= 22 cm, 100 um d.i.)
com adaptadores adequados para permitir a conexao em série das colunas com
uma bomba de CLAE, como ilustra a Figura 12.
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L TLE].

$1

Figura 12. Fotos do sistema empregado para funcionalizar os monolitos de silica no modo
on line, a) tubo peek e conectores, b) bomba seringa.

Para derivatizar o monolito de silica, utilizou-se como referéncia as condi¢coes
descritas por Tanaka et al. [127], usando uma solucdo 10% m/m do agente
sililante em DMF ou metanol (dependendo do solvente usado para a sintese do
agente sililante), deixando reagir a 60 °C de 3 a 48 h, colocando nova solugao do
agente sililante em intervalos de 1, 2 e 12 h, conforme o tempo de reacgéo.
Percolou-se 250 uL da solugdo através da coluna. Posteriormente, a coluna foi
lavada com metanol por 1 h para eliminar o excesso do agente sililante e, a seguir,
com metanol/agua 50:50 v/v por 4 h. Com esta lavagem, os grupos etdxi do
agente sililante que nao reagiram foram hidrolisados. Para obter o mesmo material
em frasco, foi utilizada a silica obtida no frasco 5 (Tabela 2), a qual foi submetida a
funcionalizacdo e a lavagens iguais as feitas na coluna monolitica.

O agente sililante obtido pela rota de sintese proposta por Zhang et al. [129],
foi usado para funcionalizar os monolitos de silica a 60 °C com uma solugéo 20%
m/m do agente sililante em metanol por 6 h, trocando a solug&o do silano a cada
2 h.
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3.6.1. Caracterizacao do monolito de silica derivatizado

Os materiais resultantes foram caracterizados por andlise elementar e
espectroscopia no infravermelho usando o0s mesmos equipamentos e

procedimentos descritos nas se¢des 3.5.1.1. ¢ 3.5.1.2..
3.7. Condicionamento dos monolitos

O condicionamento da FE com a FM deve ser realizado antes da FE ser
usada pela primeira vez. Este condicionamento é feito com a percolagédo de um
fluxo de FM pressurizado e posterior aplicacao de uma rampa de potencial até que
a linha de base se estabilize, conforme recomendado por Fonseca [130]. Para as
colunas monoliticas de silica obtidas neste trabalho, foram necessarias algumas
horas de condicionamento antes de efetuar a primeira corrida, sendo em média 2
h na bomba de CLAE e patamares de 60 min para cada potencial, iniciando em 5
kV e terminando em 25 ou 30 kV (dependendo do equipamento de EC utilizado)
com incrementos de 5 kV.

Uma vez condicionada a coluna com o eletrélito de corrida, o protocolo de
condicionamento no inicio do dia foi de 5 min em cada potencial iniciando em 5 kV
e terminando no potencial aplicado durante a corrida, com incrementos de 5 kV. O
condicionamento entre corridas foi feito aplicando o potencial de corrida por 5 min.
Quando necessario, foi feita a mudanga da composicao do eletrélito de corrida.
Primeiramente foi feita uma lavagem da coluna, aplicando pressao de até 6 bar e,
posteriormente, um condicionamento usando rampa de potencial com patamares
de 5 min até alcancar estabilidade na linha de base.

Paralelamente aos testes realizados com as colunas monoliticas, nas
determinacdes com deteccdo C*D, foram feitos testes com um capilar vazio de
dimensdes semelhantes. O condicionamento do capilar de silica vazio foi feito
conforme o seguinte protocolo no inicio do dia: 10 min de 1 mol L' NaOH com
pressao; 15 min de H.>O deionizada com pressao, 15 min de eletrdlito de corrida
com pressdo, 5 min de eletdlito de corrida com o potencial de corrida. Apds 3
injecOes, o eletrdlito de corrida era renovado dentro do capilar e nos reservatorios.
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Todas as solugdes usadas na avaliagcdo eletroforética foram filtradas e
colocadas em banho de ultrassom por 20 min, para desgaseificacao.

Para as avaliacbdes eletroforéticas, fez-se a injecao eletrocinética com 5 kV
por 10 s.

3.8. Avaliacao eletroforética dos monolitos

3.8.1 Deteccédo C*D

Os analitos e as condicdes de trabalho dos detectores C*D de cada sistema

estao sumarizados na Tabela 3.

Tabela 3. Analitos analisados e condi¢des de trabalho dos detectores C*D.

Sistema Analitos / 1 mmol L™ Frequéncia | AmplitudeV,

/ kHz A"
1 K*, Li*, Mg®* e Ca** 583 1,4
1 Arginina (Arg), Histidina (His), Lisina (Lis) 583 1,4
1 K*, NH,*, Na* e Ca™* 453 3,1
2 K*, NH,*, Na*, Mg®* e Ca** 555 2,0
2 Arg, His e Lis 555 2,0
3 K*, NH,*, Na* e Ca** 453 3,4

V, € a Voltagem de pico.

Foram preparados 25 mL de solugdo padrao estoque 0,1 mol L' em agua de
cada um dos analitos da Tabela 3, a cada trés meses. Posteriormente, foram
feitas as diluicbes e as misturas, adequadas para cada experimento de avaliagao
das FE.

3.8.2 Deteccao UV

Foram preparados 10 mL de solugdo padrdo estoque 0,1 g L™ dos analitos
em ACN, repetindo a cada trés meses. As diluicbes eram feitas no dia das
avaliagdes de cada FE.
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As amostras consistiram em misturas de parabenos (metil, etil, propil e
butilparabeno), de farmacos (paracetamol, fenacetina, propranolol, atenolol,
amitriptilina, nortriptilina e clorfeniramina), todos na concentracéo de 500 pug mL" e
de benzenos (etil, propil, butil e pentilbenzeno), na concentracido de 5 mmol L™,

utilizando-se tioureia 5 mmol L' como marcador de FEO.
3.8.2.1 Cela de alta sensibilidade

Para realizar a deteccdo UV em ECC avaliou-se a possibilidade de usar a
cela de alta sensibilidade, pois esta viabiliza 0 uso de colunas sem janela de
deteccdo no equipamento Agilent. A cela foi projetada pelo fabricante para uso em
ECZ, ou seja, utilizando um capilar vazio, mas foi feita uma adaptacao para usar
as colunas monoliticas conectadas a esta cela. Esta conexdo foi possivel
colocando um pequeno pedacgo de adaptador tipo luva, 0 que evitou a saida dos

capilares da mesma. A Figura 13c ilustra o sistema adaptado.

Entrada g 1

Figura 13. a) Coluna monolitica capilar montada na cela de alta sensibilidade b) cela de
alta sensibilidade aberta e c) esquema interno da cela de alta sensibilidade: 1) coluna
capilar, 2) adaptador Agilent e 3) adaptador tipo luva de 0,0155 x 0,025 cm para capilar,
Micro Tight sleeve Green, Upchurch.
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4.1. Preparacao da coluna monolitica de silica

Foram testadas duas rotas de sintese das colunas monoliticas, sendo que a
primeira empregou TEOS e, a segunda, TMOS na mistura reacional.

Com o TEOS néao se obteve sucesso na formagao do monolito no interior do
capilar. Um dos motivos que impossibilitaram a formag¢ao do monolito no capilar foi
a heterogeneidade da mistura reacional, ou seja, a mistura estava composta por
duas fases liquidas, o que impediu o preenchimento do capilar de maneira
eficiente. Segundo a literatura [131,132], o reagente TEOS é mais usado para
gerar um entrecruzamento de particulas de silica prontas ou entdo em conjunto
com TMOS ou outros silanos para formar a estrutura monolitica. Por outro lado,
em paralelo, foi possivel acompanhar a formacéao da silica dentro de um frasco e
verificou-se o completamento da sintese.

A partir dos materiais obtidos com TEOS no frasco, observou-se que um
deles tinha uma coloragdo marrom apos o tratamento térmico a 330 °C e o outro
ndao. Uma explicagdo para este fato € que as lavagens com metanol e agua, apés
aquecimento por 3 h a 120 °C, ndo foram suficientes para eliminar o excesso dos
reagentes ureia e PEG, os quais permaneceram na mistura e queimaram durante
o tratamento a 330 °C. A partir destes resultados, as lavagens dos monolitos,
silica de referéncia, foram feitas exaustivamente com, pelo menos, 250 mL de
cada solvente.

Na rota que emprega o TMOS como reagente precursor, foi gerada uma
mistura homogénea, o0 que permitiu o preenchimento do capilar e deu origem a
estruturas monoliticas homogéneas. Por tal motivo, foi usado este reagente para

preparacao de todos os monolitos apresentados no presente trabalho.
4.1.1. Preenchimento do capilar
O preenchimento do capilar com a mistura reacional € um dos momentos

mais criticos na preparac¢ao da coluna monolitica, pois nesta etapa determina-se a

homogeneidade do monolito. Para isso, procurou-se ao longo deste trabalho o
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aprimoramento dos dispositivos empregados na introducdo da mistura reacional
dentro do capilar sem bolhas, sem variagcdes de temperatura e sem vazamentos.
Com esse objetivo, foram testados os seguintes dispositivos:

a
b

Seringas de vidro e conectores,
Seringas de polietileno adaptadas,

o O

)
)
) Seringas de vidro realizando o processo de succ¢ao ao invés da injecao,
) Sugador de solda adaptado, também para succao.

)

e Seringa para insulina de 0,5 mL, uma bomba seringa com uma vazao de 2
mL h™' e adaptadores para capilar.

O dispositivo que apresentou melhor desempenho para o preenchimento da
mistura reacional dentro dos capilares foi este ultimo. A Figura 14 ilustra os

dispositivos usados nesta ultima opc¢ao e também o sistema completo.

' kdSScientific

3)

R

Figura 14. Fotos do sistema para preenchimento de capilares, 1) bomba seringa,

2) seringa para insulina com agulha integrada, 3) conectores e luvas para capilar 4)

sistema montado.

4.1.2. Caracterizacao dos monolitos de silica

4.1.2.1. Microscopia eletronica de varredura

Prepararam-se véarias colunas monoliticas de silica de 50, 75 e 100 um d.i..

Realizou-se analise por microscopia eletrénica da maioria delas para verificar o
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ancoramento do monolito ao capilar, assim como a morfologia dos macroporos.
Com o auxilio das micrografias, foi possivel observar que a estrutura monolitica
era constituida de particulas arredondadas com tamanho médio de 2,5 um. As
micrografias tipicas das colunas podem ser vistas na Figura 15. E importante
destacar os canais entre as particulas, os quais sao responsaveis pela
permeabilidade da FM ao longo das colunas. A estrutura destes canais oferecem
menor resisténcia ao fluxo da FM comparada as FE particuladas.

b)

Figura 15. Microscoa eletrbnica das colunas monoliticas: 1) 75 um e 2) 50 um com
aumentos de a) 250, b) 1000 e ¢) 5000 vezes.
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Também utilizou-se analise por MEV do material preparado nos frascos,
obtido com o restante da mistura reacional, o qual foi preparado pelo mesmo
procedimento que as colunas monoliticas. A Figura 16 apresenta uma das

microscopias da silica obtida.

LLoour R | <1 | ‘é,

Figura 16. Microscopia eletrénica da silica nua com aumentos de: a) 500 e b) 5000

vezes.

Comparando a Figura 16 b) com as Figuras 15 c), pode-se observar que o
material obtido € semelhante aquele sintetizado dentro do capilar, ndo havendo
diferengas significativas. O material da Figura 16 b) foi denominado de monolito

sem funcionalizacao ou de silica nua, nos préximos itens.
4.1.2.2. Espectroscopia no infravermelho

A espectroscopia na regiao do infravermelho é uma técnica de inestimavel
importadncia na sintese quimica, pois ajuda a identificar e elucidar os grupos
funcionais presentes nas estruturas dos compostos sintetizados, bem como
acompanhar o desaparecimento das bandas dos grupos funcionais dos reagentes.
Este recurso ajudou a observar a evolugdo da formagédo da silica nua em cada
etapa do processo de sintese do monolito.

A Figura 17 apresenta os espectros no IV das matérias-primas ureia e PEG,
ressaltando as bandas caracteristicas de cada composto. Assim, a ureia
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apresenta bandas em 3450 e 3340 cm™ de estiramentos NH; (I e II), uma banda
em 1683 cm” de estiramentos C=O (lll) e uma banda em 1470 cm” de
estiramentos C-N (IV). J&4 o PEG possui banda em 3439 cm™ de estiramentos O-H
(V), banda em 2894 cm™ de estiramentos C-H (VI) e outra banda em 1096 cm™ de
estiramentos C-O (VII).

a) UREIA b)PEG

25+

30
20

25
Vi

20

Transmitancia / %

/1

5 | M 15 Vi

m v

10
T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda / cm™ , 1
Numero de onda / cm

Figura 17. Espectros no Infravermelho para: a) ureia estiramentos (I e Il, NH,), (lll, C=0)
e (IV,C-N) e b) polietilenoglicol (PEG) (V, O-H), (VI, C-H) e (VII, C-O)

Na Figura 18 sao apresentados os espectros do material em cada etapa de
preparo do monolito. E possivel observar a presenca das bandas caracteristicas
do PEG e da ureia até antes da calcinacao. Apds essa etapa, restaram apenas as
bandas caracteristicas da silica. Nas Figuras 18E4 e 18E5, a banda de absorcéo
em ~3470 cm’' (V) corresponde aos estiramentos das ligacdes O-H, que sdo
atribuidos a grupos silandis ndo condensados e agua residual. A presenca de
agua, fisicamente adsorvida, € comprovada pela banda em 1638 cm™', atribuida a
deformacdo O-H da molécula de &gua (VIIl). A banda intensa em 1071 cm™ é
caracteristica e atribuida aos estiramentos assimétricos do grupo Si-O-Si (IX) e a
banda em 472 cm™ (X) corresponde a ligagées Si-O.
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Figura 18. Espectros no Infravermelho para a silica ap6s cada etapa de preparagao do
monolito: E1) Apés 40 °C por 18 h; E2) Ap6s 3 h a 120 °C, sem lavar; E3) Apos lavagem;
E4) Ap6s 25 h a 330 °C; E5). Material calcinado e lavado com agua, HNO3; 0,01 mol L™ e
agua até pH 7. Estiramentos das ligagées (V) O-H, (VIlII) H.0, (IX) Si-O-Si e (X) Si-O.

4.2. Preparacao do agente sililante

Silva et al. [101] sintetizaram alguns alcoxissilanos com grupo ureia embutido
em cadeias alifaticas para serem wusados na modificacdo de silicas
cromatograficas utilizando, como rota de sintese, 0 esquema ilustrado na Figura

19 a). Nesta Figura, o composto A é o TEPIS e o composto B é uma amina
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primaria alifatica, onde R varia entre 4 a 18 carbonos. O composto C é o agente
sililante resultante com grupo ureia embutido na cadeia alifatica.

No presente trabalho, foi feita a sintese de um agente sililante (chamado
também de silano) com um grupo ureia embutido em uma cadeia polar, conforme
a rota da Figura 19 b). Para obter um silano com caracteristicas adequadas para
ser usado em ECC, foram avaliados compostos contendo um grupo amino € um
grupo acido na mesma estrutura (composto D). Além dos grupos funcionais, o
composto D deve ser soluvel em um solvente aprético, para evitar a hidrolise dos
grupos etoxi do TEPIS durante a sintese.

c
s 7 o g
ST li/\/\N/): i s l /C\
a)  CHy0—F + R — CH30—$I"NH HN-R
o 0
LCH; LCH3
A B c
c
'lf;_ H,y o 0 {;_CH3 (”) 0
| c
b) cﬁ;o—fi/\/\ﬂ/): + :}I—R/G\OH — 5 CE;O_?MN/;, s
'\L 0
CH, \_CHs
- D

Figura 19. Esquema das reacdes de obtencdo dos agentes sililantes com grupo ureia
embutido a) na cadeia alifatica b) na cadeia contendo o grupo polar com o grupo acido

carboxilico terminal.

Assim, antes de sintetizar o agente sililante, realizaram-se testes de
solubilidade dos candidatos disponiveis: glicina e acido para-aminobenzdico
(PABA). Os resultados obtidos com glicina sdo mostrados na Tabela 4, sendo que
nenhum dos solventes avaliados solubilizou a glicina adequadamente. Mesmo
assim, realizou-se um teste com uma mistura reacional heterogénea (teste 7), a
qual foi mantida a 50 °C por 4 h, mas também nao se observaram mudancgas. Por
tal motivo, abandonou-se a sintese do agente sililante tendo a glicina como

precursor.
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Tabela 4. Teste de solubilidade da glicina em varios solventes e misturas.

No. de | Glicina/g Solventes Quantidade Solubilidade
Teste adicionada/ mL
1 0,0500 Piridina 5 Insolavel
2 0,0500 Trietilamina 5 Insolavel
3 0,0500 Tetrahidrofurano 3 Insoluvel
4 0,0500 Acetona 5 Insoluvel
5 0,0500 DMF 5 Insoltvel
6 0,0500 Dimetilsulféxido 5 Insoluvel
(DMSO)
7 0,3000 DMF e trietilamina 5e0,6 Insolavel
8 0,3000 DMSO e trietilamina 5e0,6 Insolavel

Testes semelhantes foram efetuados com PABA, obtendo-se resultados
positivos na solubilizacdo em DMF. Assim, a sintese do agente sililante foi feita a
partir do PABA e, posteriormente, o produto foi caracterizado. Para evitar reagoes
indesejadas com o grupo acido do PABA foi adicionada uma quantidade equimolar
de trietilamina a solucao de PABA em DMF e, por ultimo, acrescentou-se o TEPIS.

A Figura 20 mostra a reagdo ocorrida nesta sintese.

[ CHy
(1] 0
| N/:’f
N
e i [
° CH, _
. 3 “CH, | H
CHy Trietilamina ch;o—?r“\f\ﬁlf\nn@—f
TEPIS (TEA) o o
> [
+ ° cn ‘ CH,
Pl .
H H)I\N\_ Acido 4-[[[3-{trietoxissilil)propil]lcarbonil]amino]benzédico
}@‘\f CHy (4-AMBS)
Acido 4-aminobenzéico N,N-dimetilformamida
(PABA) (DMF)

Figura 20. Reacao de obtencao do agente sililante 4-AMBS.
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O agente sililante obtido por esta rota de sintese foi dificil de purificar, ja que
sempre apresentou residuos de matéria-prima e/ou solvente. A pureza do silano
era importante para sua caracterizagdo inequivoca e também para realizar a
funcionalizacdo da fase monolitica. Caso residuos de TEPIS e PABA estivessem
presentes no agente sililante, estes poderiam se ligar ao monolito de silica.

Por tal motivo, foi feita a sintese do silano pela rota proposta por Zhang et al.
[129] (Figura 21), a partir da qual foi obtido um sélido branco livre de TEPIS e
PABA, utilizando como solvente o THF. Nos proximos itens, sédo apresentados os
resultados para cada um dos silanos sintetizados e que foram identificados como
4-AMBS_DMF e 4-AMBS_THF.

[ eHy
o

o
| 7
c"ﬁ\so—?i’“/\‘ﬂ//c
o CH; o
Lcns ||:| I
s H
TEPIS > CHy0 5 TNH ""@{
+ i
4@_(:“ Tetrahidrofurano CH,
o (THF)
4-AMBS
PABA

Figura 21. Reacéao de obtencao do agente sililante 4-AMBS segundo Zhang et al. [129].
4.2.1. Caracterizacao do agente sililante

4.2.1.1. Espectroscopia no Infravermelho

Para facilitar a visualizacdo das mudancas ocorridas nos espectros de cada
um dos reagentes e no espectro do 4-AMBS, todos os espectros de IV foram
colocados no mesmo grafico e subdivididos em duas regides: 1) de 4000 a 2000

cm™ e 2) de 2000 a 400 cm™, conforme mostram as Figuras 22 e 23.
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Figura 22. Espectro no infravermelho para: a) TEPIS, b) 4-AMBS_ DMF e c) PABA.

Na primeira regido da Figura 22_1, é possivel notar que o espectro do 4-
AMBS _DMF ndo apresenta as bandas em 3451 cm™, caracteristicas do
estiramento da ligacdo N-H, do PABA, e a banda em 2283 cm™', correspondente a
ligacdo —N=C=0 do TEPIS. Estas duas mudancas confirmam que foi formado o
produto esperado, pois justamente a ligacao formada no 4-AMBS envolve esses
dois grupos funcionais (Figura 20).

Na segunda regido (Figura 22_2) esperava-se identificar o grupo —C=0 da
ureia formada. Porém, as bandas caracteristicas do grupo acido e do anel
aromatico sdo mais intensas e nao foi possivel visualizar esta banda.

Para o 4-AMBS_THF, ilustrado na Figura 23, o raciocinio para a primeira
regido é o mesmo e as bandas em 3451 cm™ e 2283 cm™' ndo estdo presentes no
produto formado. Ja na segunda regido, o espectro apresenta melhor definicao, as
bandas ficaram separadas e puderam ser identificadas. Assim, a banda em 1687
cm™ pode ser atribuida ao estiramento do grupo C=O do acido carboxilico; a
banda em 1651 cm™ ao -C=0 do grupo ureia; as bandas em 1565 cm™ e 1592
cm™ ao —NH do grupo ureia, a banda em 1170 cm™ ao estiramento da ligacdo Si-C
e a banda em 1077 cm™ ao estiramento da ligagao Si-O-Si [129].

1
500
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Figura 23. Espectro no infravermelho para 1 e 2: a) TEPIS, b) 4-AMBS_THF e c) PABA.

4.2.1.2. Analise elementar

T
600

Os resultados da analise elementar para o 4-AMBS_DMF indicam a

formacao do agente sililante, porém acusam a presenca de residuo de DMF, uma

vez que as percentagens de C, H e N aproximam-se daquelas obtidas com o 4-
AMBS com 3 moléculas de DMF, como é mostrado na Tabela 5.

Tabela 5. Comparacao dos resultados esperados para o 4-AMBS (C47H2sN.O¢Si) e os
obtidos pela analise elementar.

Teodrico C1 7H23N2053i

Teorico C17H2gN206Si ¢ 3 DMF

Experimental

%C 53,1 51,7 491
%H 7.3 8,2 7,4
%N 7.3 11,6 11,4

Ja para o 4-AMBS_THF, os

semelhantes aos resultados teéricos, conforme é possivel observar na Tabela 6.

resultados da andlise elementar séao

1
400
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Tabela 6. Comparacao dos resultados esperados e os obtidos na andlise elementar do 4-
AMBS_THF.

C17H2sN206Si (Teorico) Experimental
%C 53,1 51,4
%H 7,3 7,1
%N 7,3 7,2

4.2.1.3. Ressonancia Magnética Nuclear de *C e 'H

Foram adquiridos os espectros de RMN de 'H e '°C para os dois agentes
sililantes. Para o0 4-AMBS_DMF, os espectros foram dificeis de interpretar devido a
presenca de solventes remanescentes (Figura 24). Mas, comparando os
resultados obtidos por Silva et al. [101], foi possivel a identificacdo dos sinais
correspondentes aos carbonos do agente sililante. No esquema a seguir, €
apresentada a estrutura esperada do composto 4-AMBS com a numeracao usada
para a identificacao dos carbonos.

2 1
THE—CHS
o] o] 8 [l
1 2 | 3 4 s I
CHS—CH2—0—5|| —CHz—CHz—CHz—NH—% —RMH = 10 1100H
o} ] 9
CH—EH
2 2 3

O espectro de RMN de '*C em (CD3;0D) para o 4-AMBS_DMF apresentou os
seguintes sinais: 6 = 9,2 (C3), 18,4 (C1), 31,7 (C4 e DMF), 36,9 (C5 e DMF), 49,0
(CDsOD), 58,3 (C2), 118,7 (C8), 125,3 (C10), 131,9 (C9), 145,6 (C7) 157,7 (C6),
163,0 (DMF), 170,1 (C11), conforme mostra a Figura 24.

Um dos compostos que poderiam estar presentes nesta amostra é o PABA e
os deslocamentos quimicos para este sdo 118,1 ppm (presente), 168,8 ppm (o
sinal pode estar encoberto com o sinal de DMF), 131,6 ppm (coincide com C-9).
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Os deslocamentos em 113,3 ppm e 152,4 ppm nao estao presentes, o que indica
que o PABA nao permaneceu no produto de reacdo. Outro composto que poderia
estar presente seria o TEPIS, que apresenta os mesmos deslocamentos quimicos
que o 4-AMBS. Entretanto, pelo espectro de IV apresentado no item anterior, o
TEPIS nao esta presente no produto de reagdo 4-AMBS_DMF. Outro composto
que poderia estar presente nesta amostra seria a TEA, que apresenta dois
deslocamentos, um em 11,6 ppm (nao visivel) e outro em 47,7 ppm (que pode

estar oculto no deslocamento quimico de CD3;OD).

CDz0D
C-5 e DMF

DMF
C-4eDMF

C-9

C-1
C-2

C-6

c-11 c7 3

F

A At AR R e W A B S A e o A e WA At V”':_.tlwn\;a‘.m;

Figura 24. Espectro de RMN de *C em (CD3;OD) para o0 4-AMBS_DMF.

Por outro lado, o espectro do 4-AMBS THF é mais limpo e de facil
interpretagdo, como mostra a Figura 25. O espectro de RMN de *C em (DMSO,
d6) para o 4-AMBS_THF apresentou os seguintes sinais: 8 = 7,7 (C3), 18,6 (C1),
23,7 (C4), 40,0 (DMSO0), 42,2 (C5), 58,1 (C2), 117,0 (C8), 123,2 (C10), 131,9 (C9),
145,3 (C7) 155,2 (C6), 167,5,1 (C11).
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DMSO

C-1
Cc-2

Cc-9
C-8

c1 6 : 0 c4| ca

160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm

Figura 25. Espectro de RMN de *C em (DMSO, d6) para o 4-AMBS_THF.

Os espectros de RMN de 'H para os agentes sililantes estdo ilustrados nas
Figuras 26 e 27.

A interpretacado do espectro para 4-AMBS_DMF foi realizada em funcao da
integracdo. No espectro foi possivel observar a maioria dos deslocamentos
quimicos designados as fragdes da estrutura, sendo que somente o deslocamento
quimico de COOH nao pbde ser identificado. Isto ocorre, pois quando se usa um
solvente prético deuterado, pode haver substituicdo do hidrogénio do grupo acido
por um deutério, tornando-o imperceptivel no espectro. Além disso, foram
encontrados os deslocamentos quimicos do DMF.

Para avaliar se restaram impurezas nesta amostra a partir do espectro de
RMN de 'H, os deslocamentos para PABA e TEPIS seriam iguais aos
apresentados por 4-AMBS. Para a TEA, os deslocamentos em 0,98 e 2,42 ppm
nao estao presentes, indicando novamente que o 4-AMBS_DMF esta livre de TEA.
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MeOH
H-a
Mea) H-a
N
O=C" N,
Me!
\H(m (a)
{ H-1
|
H-b H-2 1
NH-6 o
Ve NH7 HB H5 H4 | H3
9 8 i g 6 5 4 3 2 1 ppm

Figura 26. Espectro de RMN de 'H em (CDsOD) para o 4-AMBS_DMF H-1, CH3(OEt); H-
2, OCH.. H-3, SiCH,. H-4, CH,. H-5, NCH.. H-8, ArH; H-7, NH; H-6, NH; H-9, ArH e H-10,
COOH.

H-1

H-2

H-5 H-4
H-3

H7 | H-6

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Figura 27. Espectro de RMN de 'H em (DMSO, d6) para o 4-AMBS_THF H-1, CH3(OEY);
H-2, OCH,. H-3, SiCH,. H-4, CH,. H-5, NCH,. H-8, ArH; H-7, NH; H-6, NH; H-9, ArH e H-10,
COOH.
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O espectro de RMN de 'H em DMSO (d6) do 4-AMBS_THF foi comparado
com o obtido por Zhang et al. [129]. Na Tabela 7 sdo mostrados os deslocamentos
quimicos para cada um deles.

Tabela 7. Deslocamentos quimicos do 4-AMBS no espectro de RMN de 'H.

4-AMBS | CH3(OEt) | OCH: SiCH: CH: NCH: | ArH NH NH ArH | COOH

DMF 1,19 | 3,60 0,68 1,64 320 | 663 | 7,85 | 7,40 | 7,73
(t,9) | (a,6) | (sloum,2) | (sloum,2) | (m,2)]|(d,2);| (sl 1) | (sl,1)(d 2)

THF 1,13 3,73 | 0,57-0,51 1,53-1,41 | 3,05 | 7,46 8,75 6,28 | 7,78 | 12,44

tL9) | (6| (M2 m2) | @2 @2 | 6,1 | 6|2 |sh).
Literatura | 115 | 375 0,56 1,48 307 | 747 | 879 | 631 | 7,78 | 12,45
0211 9 |(@6 | ®2) @2 | (@2 |2 | L1 | 1) |2 | sh)

Onde: sl= singleto; d= dupleto; t= tripleto; g= quadrupleto; m= multipleto € o niumero entre parénteses
indica o numero de H obtidos pela integracéao.

Comparando os deslocamentos quimicos apresentados pelo 4-AMBS_THF
com os obtidos por Zhang et al. [129], é plausivel afirmar a formagdo do agente
sililante, ja que os valores dos deslocamentos quimicos s&o praticamente iguais,
conforme pode ser visto nas duas ultimas linhas da Tabela 7.

4.2.1.4. Espectrometria de massas

Foi feita a analise por espectrometria de massas do 4-AMBS_DMF e 4-
AMBS_THF.

Para o 4-AMBS_DMF, o espectro foi obtido em alta resolugdo em um
equipamento AutoSpace hibrido EBE da Micromass, por inser¢cdo direta com
ionizagado por elétrons, em uma faixa de varredura de massas de 50 a 550. O
espectro de massas comprovou a presenca do ion molecular para o agente
sililante m/z 384 e a existéncia de DMF m/z 73.

Ja para o 4-AMBS_THF, o espectro foi obtido em alta resolucdo em um
equipamento Xevo Q-TOF da Waters, por infusao direta com ionizacéo eletrospray
negativa, numa faixa de varredura de massas de 350 a 25. O espectro de massas
confirmou a presenca do ion molecular m/z 383,2.
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4.3. Derivatizacao do monolito de silica

Independente do tipo de agente sililante utilizado, é impossivel conseguir
reagir todos os grupos silandis presentes na superficie da silica. Mesmo quando
um agente monofuncional é utilizado, empregando condicbes de reacao
otimizadas, o grau de recobrimento geralmente nao ultrapassa o valor de 4 umol
m*? em silicas cromatograficas devido ao impedimento estérico na reagdo com os
agentes sililantes. Este valor indica que apenas 50% dos silanois disponiveis
reagem, considerando que a concentracdo média dos silandis é da ordem de
8 umol m?[133].

Estes numeros indicam a dificuldade experimental que se pode ter para
recobrir a superficie de um monolito de silica. Neste trabalho também foi obtido
baixo recobrimento, mas mesmo nestas condi¢des as colunas funcionalizadas
apresentaram propriedades adequadas para separacao de alguns analitos por
ECC.

4.3.1. Caracterizacao do monolito funcionalizado
4.3.1.1. Analise elementar

Realizou-se a analise elementar do monolito de silica antes e depois da
funcionalizacdo com o 4-AMBS_DMF por 3, 6 e 48 h, obtendo os resultados
apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Comparacéo dos resultados obtidos na analise elementar para os monolitos de
silica antes e depois da funcionalizagdo com o 4-AMBS_DMF.

Silica sem funcionalizar Silica funcionalizada
* o* . 3h* | 6h* 6 h** 6 h*** | 48 h**
%C 0,4 0,1 0,4 6,2 11,6 10,5 1,7 10,3
%H 1,6 - 0,4 1,9 2,7 1,5 0,5 0,5
%N 0,2 - 0,1 2,4 4,1 24 0,4 2,2

Silicas obtidas em: *2007, **2009 e ***2010
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As silicas funcionalizadas apresentaram um aumento significativo nas
percentagens de C, H e N, indicando que a derivatizacdo da silica ocorreu com
sucesso. Por outro lado, o aumento no tempo de funcionalizacao apés 6 h nao
aumentou o teor de recobrimento no monolito.

As silicas funcionalizadas apresentaram variacbes e valores divergentes
quando comparadas no mesmo tempo de reacao (6 h). O que foi observado € que
nos materiais preparados em 2009 e 2010, o recobrimento da coluna foi menor
quando comparado com as fases funcionalizadas em 2007. A principal diferenca
entre os materiais era a pureza do agente sililante. Este comportamento levantou
a hipétese de que o residuo da sintese do agente sililante, como a TEA ou o DMF,

contribuia para o aumento da funcionalizacdo do monolito de silica.
4.3.1.2. Porosidade e area superficial por adsorcao de nitrogénio (ASAP)

Foi realizada a determinacdo do volume e da area de poro para cinco fases
estacionarias, duas sem funcionalizar e trés funcionalizadas em diferentes tempos

de reacéao, 3, 6 e 48 h. Na Tabela 9 s&o apresentados os resultados obtidos.

Tabela 9. Comparacao dos resultados das areas superficiais (Sget), area recoberta (y),
volumes e didmetro de poro da silica antes e depois da funcionalizacdo com o 4-
AMBS_DMF.

Monolito* Monolito Monolito Monolito** Monolito
funcionalizado* | funcionalizado* funcionalizado™*
3h 6h 6h
Sger / m’g” 950 550 625 612 543
Volume de poro 0,5 0,3 0,3 0,9 0,9
/emg™
Diamétroﬂ de 19,6 18,9 19,2 58,4 67,5
poro/ A
y/umol m™ - 0,55 1,15 - 0,21

Silicas obtidas em: *2007 e **2010

Como era esperado, a area superficial das silicas funcionalizadas foi menor
que a area da silica sem funcionalizar. Este fendmeno é comumente observado na

funcionalizacao de silicas para CLAE e é aproveitado em conjunto com a analise
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elementar para determinar a porcentagem de area recoberta, conforme a equacao
de Berendsen et al. [134]

10° x %C 1
molm™2) = Eq. 12
Z( )= 200N, —%CM-3) “ Sprr 1

onde y € a superficie recoberta, N. € o numero de atomos de carbono presente no
4-AMBS (11), M € a massa molar do silano ligado a superficie da silica (221 g mol’
"), trés é um numero que indica que o silano é trifuncional e Sger (950 m?g™) é a
area superficial da silica sem funcionalizar. O valor de 1,15 pmol m™ para a silica
funcionalizada por 6 h (de 2007) € um valor pequeno se comparado com 0s
valores tipicos obtidos para silicas cromatograficas, que sdo da ordem de
4 ymol m2. Mas, mesmo com baixo recobrimento, as colunas funcionalizadas
apresentaram comportamento diferente das colunas ndo funcionalizadas durante

as avaliacoes eletroforéticas por ECC, como sera apresentado nos préximos itens.
4.3.1.3. Espectroscopia no infravermelho

Os espectros no infravermelho do monolito antes e apo6s a funcionalizagcéo

com o 4-AMBS_DMF sao apresentados na Figura 28.

Monolito

40 - Monolito funcionalizado

35+

30

25 4

20 +

Transmitancia / %
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471
104 1666

1086

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda / cm”

Figura 28. Espectro de infravermelho para o monolito antes e depois da derivatizacdo em
DMF.
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No espectro da silica funcionalizada, é possivel notar a presenca da banda
de -C=0 em 1666 cm™ correspondente ao grupo ureia; bandas finas na regido de
1550 cm™ relativas a ligagdo NH; banda de -CH, em 2938 cm™ e banda em 1168
cm’™, oriunda da ligagdo C-Si, sobreposta com a banda em 1086 cm™ referente
aos estiramentos assimétricos do grupo Si-O-Si. Estas bandas confirmaram a
derivatizagdo do monolito.

4.4. Avaliacao eletroforética das colunas monoliticas

Além da caracterizacao fisica das FE desenvolvidas, funcionalizadas e sem
funcionalizacdo, elas foram avaliadas em separacoes eletroforéticas para saber
como a funcionalizagdo das colunas influenciava nas separagdes de alguns
compostos.

Basicamente, foi avaliado se as colunas apresentavam uma linha de base
estavel e, se a partir dos valores da mobilidade efetiva dos analitos e da
mobilidade do FEO, era possivel distinguir as interagdes provenientes da particula
monolitica e/ou da funcionalizagdo, além de verificar se as FE eram capazes de

separar uma mistura de analitos.

4.4.1. Avaliacao eletroforética usando detector condutométrico sem
contato (C*D)

No inicio deste trabalho, em 2005, ndo existiam artigos publicados que
combinavam colunas monoliticas de silica com o detector C*D. Em 2008, Kubai
et al. [125] sintetizaram uma série de colunas tubulares abertas e as aplicaram na
separacdo de cations por ECC com deteccdo C*D. Os autores observaram
variagdo na seletividade das colunas em fun¢cdo do numero de camadas do
polimero que recobria a coluna. Além disso, estudaram a mudanga da seletividade
em funcdo do eletrélito de corrida, mantendo fixo o valor do pH em 2,72, a
corrente gerada no capilar foi 750 pA e a forca idnica em 2,0 mmol L. Os autores
também calcularam o fator de retencdo, o qual aumentou com o acréscimo do

recobrimento da coluna. Os autores conseguiram separar cinco cations (NH4", K¥,
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Cs*, Na*, Li*) em menos de 5,5 min em uma coluna com quatro camadas de
recobrimento e seis cations (NH4*, K*, Na*, Ca®*, Mg?* e Li*) em 5 min, com uma
coluna de duas camadas. Os autores mediram a repetibilidade do trabalho em
fungédo do tempo de migracao, alturas de pico e areas de pico sendo, 0,5%, 4,5%
e 6,1%, respectivamente.

Em 2009, Mai et al. [135] avaliaram trés colunas: uma coluna monolitica de
silica C18, sintetizada pelo grupo, outra coluna monolitica de silica C18 capeada
comercial (Merck) e uma terceira coluna capilar vazia, com detecgdo C*D. Os
autores conseguiram separar os cations NH,*, K*, Na*, Ca®*, Mg®* e Li* em 4 min,
oito aminas em menos de 5 min com a coluna preparada pelo grupo e onze
aminoacidos com a coluna comercial (lisina, arginina, histidina, glicina, alanina,
valina, leucina, serina, treonina, fenilalanina, acido aspartico). No trabalho, os
autores estudaram a variagdo do modificador orgéanico (metanol) na FM e o ajuste
do pH em 3,4, 3,5 e 2,25 com uma solugdo tampao entre 20 e 40 mmol L' de
acido acetico.

Ainda ndo existe na literatura uma fase estacionaria semelhante a proposta
no presente trabalho para separagdes de cations por ECC. A avaliagdo desta fase
estacionaria usando o parametro cromatografico fator de retencdo implicaria na
obtencao de valores negativos, ja que o sinal do FEO aparece s6 depois da saida
dos ions positivos. Por tal motivo, preferiu-se avaliar as colunas a partir das
mudancas de mobilidade de cada analito.

Para fazer a identificacdo dos analitos foram feitas as inje¢cées dos analitos
separadamente e, em seguida, das misturas, para que fosse possivel identificar
cada analito no eletroferograma. Para garantir que o0 equipamento estivesse
funcionando corretamente, sempre foram feitas comparag¢des simultdneas usando

o capilar de silica vazio.
4.4.1.1. Avaliacao eletroforética do monolito sem funcionalizar

A coluna monolitica sem funcionalizagdo de 50 um d.i. foi condicionada com
tampao 25 mmol L tris/acido acético, pH 7,5. Para o condicionamento da coluna,

foi aplicada uma rampa de voltagem que partiu de 5 kV e atingiu 25 kV com
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incrementos de 5 kV, obtendo-se uma variacdo nos valores de corrente de 2,1 a
12,6 pA, sendo que para o capilar vazio a corrente gerada com este tampao foi de
18 uA. Esta variacado no valor de corrente pode ser explicada pela caracteristica
da corrente elétrica, que € uma variavel que depende da quantidade de ions
transportados. No capilar vazio, o eletrélito tem um caminho livre onde podem ser
transportados os ions, ja o capilar preenchido com o monolito tem uma série de
canais onde também sdo transportados 0s ions, mas com menos espagos livres.
Uma vez condicionada a coluna, fizeram-se injegoes dos cations K* e NH,"
separadamente (Figura 29) e da mistura (Figura 30a). Para comparacao, foi
realizada a inje¢cdo da mistura dos céations em um capilar de silica vazio (Figura
30b). Como ambos os cations tém caracteristicas eletroforéticas semelhantes
(mobilidade, tamanho e carga), ndao houve separagdo nestes capilares nestas
condi¢bes, pois 0 mecanismo de separacdo tanto no capilar vazio como no
monolito sem funcionalizar dependem exclusivamente da diferenga das

caracteristicas eletroforéticas.
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Figura 29. Eletroferogramas das injecbes de a) K* e b) NH,;* 1 mmol L. Monolito sem
funcionalizar d.i. de 50 um e 50 cm de comprimento; tamp&o: 25 mmol L™ tris/acido
acético; pH 7,5; injecdo eletrocinética: 3 s, 5 kV; potencial 25 kV; 25,1 °C; detector C*D
funcionando a 453 kHz; 3,1 V,, equipamento desenvolvido no laboratorio.
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Figura 30. Eletroferogramas de 2 inje¢cbes da mistura de K* e NH,” 1 mmol L;
empregando: a) Monolito sem funcionalizar 50 um de d.i., L = 50 cm e b) Capilar vazio
50 uym de d.i., L = 44 cm. Tamp&o: 25 mmol L tris/Acido acético, pH 7,5, injecdo
eletrocinética, 3 s, 5 kV. Potencial 25 kV; 25,1 °C; detector C*D funcionando a 453 kHz,
3,1 V,, equipamento desenvolvido no laboratorio.

Conhecendo-se as dimensodes dos capilares, L = 50 cm; | = 40 cm para o
monolito sem funcionalizar e L = 44 cm; | = 34 cm para o capilar vazio, além da
voltagem aplicada, V = 25000 V, foi possivel calcular as mobilidades aparentes e

efetivas para cada analito. Os resultados estdo na Tabela 10.

Tabela 10. Mobilidades aparentes (u,) e efetivas (ue) de K* e NH,* na coluna monolitica

sem funcionalizar e no capilar vazio, pH 7,5. *

N Monolito sem funcionalizar / Capilar vazio /
Mobilidades 52 A CV /% 5 2 4uq| CV/I%
x10°cm“s™ V x10°cm“s™ V

na K* 77,3 0,2 129,9 0,2
a NH,* 76,4 0,8 129,9 0,2

HFeo 22,3 0,2 49,6 0,5

per K* 55,0 0,5 80,3 0,009
Het NH,* 54,1 1,1 80,3 0,009

*As mobilidades apresentadas sdo as médias das triplicatas e o coeficiente de variagao (CV) correspondente.
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O valor da mobilidade do FEO no capilar vazio (49,6x10° cm?s™ V') é maior
do que no monolito sem funcionalizar (22,3x10° cm?s™ V). Isto era esperado, ja
gue no capilar vazio tem-se uma parede continua e livre que permite gerar o fluxo
eletrosmotico quase sem efeitos de retardamento. Por outro lado, o monolito de
silica também é um caminho continuo, que igualmente tem grupos silanois que
permitem gerar o FEO, porém a particula monolitica é cheia de poros e caminhos
que retardam o FEO, diminuindo, assim, o valor da mobilidade.

Os valores das mobilidades efetivas para os cations K* e NHs" no monolito
sem funcionalizar sdo menores do que as mobilidades apresentadas no capilar
vazio, significando que existe um fator de retardamento (caminhos multiplos) que
esta influenciando ambos os cations com a mesma intensidade. Contudo, esse
fator ndo ajuda na separagéo dos cations.

Realizou-se uma injecdo da mistura dos cations Na* e Ca®* esperando-se um
resultado semelhante ao obtido com os cations anteriores. Entretanto, o resultado
foi diferente, conforme pode ser observado nos eletroferogramas da Figura 31, ja

gue os analitos se separaram na coluna monolitica sem funcionalizar.

34 a) .. b)
Monolito néo funcionalizado Capilar vazio
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Figura 31. Eletroferogramas de trés injecées da mistura de Na* e Ca®** 1 mmol L"; a)
Monolito ndo funcionalizado com 50 um de d.i.,, L = 55 cm e b) Capilar vazio com 50 um
de d.i.,, L = 44 cm; tampao: 25 mmol L™ tris/acido acético, pH 7,5; injecéo eletrocinética:
3s, 5 kV; potencial 25 kV; 25,1 °C; detector C*'D funcionando a 453 kHz, 3,1 V,;

equipamento desenvolvido no laboratério.
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Na Tabela 11 estdo apresentadas as mobilidades aparentes e efetivas de
Na*e Ca?*.

Tabela 11. Mobilidades aparentes (u,) e efetivas (1) de Na* e Ca®* na coluna monolitica

sem funcionalizar e no capilar vazio, pH 7,5. *

Monolito sem funcionalizar / Capilar vazio /
Mobilidades 5 2 i CV /% 5 2 4uq |CV/%
x10°cm“s™ V° x10°cm“s™ V'
pa Na* 79,2 0,3 102,0 0,9
pa Ca®* 55,9 0,9 102,0 0,9
HFEO 28,2 1,2 47,9 1,0
pef Na* 51,0 1,1 541 0,8
Les Ca?* 27,7 2,9 54,1 0,8

*As mobilidades apresentadas sdo as médias das triplicatas e o coeficiente de variagdo (CV) correspondente.

Comparando as mobilidades efetivas do ion sbédio na coluna sem
funcionalizar e no capilar vazio, é possivel verificar que o Na* é pouco retido na
coluna sem funcionalizar, ja que os valores de mobilidade entre as duas colunas
variaram levemente. Ao fazer a mesma comparacéo para o ion calcio, o valor da
mobilidade no monolito é menor do que no capilar vazio (27,7x10° cm?s™ V'<
54,1x10° cm? s V'), o que indica uma interagdo do fon calcio com o monolito.

Neste caso, a interacdo com a fase estacionaria ajudou na separacao dos cations.

Para explicar a interagdo do Ca* com o monolito sem funcionalizar, prop6s-
se que o tampao tris seja adsorvido na superficie do monolito (Figura 32), criando
pontos de interacdo diferenciais, 0 que explicaria a separacao dos cétions e a
necessidade de longos periodos de tempo para condicionamento da FE
monolitica.




Capitulo 4

, OH
=5a-

; E;:ur ou

q F

%_D_ T0H
%—DH + /DH
;_ ooBN

< OH
§_DH OH

<]

§_D§+ oH
=

=

é‘*—t}- T-0H

80

OH Pontos de
interacdo com
0s cations

Figura 32. Esquema da adsorcao do tampao tris na superficie do monolito.

Um aspecto que reforca a adsorcao do tris na superficie do monolito € a

variagdo dos valores de preo para o monolito em dias diferentes, como mostra a

Tabela 12. No monolito sem funcionalizar, houve uma variagdo no valor de preo

que é de 5,9 x10° cm?s'V" e no capilar vazio de -1,7 x10° cm?s™'V™'. Este ultimo

valor é caracteristico das medicdes empregando o detector C*D. Assim, a

variagdo no valor da mobilidade do monolito sem funcionalizar ocorre devido a

variacdo da quantidade adsorvida do tris no monolito.

Tabela 12. Mobilidades do FEO no monolito sem funcionalizar e no capilar vazio, pH 7,5.*

Coluna Monolito sem funcionalizar Capilar vazio
Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2
preo/ x10° cm?s V! 22,3 28,2 49,6 47,9
CV /% 0,3 1,2 0,5 1,0

*As mobilidades apresentadas sdo as médias das triplicatas e o coeficiente de variagao (CV) correspondente.
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4.4.1.2. Avaliacao eletroforética do monolito funcionalizado
A Tabela 13 descreve as caracteristicas das colunas monoliticas preparadas
e caracterizadas por eletroforese capilar empregando detectores condutométrico

sem contato (C*D) ou de ultra-violeta (UV).

Tabela 13. Caracteristicas das fases estacionarias funcionalizadas.

Coluna Diametro Tempo de Solvente de Caracterizacao eletroforética
interno / pm | silanizacdo/h | preparacéo

Detector Analitos separados
A 50 6 MeOH c'D Na*e K*/Na* e Ca**
B 50 6 DMF c'D Na*e Ca®*/NH," e K*
C 75 6 MeOH c'D Aminoacidos
D 50 6 DMF c'D Aminodcidos
E 50 6 DMF uv Farmacos
F 50 6 THF uv Farmacos

De maneira analoga a coluna monolitica sem funcionalizacdo, foi feito o
condicionamento da coluna monolitica funcionalizada (Coluna A) e posterior
avaliacdo eletroforética com uma mistura teste dos cations de K* e Na" na
concentracdo 1 mmol L. Na Figura 33 sdo apresentados os eletroferogramas
obtidos na coluna monolitica e no capilar vazio. A Tabela 14 apresenta as
mobilidades de cada cation nas colunas testadas.
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Figura 33. Eletroferogramas da mistura teste de K* e Na* 1 mmol L; tampao: pH 7,5,

20 mmol L™ tris/acido acético; injecdo eletrocinética: 10 s, 5 kV; potencial 25 kV; 25,1 °C;

a) Coluna A de 50 um de d.i. L= 60 cm e b) Capilar de silica vazio de 50 um de d.i.
L = 55 cm. Detector C*D funcionando em 583 kHz e 1,3V,; equipamento desenvolvido no

laboratorio.

Tabela 14. Mobilidades aparentes (u,) e efetivas (ue) de K" e Na* na coluna monolitica

funcionalizada (Coluna A) e no capilar vazio, pH 7,5.

o Monolito funcionalizado / Capilar vazio /
Mobilidades 5 2 CV/% 5 2 A
x10°cm“s™ V° x10°cm“s™ V°
ua K* 85,5 0,9 159,0
Ha Na* 68,7 0,7 104,0
UFEO 28,8 - 51,4
et K* 56,7 - 108,0
Het Na* 40,0 - 52,3

*As mobilidades apresentadas sdo as médias das triplicatas e o coeficiente de variagao (CV) correspondente.

Analisando o eletroferograma, o fon K* estd menos retido que o ion Na*.

Porém, quando sdo comparadas as mobilidades efetivas obtidas no capilar vazio
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com as mobilidades efetivas dos analitos na coluna monolitica funcionalizada,
pode ser observado que houve uma diminuicdo nas mesmas, sugerindo
interagcdes dos analitos com a FE. A interagdo de K* foi maior na FE do que a
interacéo de Na*, quando comparado com o capilar vazio, ja que a mobilidade do
K* passou de 108 x10° cm? s V' do capilar vazio para 57 x10° cm?s™ V' na
coluna monolitica. Deve-se lembrar que o ion sodio teve pouca interacdo com o
monolito ndo funcionalizado, sendo que sua mobilidade quase né&o variou,
passando de 54 x10° cm? s V' no capilar vazio para 51 x10° cm?s™ V' no
monolito ndo funcionalizado. Ja com o monolito funcionalizado, a mobilidade
desse fon passou de 52 x10°cm?s™ V! no capilar vazio para 40 x10°cm?s"' V' e
este aumento na interacdo com a FE foi atribuido a derivatizacado do monolito de
silica.

Também foram avaliados os ions Na* e Ca®*, os quais possuem mobilidades
semelhantes e que ndo sao separados por eletroforese capilar em zona nestas
condicoes de trabalho. Os eletroferogramas obtidos com a mistura teste composta
por ions Na* e Ca** 1 mmol L™ estdo apresentados na Figura 34 e as mobilidades
calculadas estao na Tabela 15.

3. a) Coluna A b) Capilar vazio
+ 2+
24 Na“ e Ca
24 Ca 14
14 N 0_____' _.:___..._?\__ — e———
Na" || > e
«
- 4 !} N - -— -1
O ;w"’.—"-ff““"‘\-/‘\i-_\‘J(M. - \(MI Iy —-k‘,'\‘,'\\/ PR é
) 3
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2 repI!ca 2 —— 2" replicata
21 o 3 repllcata -3 3" replicata
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0 1 2 3 4 . 5 6 7 8 0 1 2 3
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Figura 34. Eletroferogramas da mistura teste de Na* e Ca® 1 mmol L'; Tampao: pH 7,5,
20 mmol L™ tris/acido acético; injecao eletrocinética: 10 s, 5 kV; potencial: 25 kV; 25,1 °C;
a) Coluna A de 50 um de d.i. L= 60 cm, b) Capilar de silica vazio de 50 um de d.i.
L = 55 cm. Detector C*D funcionando em 583 kHz e 1,3 V,; equipamento desenvolvido no
laboratério.
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Tabela 15. Mobilidades aparentes (u.) e efetivas (ue) de Na® e Ca®** na coluna A

monolitica funcionalizada e no capilar vazio, pH 7,5.

. Monolito funcionalizado / Capilar vazio /
Mobilidades 52 A CV/% s 4w | CV/I%
x10°cm?s™'V x10°cm?s' V-
pa Ca® 51,6 0,3 101,8 0,04
na Na* 69,1 0,4 101,8 0,04
UFEO 28.8 0,6 51,2 0,4
pet Ca®* 22,8 0,5 50,6 0,4
pef Na* 40,3 0,4 50,6 0,4

*As mobilidades apresentadas sao as médias das triplicatas e o coeficiente de variagcdo (CV) correspondente.

Ao comparar os valores das mobilidades efetivas dos fons Ca®** e Na* na
coluna monolitica sem funcionalizar (Tabela 11) com os valores da coluna A, é
possivel notar que existe uma interagdo maior do ion Na* com a coluna monolitica
funcionalizada e que a interacdo do ion calcio é levemente maior na coluna
funcionalizada do que na coluna nao funcionalizada.

Outro fato interessante é que as avaliagdes com as misturas teste Na* e K*
e, Na* e Ca®*, foram realizadas em dias diferentes e os valores da mobilidade do
FEO, tanto no monolito funcionalizado quanto no capilar vazio, apresentaram CV

de 0,7 e 0,4, conforme os valores apresentados na Tabela 16.

Tabela 16. Mobilidades do FEO no monolito funcionalizado A e no capilar vazio, pH 7,5.

Coluna Monolito funcionalizado A | Capilar vazio
Dia 1 Dia 2 Dia1 | Dia2
preo/ x10° cm?s™ v 28,8 28,8 51,4 | 51,2
CV/% 0,7 0,6 - 0,4
Média preo/ x10° cm?s™ V! 28,8 513
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De maneira analoga a coluna monolitica A, foi feito o condicionamento da
coluna monolitica B e a inje¢do da mistura contendo os cations de Na* e Ca®*. Os
eletroferogramas obtidos sédo apresentados na Figura 35. Como é possivel
observar, para esta coluna ndo houve separacdo do Na* e do Ca?*, diferente da
coluna A. Mas houve um aumento significativo no sinal do FEO.

3,01 a) Coluna B b) Capilar vazio
1,04
251 ok Na‘e Ca™
2,04 ! /
0,0 J—
> 1,54
= 0,54
b 1 >
8 10 + 2+ >~ -1,04
2 0,5 Na" e Ca g
< 0.0 2 1,51 — 1°replicata
’ & 204 —— 2" replicata
-0,54 25] 3° replicata
-1,0 il
i FEO %0 FEO
0 ! 2 3 4 5 6 7 8 9 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25 3,0 35 40
Tempo / min Tempo / min

Figura 35. Eletroferogramas da mistura de Na* e Ca®** 1 mmol L"; tamp&o: 20 mmol L™
tris/acido acético; pH 7,5; injecao eletrocinética: 10 s; 5 kV; potencial 25 kV; 25 °C;
a) monolito funcionalizado B de 50 um de d.i. L =55 cm; b) capilar de silica vazio de
50 um de d.i. L = 52 cm. Detector C*D funcionando em 555 kHz e 2,0 V,; equipamento
Waters.

Para confirmar que o sinal em torno de 7,5 min era do FEO e nao do ion
célcio, foi realizada uma série de injegdes com H,0O, fons Ca?* e K*, nas mesmas
condicdes, na coluna monolitica B. Além disso, foram feitas as mesmas injecdes
no capilar vazio para comparacgao, conforme mostra a Figura 36

Com os resultados obtidos nas injecoes de Na* e K*, foram calculadas as
mobilidades dos cations na coluna B e no capilar vazio, Tabela 17.

Como pode ser observado nas Figuras 35a, 35c e 35e, o sinal em torno de
7,5 min é do FEO, o que significa que houve a supressdo do sinal de Ca*" e,
portanto, a retengdo do fon Ca?* na coluna B, como aconteceu com as colunas de
maior recobrimento no trabalho de Kuban et al. [125]. No trabalho deste grupo,
quando as colunas tinham mais de quatro camadas de recobrimento polimérico de
acido maléico, os ions bivalentes eram fortemente retidos e a separagdo era

inviavel.
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Pelos valores das mobilidades efetivas do ion sddio (Tabela 17), é possivel

inferir que as interagcdes do Na* sdo mais fortes na coluna monolitica B do que na

coluna monolitica A, indicando que o recobrimento da coluna B é maior.
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Figura 36 Eletroferogramas dos analitos K* e Ca** 1 mmol L' e de H,O; tampao:

20 mmol L™ tris/acido acético, pH 7,5; injecdo eletrocinética: 10 s, 5 kV; potencial: 25 kV;

25 °C; a), ¢) e e) monolito funcionalizado B de 50 um de d.i. L = 55 cm e b), d) e f) capilar

de silica 50 um de d.i. L =52 cm. Detector C*D funcionando em 555 kHz e 2,0 V,;

equipamento Waters.
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Ja para o ion potassio, ao comparar o valor da mobilidade na coluna A com
os valores da coluna sem funcionalizar (Tabela 10), a mobilidade do ion potassio
diminuiu quase pela metade do valor apresentado no capilar vazio. Ja no monolito
funcionalizado, o valor da mobilidade é quase um quarto do valor da mobilidade
apresentada pelo cation no capilar vazio, indicando uma maior interacdo do K*
com o monolito funcionalizado do que com o monolito sem funcionalizar, conforme

também foi constatado para o ion Na®.

Tabela 17. Mobilidades aparentes () e efetivas () de Na* e K* na coluna B monolitica

funcionalizada e no capilar vazio; pH 7,5.

Mobilidades |Monolito funcionalizado| CV /% | Capilar vazio/ |CV /%
/ x10° cm?s V! x10°cm?s™ v~
Ha K* 31,6 - 89,3 -
na Na* 28,1 0,9 78,6 0,1
UFEO 20,6 0,7 40,2 0,3
et K* 11,1 - 49,1 -
Het Na* 7,73 1,0 38,4 0,07

*As mobilidades apresentadas sdo as médias das triplicatas e o coeficiente de variagdo (CV) correspondente.

De maneira geral, as interacbes dos cations com as colunas
funcionalizadas sao maiores do que as interagdes com a coluna monolitica sem
funcionalizar. Além disso, 0 monolito B apresentou maior interagdo com os cations
Na*, K* e Ca®** do que a coluna A.

Para obter mais informacdes eletroforéticas sobre a coluna B, o pH foi
alterado para 6,0 e o eletrdlito de corrida para o tampdo 30 mmol L
MES/Histidina (His). O objetivo era diminuir o nimero de grupos ionizados tanto
dos silanéis (do monolito de silica) como dos grupos acidos (da funcionalizacao da
coluna), permitindo uma interacdo menor dos céations da mistura teste com a
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coluna. Os eletroferogramas obtidos nessas condi¢cdes sao apresentados na
Figura 36 e as mobilidades calculadas estdo na Tabela 18.

Como era esperado, o valor da mobilidade do FEO diminuiu devido a
mudanca de pH, uma vez que se reduziu a ionizagdo dos grupos silandis. Além
disso, neste pH, a interagdo do ion sodio foi menor do que em pH 7,5. Era
esperado que a interagdo com o ion calcio também diminuisse e, assim, surgisse
o pico do Ca?*, pois na coluna vazia, os ions Na* e Ca®* quase se separaram, nas
mesmas condi¢des (Figura 37b).

Como pode ser visto, o sinal do fon Ca®* novamente ndo aparece, o que
evidencia que a interagdo dos ions Ca?* e o grupo funcional da coluna monolitica
ndao depende da ionizacdo dos grupos &acidos, sugerindo uma interacao de
coordenacao e nao idnica.
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Figura 37. Eletroferogramas dos analitos Na* e Ca®** 1 mmol L'; tamp&do: 30 mmol L
MES/His, pH 6,0; injecdao eletrocinética: 10 s, 5 kV; potencial 25 kV; a) Monolito
funcionalizado B de 50 um de d.i. L= 55 cm e b) Capilar de silica de 50 um de d.i.
L = 51,7 cm; 25 °C; detector C*D funcionando em 555 kHz e 2,0 V,. Equipamento Waters.
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Tabela 18. Mobilidades aparentes (u.) e efetivas (ue) de Na® e Ca®** na coluna B

monolitica funcionalizada e no capilar vazio; pH 6,0.

Mobilidades |Monolito funcionalizado| CV / % | Capilar vazio/ |CV /%
/ x10° cm?s V! x10°cm?s™ v~
na Na* 41,1 0,1 66,5 0,2
Ha Ca®* - - 62,2 0,1
HFEO 15,4 0,3 25,9 0,1
tet Na* 25,7 0,3 40,7 0,3
pet Ca** - - 36,3 0,2

*As mobilidades apresentadas sdo as médias das triplicatas e o coeficiente de variagdo (CV) correspondente.

Para finalizar, foi realizada uma série de injecbes, nas mesmas condi¢cdes,
ou seja, empregando tampao 30 mmol L' MES/His em pH 6,0 para corroborar a
designacao do sinal do FEO, conforme mostra a Figura 38.

Foi possivel confirmar que o sinal do FEO era aquele que aparece apés 10
min. Devido a estes resultados, concluiu-se que o ion célcio era retido

irreversivelmente pela coluna monolitica B nas condigbes testadas.
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Figura 38. Eletroferogramas de injecdes dos analitos K*, Ca®*, Na* 1 mmol L e H,O;

monolito funcionalizado B de 50 um de d.i. L = 55 cm; tampao: 30 mmol L' MES/his, pH

6,0; injecdo eletrocinética: 10 s, 5 kV; potencial 25 kV; 25 °C; detector C*D funcionando
em 555 kHz e 2,0 V,; equipamento Waters.

Uma terceira coluna, D, foi testada para a separacdo dos ions Ca®* e Na*.
Realizaram-se novas injegcdes dos cations separadamente na coluna D e no

capilar vazio. Na Figura 39 sao apresentados os eletroferogramas obtidos.
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Figura 39. Eletroferogramas de 3 injecdes de a) Na® e b) Ca** 1 mmol L"; monolito
funcionalizado D de 50 um de d.i. L = 50 cm, e 3 injecdes de ¢) Na* e d) Ca®** 1 mmol L™;
capilar de silica vazio de 50 um de d.i. L = 50 cm; tamp&o: 25 mmol L™ tris/acido acético; pH
7,5; injecdo eletrocinética: 3 s, 5kV; potencial 25 kV; 25 °C; detector C*D funcionando a
453 kHz; 3,1 V,; equipamento desenvolvido no laboratorio.

Novamente, o pico do ion calcio nao foi visualizado, repetindo o
comportamento observado na coluna B. Com estes resultados, foram calculadas
as mobilidades do FEO e do ion Na™, valores reunidos na Tabela 19.

O valor da mobilidade de Na* indica uma maior interacdo com a coluna D
que com as colunas A e B.
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Tabela 19. Mobilidades aparentes (u,) e efetivas (ue) de Na* na coluna D monolitica
funcionalizada e no capilar vazio, pH 7,5.

Mobilidades |[Monolito funcionalizado| CV / % | Capilar vazio/ | CV / %
/ x10° cm?s™ V! x10°cm?s™ v~
pa Na* 42,9 0,9 113,0 0,3
HUFEO 38,7 0,9 52,2 0,4
et Na* 4.1 2,7 60,8 0,2

*As mobilidades apresentadas sdo as médias das triplicatas e o coeficiente de variagdo (CV)
correspondente.

As colunas A, B e D foram funcionalizadas em datas diferentes, com
quantidades de recobrimento diferentes. Assim, o que se observou € que a coluna
A, com baixo recobrimento, foi capaz de separar os ions Ca®* e Na* e, as colunas
B e D, com maior recobrimento, retiveram o ion Ca®*" irreversivelmente e
aumentaram a interagdo com o ion Na*, como aconteceu no trabalho de Kubarn et
al. [125].

Para a coluna D também foi realizada a injecao de cations de mobilidade alta,
como K" e NH4*. Simultaneamente, foram realizadas as injecées dos mesmos ions
no capilar vazio. Os eletroferogramas sdo mostrados na Figura 40.

Foi observada uma variacdo nos tempos de migracdo entre os cations na
coluna monolitica funcionalizada, sugerindo uma possivel separacao, que pode
ser comprovada com a injecdo da mistura dos cations, apresentada na Figura 38.
Com estes resultados, foram calculadas as mobilidades do FEO e dos ions em
cada coluna e estas foram listadas na Tabela 20.
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Figura 40. Eletroferogramas de 3 injecées de a) NH,*, b) K* e ¢) NH,* e K* 1 mmol L;

Coluna D, monolito funcionalizado de 50 um de d.i. L = 50 cm e d) NH,", e) K" e f) NH," e

K* 1 mmol L; capilar de silica vazio de 50 um de d.i. L = 44 cm, tamp&o: 25 mmol L™

tris/acido acético, pH 7.,5; injecdo eletrocinética: 3 s, 5 kV; potencial 25 kV; 25,3 °C;
detector C*D funcionando em 453 kHz; 3,1 V,,, equipamento desenvolvido no laboratdrio.
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Tabela 20. Mobilidades aparentes (u.) e efetivas () de NH;" e K* na coluna D monolitica

funcionalizada e no capilar vazio, pH 7,5.

. Monolito funcionalizado / Capilar vazio /
Mobilidades 5 2 v CV /% 5 2 v CV/%
x10”cm“s™'V’ x10”cm sV’
ba K 51,8 1,1 121,0 0,6
Ha NH, 47.1 0,6 120,0 10
HFEO 39,6 1,0 40,7 0,7
ber K 12,2 5,7 80,6 1,1
Her NH,4 7.42 27 79,4 1,7

*As mobilidades apresentadas sdo as médias das triplicatas e o coeficiente de variagdo (CV) correspondente.

Os valores das mobilidades obtidos experimentalmente permitem concluir
que a separacao dos ions, nestas condigcdes, ndo é viavel no capilar vazio. Este
fato foi confirmado pela injecdo simultdnea dos cations mostrada na Figura 40 f.

Por outro lado, as mobilidades de ambos o0s ions diminuiram
consideravelmente no monolito funcionalizado. A variagcdo foi maior para o ion
NH4", que apresenta maior interacdo com a fase estacionaria.

A partir deste resultado de separagédo dos cations, na auséncia de aditivos,
pode-se comprovar o sucesso desta nova FE para uso em ECC pois, como
apresentado na Figura 30, os mesmos ions nao sao separados em uma coluna
sem funcionalizar. Em outras palavras, os ions NH," interagiram com os ions do
acido carboxilico da fase funcionalizada e nao com os silandis residuais.

Para obter mais informag¢des do comportamento eletroforético da coluna D,
fez-se uma mudanca de valor de pH, empregando tampdo 25 mmol L™ &cido
acético/tris, pH 4,5. A Figura 41 apresenta os eletroferogramas obtidos para uma
injecdo de 4agua, injecdo dos cations K* e NH4* 1 mmol L™ e para a mistura deles.

Em pH 4,5, a maioria dos grupos silandis ndo esta ionizada, o que diminui a
quantidade de ions presentes na dupla camada, dificultando o transporte dos ions
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e, consequentemente, de moléculas do solvente. Com isto, a intensidade do sinal
do FEO diminuiu, aumentando o tempo de saida do mesmo. Ambos os fendbmenos
foram observados neste experimento, j& que a intensidade do sinal do FEO

passou de 5V para 1,5 V e seu tempo de retencéo de 3,5 min para 18 min.
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o [oR
3 g 1"
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0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
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> 0 =
: :
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@ -1- 2 -1 K*
e o
« NH,*
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2 2 FEO
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
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Figura 41. Eletroferogramas de injecées dos analitos: a) K" e NH,", b) H,O, c) NH," e
d) K* 1 mmol L™"; monolito funcionalizado D de 50 um de d.i. e 50 cm de comprimento;
tampao: 25 mmol L™ acido acético/tris, pH 4,5; injecdo eletrocinética: 3 s, 5 kV; potencial:

25 kV; 25 °C; detector C*D funcionando em 453 kHz; 3,1 V,,; equipamento desenvolvido
no laboratorio.

Por outro lado, na inje¢cdo do ion NH4" apareceram dois sinais, sendo que

apenas um sinal era esperado. Um destes sinais estd no mesmo tempo de
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retencdo do K* (3 min), pico estreito e outro pico largo em 13,8 min, com um
tempo de reteng¢édo que nao € préximo ao do FEO (18 min) (Figura 41 c).

Para entender o resultado, realizaram-se uma série de injecdes de NH,",
K*, H2O, acetato de amoénio e tris* no capilar vazio, as quais estdo apresentadas
na Figura 42.

Com a Figura 42 pode-se observar que os ions NH;" e K" possuem o
mesmo tempo de migrag¢do e que um sinal um pouco antes do FEO foi detectado.

Na Figura 42d, com a inje¢cdo do acetato de am@énio e tris, foi possivel identificar o
sinal do ion tris™.

2 a) Capilar vazio 21 b) Capilar vazio
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Figura 42. Eletroferogramas de injegbes dos analitos: a) NH,*, b) K*, ¢c) NH," e K*
1 mmol L e d) acetato de aménio, tris e H,O qualitativa; capilar de silica de 50 um de d.i.
e 44 cm de comprimento; tampdo: 25 mmol L &cido acético/tris, pH 4,5; injecdo
eletrocinética: 3 s, 5 kV; potencial 25 kV; 25 °C; detector C*D funcionando em 453 kHz;
3,1 V;; equipamento desenvolvido no laboratoério.
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A partir dos valores dos tempos de migracdo, foram calculadas as
mobilidades dos ions NH4" e K" a pH 4,5, os quais estdo apresentados na Tabela
21.

Tabela 21. Mobilidades aparentes (u.) e efetivas () de NH;" e K* na coluna D monolitica

funcionalizada e no capilar vazio; pH 4,5.

. Monolito funcionalizado /| Capilar vazio /
Mobilidades 5 2 A 52 sl
x10°cm“s™ V" x10°cm“s™ V°
Ha K* 42,4 95,9
ta NHs* 42,4 97,2
HFEO 7,04 25,3
et K* 35,4 70,6
tet NH4* 35,4 71,9

Pelos valores das mobilidades, é possivel concluir que a separacao dos
ions NHs*e K* na coluna monolitica funcionalizada n&o é viavel neste pH, ja que
ambos os cations apresentam a mesma mobilidade e a mesma interagdo com a
fase estacionaria.

Uma possivel explicacao para o fato do sinal do tris ser positivo, ou seja, 0
cation esta mais concentrado do que esta no tampao, é que dentro da coluna tem-
se uma mistura dos cations K*, NH4" e tris*. O tris*, por entrar primeiro na coluna,
condicionada com tampao por varias horas, interage com os grupos silanadis livres
e com 0s grupos acidos da fase estacionaria, conforme apresentado na Figura 43.
Quando a amostra é injetada, parte dos ions NH;* realizam uma troca com os
grupos negativos ocupados pelo ion tris* liberando o0 mesmo e dando origem ao
sinal em 13,8 min (Figura 40 c). Outra parte dos ions NH4" passa livremente, pois
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0s grupos silandis e/ou os grupos acidos ja estao saturados com NH,4", e 0 amédnio

em excesso origina o sinal em 3 min.

<] OHOH 0 o
S0—Si " wWHE—" > ToH

. OH
S—o0 E o

0
—O0—Si “‘A\'“A “~NH—~< ) M\O_ H ;{1 /o

OH O~ H

S o0H
OH
< OH

. + OH
0" HN /

1 —on  ToH

: tris*

Figura 43. Representacdo esquemdtica da fase funcionalizada e sua interagdo com os

ions tris* presentes na solugao tampéao.

Contudo, se o raciocinio anteriormente mencionado for verdadeiro, surge a
duvida de porque este comportamento néo se repete para o ion potassio. De fato,
se for observado com maior cuidado o eletroferograma da injecao do ion potassio,
pode distinguir-se um pequeno sinal no tempo de retencdo do ion tris™. Este sinal
nao chega a ser tao significativo pelo fato de ndo estar sendo usada pressao para
provocar a movimentacdo da fase mével pela coluna e sim uma diferenca de
potencial. Ou seja, para este céation, as forcas eletroforéticas sdo maiores do que

as do mecanismo de troca ionica.

4.4.1.3. Injecao dos aminoacidos arginina, histidina e lisina no monolito

funcionalizado

A fim de continuar com a caracterizacao da fase monolitica, foi proposta a
mudanca de analitos e de pH. Para isso foi feito um levantamento bibliografico de
trabalhos usando a deteccao condutométrica sem contato em eletroforese em
zona como referéncia para planejar os experimentos. Tanyanyiwa et al. [136]
lograram separar 20 aminoacidos em meio acido (pH 2,3-2,8) e meio basico
(pH 10,8). Ja Coufal et al. [137] conseguiram a separag¢ao de 21 aminoacidos em

pH 2,1. Baseados na literatura, foi proposto o emprego dos aminoacidos
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chamados basicos, arginina (Arg), histidina (His) e lisina (Lis), como mistura teste
(Tabela 22).

Tabela 22. Estruturas e pKa dos aminoacidos Arg, His e Lis.

Simbolo Estrutura pKa, pKas Em pH 5
pKa; (COOH) | R s p
NH o
Arg HEN)LN’\/\HLOH 2,03 9,00 12,10 Arg*
H NH,
o)

N His* e
His ¢ o 1,70 9,09 6,04 His
HN NH,
0
OH
Lis 2,15 9,16 10,67 Lis*
NH,
HoN

Em valor de pH igual a 5 era esperado que os grupos carboxilicos da FE

estivessem ionizados e permitissem a interacdo dos aminodcidos, que estariam
parcialmente protonados, com a FE.

A separacao dos aminoacidos foi avaliada com a coluna C e verificou-se que
a separagao ocorria, porém, o calor produzido durante as corridas nao era
efetivamente dissipado empregando o equipamento 1, j& que a linha de base e,
principalmente, os sinais ndo eram reprodutiveis. Por tal motivo esta avaliagédo foi
realizada com capilares de 50 um de d.i..

A solugdo de aminodcidos foi injetada na coluna D de 50 um de d.i. A
Figura 44 apresenta os eletroferogramas obtidos na separacdo dos aminoacidos
Arg, His e Lis 1 mmol L' no monolito funcionalizado e no capilar vazio,
respectivamente.

Como é possivel notar na Figura 44, foi observada uma melhor separacao
dos compostos ao usar a coluna monolitica contendo a FE desenvolvida neste
trabalho, o que, provavelmente, é devido a interacdo dos aminoacidos com os
grupos carboxilicos da fase estacionaria, sendo que os primeiros dois sinais sdo
de K* e Na* presentes na agua da solugdo. Além disso, houve uma inversdo na
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ordem de eluicdo entre a histidina e a arginina no capilar vazio e na coluna
funcionalizada D.

061 K a) Coluna D 0.6 K* b) Capilar vazio
0,4 — 1* replicata 0.4
2° replicata ’ —— 1% replicata
024 Na' —— 3 replicata > 02. Na*  — 2: replicata
P a 3% replicata FEO
1)
§ 0,0 /
i o
-0,2 1 \
044 Lis Arg His
1 2 3 4 5
Tempo / min Tempo / min

Figura 44. Eletroferogramas da mistura teste de Arg, His e Lis 1 mmol L'; em a) monolito
funcionalizado D de 50 um de d.i., L = 54 cm, b) capilar de silica vazio de 50 um de d.i.,
L = 51,7 cm; tamp&o: 20 mmol L™ tris/acido acético, pH 5,0; injecdo eletrocinética: 10 s,
5kV; potencial: 25 kV; 25 °C; detector C*D funcionando em 555 kHz e 2,0 V,;
equipamento Waters.

Na Figura 45 sdo apresentados os valores das médias das mobilidades
efetivas para cada modalidade de separacéo.

241 a) Coluna D 24+ b) Capilar vazio
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Figura 45. Mobilidades efetivas p de Arg, His e Lis 1 mmol L'; em a) Monolito
funcionalizado D de 50 um de d.i., L = 54 cm, b) Capilar de silica vazio de 50 um de d.i.,
L = 51,7 cm; tamp&o: 20 mmol L™ tris/acido acético, pH 5,0; injecdo eletrocinética: 10 s,
5kV; potencial: 25 kV; 25°C; detector C'D funcionando em 555 kHz e 2,0 V,;
equipamento Waters.
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Pode-se verificar a diferenca entre as mobilidades dos analitos, fenémeno
responsavel pela diferenca na ordem de eluicAio em cada modalidade de
separacao, confirmando a interagdao dos aminoacidos com a FE. Esta diferenca na
interacdo pode estar relacionada com o numero de atomos de nitrogénio
presentes nos aminoacidos. Assim, a Lis, que sé tem dois atomos de nitrogénio,
migra em primeiro lugar, depois a His, que tem trés e, por ultimo, a Arg, que tem
quatro atomos de nitrogénio.

4.4.2 Avaliacao eletroforética do monolito funcionalizado usando
detector UV

Para realizar a deteccao UV em ECC, é necesséria a criacdo de uma janela
de detecgdo no proprio capilar que contém a fase monolitica. Esta nao é uma
tarefa facil para monolitos de silica, ja que teria que se fazer um preenchimento
parcial dos capilares, o que, experimentalmente implica em uma baixa
reprodutibilidade ao longo do leito da coluna. Por isso, avaliou-se a possibilidade
de usar a detecgcao UV com uma cela de alta sensibilidade, pois esta viabiliza o
uso de colunas sem janela de deteccao no equipamento de EC da Agilent.

Foram utilizadas duas colunas monoliticas (colunas E e F) nos testes com
UV, de 50 um de d.i., funcionalizadas por 6 h. As colunas foram adaptadas na cela

de alta sensibilidade.
4.4.2.1. Separacao de compostos neutros

Apés estabilizagcdo da linha de base empregando a coluna E, foram
injetadas misturas de alguns analitos neutros, como alquilbenzenos (Figura 46) e
alquilparabenos (Figura 47).

oS Us oo

Figura 46. Estruturas de a) etilbenzeno, b) propilbenzeno, c) butilbenzeno e
d) pentilbenzeno.
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Figura 47. Estruturas de a) metilparabeno, b) etilparabeno, c) propilparabeno e
d) butilparabeno.

Primeiro, foi injetada a mistura dos benzenos: etil, propil, butil e
pentilbenzeno, na concentracdo de 5 mmol L™ com eletrélito ACN/tris 30:70, 50:50

e 70:30 v/v, 25 mmol L', pH 8,0. Os resultados sdo apresentados na Figura 49.
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Figura 48. Eletroferogramas de injecdes de tioureia e alquilbenzenos 5 mmol L™"; coluna E
de 50 pm de d.i. L = 40 cm; tamp&o: ACN/tris 25 mmol L™ a) 30:70 v/v, b) 50:50 v/v e c)
70:30 v/v, pH 8,0; injecéo eletrocinética: 5 s, 10 kV; potencial: 30 kV; 25 °C ; deteccao UV
em 214 nm.
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Como é possivel observar, ndo houve separacdo dos compostos em
nenhuma das condicdes testadas.

Ao avaliar a mistura contendo metil, etil, propil e butilparabeno, obtiveram-
se resultados similares aos obtidos com os alquilbenzenos, ou seja, ndo houve
separacdo dos parabenos na coluna monolitica funcionalizada. Apds a realizacédo
dos experimentos anteriores, pdde-se concluir que a FE proposta neste trabalho
nao possui seletividade para compostos que variam unicamente na parte apolar

da estrutura.

4.4.2.2. Separacao de farmacos

Foi realizada a injecao dos farmacos paracetamol, fenacetina, propranolol e

atenolol (Figura 49) em diversas condigdes eletroforéticas.
He H: o]
C\f C\E \)\/ HW/CH
; “7/
1) H c) 2)
Figura 49. Estruturas de 1) paracetamol, 2) fenacetina, 3) propranolol, 4) atenolol.
A condicao que mostrou melhores resultados de separacao foi aquela que

tem como eletrélito ACN/tris 25 mmol L™ 70:30 v/v, pH 7,5. A Figura 50a mostra os

eletroferogramas obtidos com os farmacos nestas condigdes.
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Figura 50. Eletroferograma da injecdo da mistura de (1) tioureia 5 mmol L; (2)
paracetamol; (3) fenacetina; (4) propranolol; (5) atenolol 500 ug mL™"; coluna E de 50 um
de d.i. L = 40 cm ; tamp&o: ACN/tris 25 mmol L™ 70:30 v/v, a) pH 7,5 e b) pH 8,0; injecdo
eletrocinética: 10 s, 5 kV; potencial: 30 kV; 25 °C; deteccao UV em 214 nm.

Pode-se observar que o paracetamol e a fenacetina ndo foram separados.
Estes compostos diferem apenas na cadeia alifatica, confirmando a falta de
seletividade hidrofébica da coluna. Ja para os farmacos com sitios polares e
basicos, a separacao foi satisfatéria, pois os picos apresentaram uma boa
resolugéo.

Por outro lado, a mudanca no pH do eletrélito de 7,5 para 8,0 diminuiu o
tempo de separagéo devido, provavelmente, ao aumento da mobilidade do FEO e
a existéncia de grupos amina protonados dos farmacos, que ajudaram a reduzir o
tempo de andlise.
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Para comparar os resultados, realizou-se a inje¢cao dos farmacos no capilar
vazio (Figura 51). Neste experimento, o propranolol e o atenolol eluiram antes do
FEO, indicando que, a pH 7,5, os compostos estdo protonados e apresentam
mobilidade como cations.
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Figura 51. Eletroferogramas de trés injecdes de (1) tioureia 5 mmol L™; (2) paracetamol;
(3) fenacetina; (4) propranolol; (5) atenolol 500 ug mL™; Capilar de silica 50 um de d.i.
L =70 cm; tampao: ACN/tris 25 mmol L™ 70:30 v/v, pH 7,5; injecdo eletrocinética: 5 s,
10 kV; potencial 30 kV; 25 °C; deteccao UV em 214 nm.

Uma nova coluna monolitica funcionalizada, F, foi utilizada para efetuar a

separacado de farmacos. A Figura 52 apresenta os resultados obtidos.
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Figura 52. Eletroferogramas da injecdo da mistura de (1) tioureia 5 mmol L7;
(2) paracetamol; (3) fenacetina; (4) propranolol; (5) atenolol 500 pg mL™"; Coluna F de
50 um de diametro interno L = 41 cm; tampao: ACN/tris 25 mmol L' 70:30 v/v; pH 8,0;
Injecao eletrocinética: 10 s; 5 kV; potencial 30 kV; 25 °C; detecgdo UV em 214 nm.
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Como pode ser observado, a eluicdo dos farmacos foi mais rapida nesta
coluna. Este comportamento pode ser atribuido a variacdo no recobrimento do
monolito (recobrimento menor para a coluna F), pois as colunas tém praticamente
as mesmas dimensdes (40 cm para a coluna E e 41 cm para a coluna F). Para
verificar esta afirmacao, foram calculados os fatores de retencao k dos analitos, os
quais estao apresentados na Tabela 23, confirmando que a fase monolitica da
coluna F tem menos atracao pelos analitos do que a fase da coluna E.

Tabela 23. Fatores de retengédo (k) de tioureia, paracetamol, fenacetina, propranolol e

atenolol nas colunas E e F; Tampao: ACN/Tris 25 mmol L™ 70:30 v/v, pH 8,0.

Coluna E Coluna F
Tioureia, paracetamol e fenacetina 0 0
Propranolol 1,6 0,4
Atenolol 3,0 1,7

Também foi avaliado outro conjunto de farmacos (Figura 53) na coluna
monolitica funcionalizada F. A Figura 54 apresenta os eletrocromatogramas

obtidos separadamente para cada composto.

cl

1) 2) N 3} G

Figura 53. Estruturas dos farmacos (1) amitriptilina; (2) nortriptilina e (3) clorfeniramina.
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Figura 54. Eletroferogramas dos farmacos (1) amitriptilina; (2) nortriptilina;
(3) clorfeniramina 500 pg mL™"; Coluna F de 50 um de d.i. L = 38 cm; tamp&o: ACN/tris
25 mmol L™ 70:30 v/v, pH 8,0; injecdo eletrocinética: 5 s, 10 kV; potencial 30 kV; 25 °C;

deteccao UV em 214 nm.

De maneira analoga as interagbes da coluna funcionalizada com os
aminoacidos, o farmaco com maior numero de atomos de nitogénio teve maior
interacdo com a fase, sendo ele, neste caso, a clorfeniramina. O ambiente quimico
do grupo amina dos demais compostos determinou sua interacdo com a FE.
Assim, a amitriptilina, uma amina terciaria, teve pouca interagdo com a FE e eluiu
primeiro. A nortriptilina teve maior interagdo com a FE que a amitriptilina, pois
possui um grupo amina secundario. Com estes resultados, é possivel inferir que a
fase proposta neste trabalho apresenta seletividade para compostos que tenham
uma diferenga na quantidade de atomos de nitrogénio ou no ambiente quimico

destes atomos.
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5. Conclusoes

Com os resultados apresentados neste trabalho, é possivel concluir que se
obteve sucesso na formagédo das estruturas monoliticas dentro dos capilares de
silica. Com as andlises efetuadas, foi possivel caracterizar a fase estacionaria
monolitica formada pelo processo sol-gel.

Em relacdo ao agente sililante 4-AMBS, foi possivel constatar a formacao
do silano tanto pela via proposta no presente trabalho quanto pela rota de Zhang
et al[129]. Além disso, a sintese de Zhang et al. proporcionou material de pureza
suficiente para caracterizar o agente sililante 4-AMBS_DMF-.

Também foi possivel a caracterizagdo da silica funcionalizada e a
constatacdo de que impurezas de TEA ajudam na obtencdo de um maior
recobrimento da silica.

Todas as colunas funcionalizadas apresentaram um bom desempenho na
separacdo dos analitos testados. A diferengca entre elas foi na quantidade de
silano ligado na superficie do monolito, diferenca esta devido a presenca ou
auséncia do TEA no agente sililante.

Mesmo com as diferencas na quantidade de recobrimento das colunas
monoliticas, foi possivel avaliar a atividade de troca catibnica na separagcédo de
cations e aminoacidos usando a deteccdo C°D e, também, a seletividade da
coluna por compostos nitrogenados com a separacao de farmacos basicos nos
experimentos usando detecgdo UV.

Perspectivas de trabalhos futuros

Este trabalho tem caracteristicas inovadoras pois envolve uma proposta de
nova tecnologia para preparacao de fases estacionarias monoliticas empregando
o método sol-gel. Devido a estas caracteristicas, esta linha de pesquisa possibilita
a continuidade de novos trabalhos como os descritos a seguir:
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» Investigar o tempo de silanizagdo necessario para obter o maior
recobrimento do monolito de silica, considerando o emprego de
catalisadores em baixas concentracoes;

» Aplicar as colunas funcionalizadas na separagdo de compostos basicos
nitrogenados;

» Ampliar os estudos de seletividade da fase estacionaria a partir da obtencao
de uma fase estacionaria mista, empregando por exemplo, o silano 4-AMBS

e um trietdxissilano do tipo C18.
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