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RESUMO

APLICACAO DE CAMPOS ELETRICOS EM PROCEDIMENTOS DE EXTRACAO
EM FASE SOLIDA

O preparo de amostra representa uma etapa determinante e critica no
processo de anadlise e a extracdo em fase sélida (SPE) é uma técnica amplamente
empregada no preparo de matrizes complexas. O objetivo deste trabalho foi o
desenvolvimento de dispositivos e procedimentos que permitem aplicar campos
elétricos em SPE empregando cartuchos (E-SPE®), visando adicionar os
mecanismos da eletroforese ao processo cromatografico. Para tanto, foram
desenvolvidos eletrodos e cartuchos que possibilitam a aplicacdo de campos
elétricos, além de um sistema para monitorar e controlar parédmetros
eletrocromatogréaficos tais como: vazdo, corrente elétrica, potencial elétrico e
temperatura. Com esses dispositivos foram realizadas extragcdes com aplicagdo de
campo elétrico empregando compostos modelo anibénicos, catibnicos e anfotéricos.
Para permitir uma melhor compreensdo dos fenébmenos envolvidos foram avaliados
diversos parametros de extracao, entre esses: concentracao de ions em solucao, pH,
modificador orgéanico, volume de solucao de lavagem e tipo de sorvente. O sistema
foi avaliado também na determinacdo de antimicrobianos em leite. Dependendo da
polaridade empregada sobre os eletrodos, a aplicacdo do campo elétrico foi capaz
de modular (acelerar ou retardar) a saida dos compostos modelo do cartucho. Os
resultados de extragdo obtidos demonstraram a eficacia dos dispositivos
desenvolvidos, além da grande potencialidade do uso de campos elétricos em SPE
para obter maiores recuperacbes dos analitos de interesse e/ou remocao de
interferentes.

Palavras chaves: extracdo em fase sélida — aplicacdo de campos elétricos, eletro-

extracdo em fase sélida, preparo de amostras - quimica, eletrocromatografia.
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ABSTRACT

APPLICATION OF ELECTRIC FIELDS IN SOLID PHASE EXTRACTION
PROCEDURES

Sample preparation is a crucial and determinant step for the analysis process
and solid phase extraction (SPE) is a widely used technique in the preparation of
complex matrices. The aim of this work was the development of devices and
procedures for applying electric fields to SPE cartridges (SPE-E ®©), in order to add the
mechanisms of electrophoresis to the chromatographic process. For this purpose,
electrodes and cartridges that allow the application of electric fields were developed,
besides a system to monitor and control electrochromatographic parameters such as:
flow, electric current, electric potential and temperature. By means of these devices,
extractions with application of electric fields were performed using anionic, cationic
and amphoteric model compounds. In order to allow a better understanding of the
phenomena involved several extraction parameters were evaluated, among these:
the concentration of ions in solution, pH, organic modifier, volume of washing solution
and type of sorbent. The system was also evaluated for the determination of
antibiotics in milk. Depending on the polarity of the electrodes used, the application of
an electric field was able to modulate (accelerate or retard) the output of the model
compounds from the cartridge. The extraction results obtained showed the
effectiveness of the devices developed, and the immense potential of the use of
electric fields in SPE to obtain better recoveries of the analytes and/or for removing

interferents.

Keyworlds: solid phase extraction-application of electric fields, electro-solid phase

extraction, sample preparation (chemistry), electrochromatography.
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ste trabalho descreve, pela primeira vez, o uso de campos elétricos em
procedimentos de extragcdo em fase sélida empregando cartuchos. A extragcdo em
fase solida convencional (SPE), governada pelos principios da cromatografia, nesta
tese, passa a ser também influenciada pelos fenébmenos eletroforéticos. A esta nova
modalidade de SPE assistida por campos elétricos deu-se 0 nome de eletro-extracao
em fase sélida (E-SPE®).

A inspiracdo para elaboracdo da hip6tese de que campos elétricos seriam
capazes de promover a eliminacao de interferentes carregados, como proteinas, e,
ao mesmo tempo, poderiam elevar a recuperacdo de analitos de interesse em
procedimentos de SPE veio da alta eficiéncia de separagdo obtida na
eletrocromatografia capilar e de alguns trabalhos bem sucedidos de
eletrocromatografia em coluna.

A principio, a aplicacdo de campos elétricos em SPE n&o seria tdo limitada
guanto ao seu uso em sistemas cromatograficos de alta eficiéncia utilizando colunas,
pois os cartuchos e discos de SPE sao dispositivos abertos que permitem a
dissipacdo dos gases formados durante o processo. Também, de forma mais
apropriada que as colunas metalicas cromatograficas, os cartuchos plasticos
oferecem menor risco ao operador durante a aplicacdo de campos elétricos. Outra
caracteristica importante é que a vazao, relativamente mais alta na SPE, permitiria a
dissipacdo mais eficiente do calor gerado durante a aplicacdo do campo elétrico e,
finalmente, o comprimento do leito do recheio extrator, consideravelmente mais curto
do que nas colunas analiticas, permitiria a obtencao de campos elétricos mais fortes
com aplicacao de diferencas de potenciais elétricos menores.

A apresentacdo deste trabalho foi dividida em oito capitulos abrangendo os
seguintes conteldos e resultados:

Capitulo | — Introducéo. Neste capitulo, uma abordagem geral das técnicas de
preparo de amostras é apresentada com destaque para a extragdo em fase soélida e
suas principais caracteristicas, tema deste trabalho. Devido a inexisténcia de artigos
empregando campos elétricos em cartuchos SPE, somente alguns trabalhos
correlatos de eletrocromatografia em coluna e preparo de amostras sao

mencionados.
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Capitulo Il — Apresentacao dos objetivos do trabalho.

Capitulo 1l - Desenvolvimento do sistema de extracéo, cartuchos e eletrodos
para E-SPE®. Neste capitulo sdo descritos os dispositivos que precisaram ser
desenvolvidos e avaliados, uma vez que nao é do nosso conhecimento a existéncia
de cartuchos, eletrodos ou sistemas de E-SPE® comerciais ou mesmo dispositivos
similares descritos na literatura.

Capitulo IV — Aplicacao de campos elétricos em extracdes em fase sélida de
compostos modelo anibnicos e catidnico. Este capitulo apresenta os resultados de
extracdo, com e sem aplicacdo de campo elétrico, para seis compostos anibnicos e
um catiénico variando-se diversos parametros de extracao.

Capitulo V — O dltimo capitulo experimental descreve um exemplo de
aplicacdo de campos elétricos na extracdo em fase sélida de antimicrobianos
sulfonamidicos, em amostras de leite.

Os capitulos finais VI, VII e VIII tratam da concluséo, perspectivas futuras e
referéncias bibliograficas, respectivamente

Os capitulos IllI, 1V, V, que tratam da parte experimental, sdo sempre iniciados
com o tépico “Consideracbes gerais” que é uma breve contextualizacdo do
respectivo tema de estudo.
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1.1 Técnicas de preparo de amostras

Nas duas ultimas décadas a quimica desfrutou de um desenvolvimento intenso
das técnicas analiticas com especial destaque para as técnicas de separacao
cromatograficas e eletroforéticas. Todo esse desenvolvimento foi acompanhado e
impulsionado pelo avango da informatica e da eletrénica, além do conhecimento mais
aprofundado, adquirido nos Uultimos anos, dos principios que governam essas
técnicas. Esses fatores reunidos levaram ao surgimento das mais modernas
abordagens para as técnicas de separacdo como a cromatografia liquida de ultra
eficiéncia (UHPLC), a cromatografia liquida de alta temperatura (HTLC") e
cromatografia gasosa bidimensional abrangente (GCxGC"), além do surgimento de
novos materiais para fases estacionarias de eficiéncia e/ou seletividade superiores
como os materiais monoliticos, particulas com didametros reduzidos, (< 2,0 um),
particulas superficialmente porosas (core shell), entre outros.

Um dos grandes passos na evolucao das técnicas de separacdo modernas foi o
desenvolvimento da eletrocromatografia capilar (CEC"), que consagrou o encontro
da eficiéncia das técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC') e da
eletroforese capilar (CE"), reunindo os principios de separagdo das suas técnicas
originais como a retencdo pela fase estacionaria e a migracdo eletroforética
diferencial [1]. Aliado ao desenvolvimento das técnicas de separacdo houve também
um grande aperfeicoamento dos sistemas de deteccdo, principalmente para os
espectrémetros de massas que ganharam maior poder de resolucéo, velocidade de
aquisicao de dados, robustez e precos mais acessiveis.

O acoplamento das mais modernas técnicas de separacdo aos avangados
espectrémetros de massas atuais permite a quantificacdo e identificacao de novas
substancias em uma escala jamais vista, com tempos de andlise algumas vezes de

alguns poucos minutos e separacao de dezenas de compostos [2].

'UHPLC, do inglés ultra high performance liquid chromatography; "HTLC, do inglés high 3
temperature liquid chromatography; "GCxGC, do inglés comprehensive two-dimensional gas
chromatography; "CEC, do inglés capillary electrocromatography; "HPLC, do inglés high

performance liquid chromatography; "'CE, do inglés capillary electrophoresis
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Juntamente com o desenvolvimento das técnicas analiticas, houve também a
necessidade de adaptar e aperfeicoar os métodos de preparo de amostras. Mesmo
as mais modernas técnicas de separagao necessitam que as amostras a serem
analisadas, principalmente as mais complexas como as de alimentos e de origem
biolégica, recebam o tratamento adequado antes da andlise [3-6]. Essa realidade é
valida mesmo quando espectrémetros com alto poder de resolucdo de massas sao
empregados como detectores, uma vez que muitas substancias presentes nas
matrizes podem entupir ou sujar o sistema de nebulizacdo, reduzir ou aumentar a
eficiéncia de ionizacdo das moléculas alvo ou mesmo interferir com o processo de
secagem e explosao couldbmbica das goticulas nebulizadas [7].

Apesar de todos os avancos tecnoldgicos obtidos nos ultimos cinquenta anos,
ainda sdo pouco frequentes as situacbes onde uma matriz pode ser analisada
diretamente em um instrumento analitico sem nenhuma etapa de preparacéo prévia
[8].

Uma matriz representa o local onde se encontra o analito e € uma porcao de
matéria que pode estar repleta de compostos indesejaveis que interferem na
separacao e/ou deteccdo. A matriz também pode diluir os analitos presentes e estar
em um estado fisico incompativel com a técnica instrumental que sera empregada,
impossibilitando a adequada identificagdo e quantificacao.

Sendo assim, um dos desafios predominantes durante o desenvolvimento de uma
metodologia analitica € a escolha e o emprego de uma técnica de preparo de
amostra adequada [9].

As diversas técnicas de extracdo tém como finalidades basicas: recuperar e
concentrar o analito, eliminar os compostos que interferem na anélise (limpeza ou
“clean-up” e tornar o meio onde se encontra o analito (solvente) compativel com o
sistema analitico. Em alguns casos, esta etapa serve também para modificar
quimicamente o analito por meio de rea¢des de derivatizacao [8].

Como o preparo de amostra empregado em matrizes bioldgicas é frequentemente
uma etapa complexa, ela se torna, na maioria dos casos, o ponto critico da analise,
fazendo com que a precisdo e a exatiddo do método fiquem estritamente
dependentes dos procedimentos adotados. Por esses mesmos motivos, essa € uma
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das etapas que geralmente requer um maior tempo e esforco por parte do operador
[10]. Esse fato € ainda mais critico quando o preparo de amostras é realizado
manualmente, o que representa a maior parcela dos métodos descritos na literatura.
A sua automacao reduz bastante os problemas citados, porém traz a necessidade da
aquisicao e manutencgao peridédica dos equipamentos, assim como a reposi¢cao dos
materiais de consumo e treinamento especializado para permitir sua correta
operacgao.

Alguns analitos, em certos tipos de amostras, como, por exemplo, farmacos em
medicamentos podem ndo requerer nenhum tipo de tratamento prévio anterior a
determinacao dos analitos por HPLC, UHPLC, CE ou CEC. Apéds a solubilizacao dos
farmacos em solugdes adequadas, eles sao analisados diretamente no equipamento
analitico. Por outro lado, a determinacdao de residuos de farmacos, agrotdxicos e
outros contaminantes presentes em amostras bioldégicas como sangue, urina,
plasma, soro e também de alimentos, vao requerer, via de regra, um preparo de
amostra laborioso [11].

A escolha do tipo de preparo de amostra empregado é feita em fungcdo das
caracteristicas fisico-quimicas da matriz e do analito, da disponibilidade dos recursos
presentes no laboratério, da precisdo e exatidao exigidos para aquela determinada
analise, do niumero de amostras e do tempo disponivel para processa-las e, bem
como, das condicdes de analise que incluem, principalmente, o tipo de técnica e de
instrumentacao empregados [12-14].

De modo geral, o preparo de amostra deve ser um procedimento rapido, de baixo
custo, que tenha poucas etapas, capaz de produzir recuperacdes quantitativas e
reprodutivas do analito e, de preferéncia, que apresente a possibilidade de
automacao. Outro aspecto importante que deve-se levar em consideracdo na
escolha do tipo de preparo de amostra é a redugcdo do emprego de solventes
organicos durante o processo a fim de reduzir, tanto o impacto ambiental, como o
tempo e dinheiro gasto com os procedimentos de descarte [15]. Atualmente, existem
diversas técnicas de preparo de amostras capazes de recuperar analitos dos mais
variados tipos de matrizes, cada qual com suas vantagens e limitacdées, que sao
empregadas conforme sua eficacia e compatibilidade para o respectivo caso [5].
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Apesar de ndo configurarem entre as técnicas mais recentes, atualmente
disponiveis, a extracdo liquido-liquido (LLE') e a extragdo em fase sélida (SPE")
aparecem, seguramente, na ampla maioria dos procedimentos de rotina de preparo
de amostras bioldgicas e de alimentos [14].

Ambas baseiam-se na distribuicdo dos analitos e interferentes entre duas fases
distintas. Contudo, a LLE apresenta uma série de inconvenientes e limitagdes que
restringem sua eficiéncia, capacidade de automacido e também a tornam pouco
amigavel em termos ambientais [11, 14].

A SPE, por sua vez, é uma técnica de preparo de amostras bastante eficiente
para purificacdo e concentracao de analitos em matrizes complexas e com uma série
de caracteristicas que a torna, em muitas ocasides, mais atrativa que a LLE para
este fim. Essa técnica, que é tema dessa tese, vem recebendo diversas modificacoes
e melhorias desde sua criagdo e, por esses motivos, sera discutida com maiores

detalhes a seguir.

1.1.1  Extracdo em fase solida (SPE)

A SPE é uma técnica de preparo de amostras amplamente empregada em
matrizes complexas e que compartilha, com a cromatografia liquida em coluna, uma
série de semelhangas operacionais e conceituais [3, 5, 6].

A sorcao ou retencado dos compostos em SPE ocorre pela transferéncia dos
analitos ou, alternativamente, dos interferentes da solugdo para a superficie de um
suporte sélido [3, 16].

As interacbes responsaveis pela sorcdo dos compostos no sorvente, em SPE,
sdo idénticas aquelas envolvidas na cromatografia liquida em coluna [6].

Em sorventes empregados no modo reverso como C18, C8 e fenil, a retencéo
do analito é devida primeiramente as interacées de van der Waals entre grupos nao
polares, ou por meio de elétrons © de anéis aromaticos do analito com os grupos
funcionais fenil quimicamente ligado a superficie do sorvente. Com esse tipo de
sorvente ha também a contribuicdo de interacdes hidrofobicas [3, 16, 17].

6 'LLE, do inglés liquid-liquid extraction; "SPE, do inglés solid phase extraction
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No modo normal (silica gel), as principais interacdes sdo entre os grupos
polares do analito e da fase extratora por meio de ligacées de hidrogénio, interacdes
n-1 € dipolo-dipolo.

J4& no modo de troca ibnica, interacbes eletrostaticas sdo as grandes
responsaveis pela extracao seletiva dos analitos [17].

As interacbes descritas ocorrem para todos os tipos de materiais sorvente
existentes (silica, silica modificada, polimérico, etc) e, dependendo dos grupos
funcionais presentes no sorvente e nos analitos, dois ou mais tipos de interacdes
podem ocorrer simultaneamente.

Apesar de ser um processo menos comum em SPE, a retencédo através de
processos de exclusdo por tamanho molecular também é um dos mecanismos de
extragdo de analitos de alta massa molar em sorventes a base de géis de dextrana,
agarose, poliacrilamida, entre outros. Neste tipo de purificacdo os compostos,
teoricamente, ndo sao retidos sobre a superficie do sorvente, mas sim, distribuidos
seletivamente no interior dos poros do material em funcao do tamanho molecular que
apresentam [6, 16].

Em sorventes contendo grupos funcionais com propriedades de
reconhecimento molecular como os baseados em proteinas, anticorpos, aptameros,
ciclodextrinas, polimeros de impressdo molecular (MIP'), entre outros, 0os processos
de sorcdo também ocorrem pelos mecanismos descritos, além de fatores estéricos
de acoplamento. O mesmo é valido ainda para os sorventes com propriedades de
exclusdo fisica e/ou quimica como os materiais de acesso restrito (RAM") [3, 16, 18].

A retencdo dos compostos no sorvente ocorre em funcdo das interacoes
apresentadas anteriormente, mas a distribuicdo dos compostos da solucéao para o
sorvente e vise-versa acontece pelos processos de transferéncia de massa
convectivo e difusional [19]. A forgca imposta pelo vacuo, gravidade ou bomba
peristaltica promove o movimento inter-particula da solugdo até a camada limite de
Prandtl proxima a superficie do sorvente. A partir desse limite, assim como no interior
dos poros do sorvente, o principal processo de transferéncia de massa dos analitos
ocorre pela difusdao em decorréncia dos gradientes de concentracao existentes nas
diferentes por¢des do cartucho [19].

'MIP, do inglés molecularly imprinted polymers; "RAM, do inglés restricted access materials 7
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Diferentemente de outras técnicas de preparo de amostas, nas quais a
extracdo esta baseada no equilibrio, a SPE & um processo exaustivo onde,
normalmente, recupera-se quase todo o analito da matriz em uma Unica extracao,
nao permitindo andlises em replicatas de uma mesma amostra.

Existem diferentes formatos para a SPE e, dentre esses, os mais utilizados
sdo os cartuchos e os discos de extracdo que foram justamente os dois primeiros
descritos na literatura e disponibilizados comercialmente [3, 6, 16].

Tanto no formato de cartucho ou disco, a amostra é forcada a passar pelo
material extrator pela aplicacdo de pressao ou vacuo em uma de suas extremidades.
Para realizar a extragcdo manual de varias amostras simultaneamente de forma mais
rapida, geralmente sao utilizados sistemas extratores que empregam vacuo também
chamados de “manifold”.

Cartuchos sao os dispositivos mais empregados para a SPE devido a sua
facilidade de manuseio, disponibilidade comercial e menor custo. Os cartuchos
assemelham-se a seringas hospitalares sem o émbolo, dentro das quais encontra-se
o material extrator acondicionado entre dois filtros compostos frequentemente de
material poroso sinterizado (vidro, plastico ou metal) chamado de frit (Figura 1.1).
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Figura 1.1. Imagem de um cartucho de SPE comercial com o reservatério (A), os filtros de
PTFE sinterizado (B) e o sorvente (C).

A porcao do cartucho acima do material extrator é chamada de reservatorio e
serve para acomodar a amostra e os eluentes. Os cartuchos disponiveis
comercialmente, em geral, possuem reservatorios com capacidade entre 0,5 e 150
mL e recheios que variam de 0,010 ga 70 g[16, 17].

A SPE empregando cartuchos é um procedimento realizado normalmente em
cinco etapas como descrito na Figura 1.2.

A primeira etapa da extracdo, chamada de condicionamento, consiste no
preparo do material sorvente do cartucho. Como a maioria dos materiais sorventes
nao se encontra em uma condicdo inicial apropriada para receber a amostra e
promover a sor¢cao adequada dos compostos de interesse, € fundamental a eluicao
prévia de um ou mais solventes. Posteriormente ao condicionamento, a amostra €
aplicada ao cartucho para que os analitos ou interferentes sejam retidos no sorvente.
Muitas vezes, a amostra precisa ser diluida e ter o pH e/ou a forca ibnica ajustados

previamente, para que os analitos apresentem uma melhor interacdo com o sorvente.
9
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Apds a aplicacdo da amostra € comum e aconselhavel promover a percolacao de
certos volumes de uma solugdo que tenha a capacidade de remover seletivamente
os interferentes retidos no cartucho e esta é a chamada etapa de lavagem. Apés a
lavagem, caso seja necessario remover o liquido residual presente no cartucho, pode
ser realizada uma etapa de secagem através da passagem de ar ou outro gas, pelo
leito do cartucho. Finalmente, o analito purificado é removido e recolhido em um
recipiente adequado pela percolagdo do menor volume possivel de solvente capaz
de elui-lo completamente e seletivamente do cartucho [5, 6, 17].

(1) Condicionamento
(3) Lavagem

(2) Aplicacado da amostra

—

(4) Secagem

Analito purificado
e concentrado

Figura 1.2. Representagdo das etapas frequentemente empregadas em SPE utilizando
cartuchos.

Em SPE, depois de iniciado a etapa de condicionamento até o término da

etapa de lavagem, é importante que o leito do cartucho ndo seque. Esse cuidado é
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fundamental para que nao sejam criados caminhos preferenciais no sorvente o que
acarreta na perda de repetibilidade e eficiéncia, principalmente em cartuchos a base
de silica reversa. Existem, contudo, materiais sorventes poliméricos que sdo menos
susceptiveis a esse tipo de problema [6, 14, 20].

A SPE conta com uma grande variedade de sorventes disponiveis
comercialmente, que podem ser empregados com 0s mais diversos tipos de matrizes
e classes de compostos [3, 5, 20]. Os mais amplamente utilizados ainda sdo aqueles
a base de silica e silica quimicamente modificada com diversos grupos ancorados
em sua superficie: C18, C8, ciano, fenil, aminopropil, diol, carboxilico, sulfénico,
aminicos, entre outros.

Os sorventes a base de silica sdo de menor custo que os materiais
poliméricos, porém, eles apresentam restricoes ou limitacbes quanto a faixa de pH
de trabalho, retencdo excessiva de bases fracas, além de pouca seletividade e,
consequentemente, limpeza insuficiente [14].

Sorventes poliméricos, por sua vez, apresentam maior estabilidade em pH
extremos, maior seletividade e melhor molhabilidade, contudo sdo de custo mais
elevado que os materiais a base de silica [3]. Os materiais poliméricos mais
comumente utilizados em SPE sédo aqueles a base de poliestireno, entrecruzado com
divinilbenzeno [20].

Atualmente, a SPE conta ainda com materiais sorventes avancados de
elevada seletividade e eficiéncia que tém sido empregados e que vém demonstrando
resultados bem superiores aos sorventes convencionais, como 0s materiais de
acesso restrito (RAM) e os polimeros de impressao molecular (MIP) [3, 21].

RAM sao materiais que possuem grupamentos ancorados a particulas de
sorcdo de tal maneira que a mesma apresente em sua superficie dois tipos de
carater de interacdo: um sortivo e outro repulsivo ou exclusivo. Isto é obtido, mais
comumente, pela modificacdo da superficie de particulas de silica, empregando
grupos polares em sua superficie externa e apolares na camada subsequente mais
préxima da superficie da particula [18]. Dependendo do tipo € da maneira que esses
grupos sao ligados as particulas, os RAM podem combinar mecanismos fisicos ou

quimicos de exclusdo [18]. Com esse tipo de material, as proteinas de uma amostra

11



Capitulo 1 - Introducéao

sofrem um processo de exclusao quimica ou fisica e sdo eliminadas. Os analitos, por
sua vez, nao passam por esse processo de exclusdo e conseguem alcancar a
porcdo mais proxima da superficie do material sorvente onde, nesta regido, sao
retidos pelos mesmos mecanismos ja descritos [16]. Apesar da sua grande eficiéncia
em eliminar proteinas, os RAM sdao comumente empregados em colunas para
sistemas de extracao “on-line” automatizados e seu emprego em cartucho raramente
€ encontrado [14, 22].

Os MIP, por sua vez, sdo materiais que apresentam a chamada “capacidade
de reconhecimento molecular”. O reconhecimento molecular € um fendmeno
bastante comum e antigo e acontece na natureza em diversas situacées como nas
ligacdes antigeno-anticorpo, enzima-substrato e hormdnios-receptores celulares [23].
A extracao em fase soélida por imunoafinidade pode, até certo ponto, ser considerada
como um mecanismo de impressdo molecular. Entretanto, antigenos e proteinas
utilizadas em extracao em fase sélida possuem sérias limitacdes de uso, como baixa
estabilidade quimica e térmica, além de serem de elevado custo. Outra importante
caracteristicas dos MIP é a sua maior rigidez molecular em virtude das ligagcoes
cruzadas do polimero. Anticorpos e enzimas, por sua vez, possuem uma maior
capacidade de flexibilizar-se e ajustar-se a molécula molde. Na ultima década os MIP
passaram a ser muito mais empregados em SPE, pois esses materiais possuem
afinidade seletiva pela molécula, ou moléculas, molde e, dessa forma, o eluato final é
muito mais livre de intereferentes [14]. Os MIP, assim como os RAM, também
possuem a vantagem de serem utilizados véarias vezes antes de serem descartados
[14]. Apesar das vantagens comprovadas na utilizacdo de MIP em SPE, a existéncia
de poucos materiais disponiveis comercialmente e a necessidade de utilizar um MIP
diferente para cada composto ou classe de composto que se queira analisar faz com
qgue o seu uso fique restrito somente a algumas aplicacoes especificas [14].

A SPE executada de forma manual, normalmente, é um procedimento
relativamente demorado e operacionalmente complexo onde é possivel realizar
apenas algumas poucas dezenas de extracées por dia [3]. Entretanto, a SPE
apresenta uma grande capacidade de automacao e ampla disponibilidade comercial
de sistemas automatizados. Diversos trabalhos tém sido publicados nas duas ultimas

12
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décadas descrevendo métodos que empregam a SPE automatizada [3, 14, 24, 25].
Os sistemas de SPE automatizados sao utilizados acoplados ou nao as técnicas
analiticas cromatograficas, eletroforéticas e espectroscopicas diversas [4]. A SPE
automatizada confere maior capacidade e velocidade de analise, reduz o consumo
de solventes, aumenta a precisdo do método, torna a técnica mais segura e menos
tediosa ao operador e, de forma geral, reduz o custo geral por andlise. A grande
demanda no numero de andlises em laboratérios de rotina, a necessidade de obter-
se resultados rapidos, a capacidade de automacdo e a existéncia de sistemas
automatizados comerciais impulsionaram a ampla difusédo da SPE [14].

O emprego de matérias sorventes mais baratos, como os baseados em silica
modificada, nem sempre sdo capazes de promover a concentracdo dos analitos em
quantidade de tracos e/ou a eliminagdo eficiente de interferentes de matrizes
complexas. A utilizacdo de materiais sorventes avancados, com capacidade de
reconhecimento molecular, apesar de solucionar esse problema restringe a
abrangéncia da extragdo para somente um grupo de compostos ou até mesmo um
unico analito.

O uso de sistemas automatizados é uma opc¢ao para reduzir os custos € 0
consumo de solvente por andlise, mas o investimento inicial, a manutencdo e a
capacitacdo de um operador especializado precisam ser levados em consideragao.
Esses sistemas também podem apresentar incompatibilidades com analitos ou
amostras instaveis, apresentar problemas com sobrecarga de amostras ou efeito
mem©éria dos analitos no sistema [25].

Todos esses obstaculos fazem com que, continuamente, empresas e grupos
de pesquisa desenvolvam novas solucdes para as limitacbes da SPE e novos artigos
e patentes sejam puplicados e depositados a cada ano.

Os grandes campos de desenvolvimento na area de SPE concentram-se,
principalmente, em novos materiais sorventes com eficiéncia de extracdo e
seletividade diferenciadas, novos formatos que permitam reduzir o nimero de etapas
e reduzam o tempo de extracdo e, também, sistemas automatizados com maior
capacidade e velocidade de processamento [20, 14].

Apesar de todo o desenvolvimento realizado nas duas ultimas décadas, o
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principio da SPE nos dispositivos comercias atuais continua sendo a retengéo
diferencial dos constituintes das amostras como ocorre na cromatografia
convencional.

Morales-Cid et al. (2010), em um trabalho recente afirmam que o uso
combinado dos mecanismos de diferentes técnicas de preparo de amostras € uma
tendéncia no futuro préximo [26].

Desta maneira, poderiamos prever, para 0s proéximos anos, que novas
técnicas de preparo de amostras serdo desenvolvidas através da unidao dos
diferentes principios apresentados por elas.

O uso de campos elétricos em técnicas de preparo de amostras é uma
abordagem mais recente e que ainda nao teve toda sua capacidade explorada ou
mesmo descrita na literatura [26].

Campos elétricos, em alguns casos sao capazes de conferir tanto seletividade
guando maiores taxas de transferéncias de massa do que os processos baseados
somente em convecgéao e ou difusdo [26].

Morales-Cid et al. (2010) propuseram o uso do termo “assistido por campo
elétrico” para as técnicas de preparo de amostras que tém seus desempenhos
melhorados pela aplicagdo de campos elétricos, mas que sao predominantemente
governadas por outros efeitos [26].

Entre as técnicas de preparo de amostras assistidas por campos elétricos e
descritas na literatura destacam-se as técnicas de filtragdo (convencional, micro,
ultra e nano), dialise, osmose, LLE e SPE [26].

Recentemente, alguns autores tém explorado o uso de potenciais elétricos
para promover a sor¢cdo e a dessorcdo de compostos ibnicos em superficies
sorventes condutoras [27, 28, 29-31]. Empregando essa abordagem foi possivel
obter fatores de concentracédo altos em tempos de extracao relativamente curtos [30].

Liliegren et al. (2005) descreveram o uso de um dispositivo com um polimero
condutor a base de polipirrol como material sorvente [31]. Neste trabalho o processo
de transferéncia dos analitos da solucdo para o material sorvente foi acelerado por
um processo de atracdo eletrostatica quando aplicado potencial elétrico sobre o
polimero condutor. Os mecanismos de sor¢do e dessorcdo foram controlados por
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reacbes de oxidacdo e reducdo promovidas pelo potencial elétrico aplicado. O
dispositivo contendo o polimero extrator foi avaliado tanto pelo acoplamento com um
nebulizador (“electrospray”) de um espectrémetro de massas (ESI-MS'), como pela
conexao a um sistema de plasma acoplado indutivamente a um espectrémetro de
massas (ICP-MS"). Com o dispositivo acoplado ao ESI-MS os autores descreveram a
extracdo de Fe(CN)s> em amostras de agua, contudo, problemas com supressdo
ibnica e descontinuidade do fluxo do nebulizador limitaram os estudos desenvolvidos.
Ja o acoplamento do dispositivo ao ICP-MS demonstrou ser muito mais simples e foi
capaz de detectar concentragées de brometo de até 3 mmol L' em amostras de
agua de torneira com fatores de concentracédo de até 66 vezes. O polimero extrator
apresentou limitacdes em relacdo a seletividade, com a recuperacdo dos ions
brometo sendo fortemente reduzida pela presenca dos anions sulfato e fluoreto em
solugdo. Apesar de alguns bons resultados obtidos e de utilizar potenciais elétricos
inferiores a 1,5 volt durante o processo de extracdo, os dispositivos demonstraram
ser bastante complexos. Soma-se a isso o fato de o polimero extrator sofrer redugao
e oxidacdo durante o processo, 0 que poderia levar a formacdo de produtos de
degradacdo nao desejaveis com os diversos componentes organicos presentes em
matrizes complexas.

No melhor do nosso conhecimento, o Unico trabalho descrito nas principais
bases de dados (Science direct, Web of Science, Science Finder e Space net) e que
utiliza o conceito da E-SPE® foi apresentado por Morales-Cid et al., em 2008 [32].
Neste trabalho foi construido um sistema de extragdo em fluxo empregando uma
minicoluna de extracdo contendo 14 mg de sorvente a base de silica-C18 e 3 mm de
diametro interno que foi acoplada a um equipamento de CE-MS". Esse sistema foi
avaliado na determinacdo de antimicrobianos (tetraciclina, clortetraciclina e
oxitetraciclina), além de quatro aminas (propilamina, 3-metil-1-butanamina, 1-
metilbutilamina e heptilamina), como compostos modelo. Para promover o campo
elétrico, o dispositivo empregou o mesmo médulo de corrente de alta voltagem do
equipamento de CE e, dessa forma, foi preciso desenvolver um sistema resistor

quimico para modular a corrente elétrica gerada. Esse sistema resistor quimico

'ESI-MS, do inglés electrospray ionization-mass spectrometry; "ICP-MS, do inglés inductively 15
coupled plasma-mass spectroscopy ; "CE-MS, do inglés capillary electrophoresis-mass
spectrometry
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precisou ser reposto periodicamente para que a corrente elétrica fosse estavel. O
sistema também apresentou limitacdes em relacdo ao potencial elétrico aplicado
(<15 KkV) para que nao ocorressem descargas elétricas nas partes metélicas da
bomba peristaltica. Usando voltagens de -10 kV o campo elétrico foi capaz de
aumentar o sinal da tetraciclina em até 7,5 vezes o que foi atribuido tanto ao efeito
de empilhamento das moléculas em um menor volume de solvente de eluicdo como
ao formato do pico com uma banda mais estreita e com melhor simetria. Resultados
semelhantes também foram obtidos com os demais analitos. Apesar de utilizarem os
mecanismos eletrocromatograficos no processo de extracdo, os autores, neste
trabalho, empregaram um dispositivo que configura uma coluna de SPE e ndo um
cartucho convencional. Neste formato também foi preciso utilizar potenciais elétricos
elevados para obter o resultado desejado, além de usar um sistema em fluxo com
valvulas bastante complexo.

As recentes aplicagdes de campos elétricos para melhorar o desempenho das
técnicas de preparo de amostras, assim como a quase inexisténcia de trabalhos e
patentes relacionadas ao uso desta abordagem em SPE foram os principais fatores
que estimularam a realizacao deste trabalho.
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O objetivo geral deste trabalho compreendeu em aplicar campos elétricos em
procedimentos de preparacdo de amostras baseados na extragdo em fase soélida.

Os objetivos especificos foram:

= Desenvolver e avaliar eletrodos e cartuchos para serem utilizados em
procedimentos de extracdo em fase sélida com aplicacdo de campo
elétrico.

» Desenvolver e avaliar um sistema para extracdo em fase sélida com
aplicacdo de campos elétricos, capaz de controlar e/ou monitorar
parametros eletrocromatograficos como vazado, potencial elétrico,
corrente elétrica e temperatura.

= Empregar a extracdo em fase solida com aplicacdo de campos elétricos
a grupos de compostos modelo anidnicos e catiénicos.

= Avaliar a influéncia de parametros de extracdo como pH, concentracao
ibnica da solucdo de lavagem, quantidade de modificador orgéanico,
entre outros, sobre a eficiéncia de extracdo dos compostos modelo e
comparar os resultados obtidos pela técnica de extragdo em fase sélida
convencional com aqueles provenientes da aplicacdo do campo
elétrico.

= Empregar a extracdo em fase solida com aplicacdo de campos elétricos
para a extracdo de antimicrobianos sulfonamidicos adicionados na

matriz leite.
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3.1 Consideracoes gerais

Antes de iniciar os estudos de E-SPE® foi preciso desenvolver os cartuchos e
eletrodos para aplicacdo de potenciais elétricos, uma vez que, como mencionado,
nado ha dispositivos comercias ou trabalhos na literatura descrevendo esses
dispositivos.

O trabalho que mais se aproxima da proposta aqui apresentada empregou
uma minicoluna “home-made” de SPE e foi publicado somente trés anos apds o
inicio dos trabalhos desta tese [32]. Além disso, naquele trabalho, o autor usou os
eletrodos do proprio equipamento de CE e, dessa forma, ndo precisou desenvolver
dispositivos adicionais.

Desta maneira, a confeccdo e adaptacao dos cartuchos e eletrodos foram
baseadas exclusivamente nos trabalhos de eletrocromatografia em coluna (EC') que
apresentaram resultados relacionados a esse tipo de desenvolvimento [33].

Uma das grandes limitagcoes dos sistemas de EC esta relacionada ao sistema
de eletrodos e seu isolamento ou nao do leito cromatografico [33].

Para separar e isolar os eletrodos, alguns trabalhos reportam o uso de
membranas que dividem as colunas em dois ou mais compartimentos [33, 34, 35, 36,
37]. As membranas sao utilizadas para isolar os gases provenientes da eletrélise e
outros produtos de degradacao do leito da coluna e, também, para previnir a sorcao
de macromoléculas sobre os eletrodos. Em EC essas membranas podem ser géis
incorporados ou nao sobre materiais porosos, membranas de dialise, de ultrafiltracao
ou de troca i6nica [33, 34].

No trabalho desenvolvido por Cole e Cabezas (1997) os autores descrevem o
preparo de uma coluna de EC de 30 cm x 1,5 cm recheada com um polimero de
exclusdo molecular a base de dextrana onde foram empregados eletrodos de platina
no formato helicoidal [34]. Os eletrodos foram acondicionados em compartimentos
separados do leito da coluna por membranas de ultrafiltragao.

Nesta coluna, o tampao empregado no compartimento das membranas era
constantemente recirculado por uma bomba peristdltica para promover sua

renovacao, além da retirada dos gases e dos produtos da eletrélise. Esse sistema foi

'EC, do inglés electrochromatography 23
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avaliado na separagdo de uma mistura das proteinas B-lactoglobulina bovina e
mioglobina isolada de coragdo de cavalos e a deteccao realizada por absor¢do na
regiao do ultravioleta (230 e 280 nm). Empregando os dispositivos desenvolvidos,
ficou demonstrado que a separagao destas duas proteinas sé foi possivel com o
emprego de um campo elétrico de 14,6 V cm™ com fase mével composta de tris-
hidroxiaminometano 3,9 mmol L', glicina 47 mmol L' e 4&cido etilenodiamino
tetracético 0,25 mmol L, em pH final de 8,2. Neste trabalho ndo foram relatados
problemas associados aos eletrodos utilizados.

Um outro sistema de EC preparativo para separacao de proteinas foi
desenvolvido e apresentado por Keim e Ladish, em 2000 [33]. Os autores relatam as
limitagdes em empregar sistemas eletrocromatogréaficos preparativos com diametros
internos maiores que 2,5 cm devido as dificuldades em remover os gases
provenientes da eletrolise, assim como a baixa dissipacdo de calor do interior da
coluna. Empregando eletrodos compostos por telas de platina separados da fase
estacionaria por membranas de ultrafiltracéo foi possivel aplicar campos elétricos de
10 220 V. cm™ em uma coluna de 38,1 ¢cm x 3,81 cm e 400 mL de volume interno. A
eficiéncia do sistema foi avaliada pela separacdao de 3 mL de uma mistura de
mioglobina com proteina soro albumina bovina em uma fase estacionéaria a base de
metacrilato. A fase movel consistiu de uma mistura de tampao tris-hidroxiamino-
metano 3,9 mmoL L' e glicina 47 mmoL L™, obtendo uma solugdo em pH final de
8,2. Nestas condicdes as fragdes das duas proteinas apresentaram um incremento
dos coeficientes de particado proporcionais ao aumento do campo elétrico aplicado
tornando possivel a separacao empregando campos elétricos em torno de 11,9 V.em’
'. Esse sistema empregou injecdo radial da amostra na coluna que precisou ficar
posicionada na horizontal para permitir a saida dos gases formados nos dois
compartimentos dos eletrodos.

Uma abordagem diferente para EC foi proposta por Tan et al., em 2005 [36].
Neste trabalho foi empregado uma coluna com um compartimento de eletrodos
posicionado concentricamente ao leito da coluna, mas externamente a ele. Esse
compartimento era separado por uma membrana ceramica preenchida com gel de

poliacrilamida. O eletrélito usado durante a eletroforese era mantido resfriado a 6 °C
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e recirculado constantemente para a remocao dos gases provenientes da eletrdlise.
O posicionamento dos eletrodos, paralelamente e longitudinalmente ao leito do
cartucho, permitiu aplicar campos elétricos perpendiculares ao sorvente. Com essa
nova disposicdo foi possivel empregar campos elétricos transversais intensos a
potenciais elétricos relativamente baixos. O potencial elétrico aplicado era oscilante e
tinha sua polaridade invertida periodicamente. O uso de um campo elétrico
transversal oscilante durante a eluicdo aumentou a capacidade de sorcdo de
albumina bovina sérica na fase estacionaria composta do trocador ibnico dietilamino
etil quimicamente ligado a uma rede molecular de polissacarideos. Além disso, com
uso do campo elétrico foi possivel separar duas fracdes protéicas diferentes
(albumina bovina sérica e imunoglobulina G).

Com base nas informacbdes desses trabalhos de EC foram construidos e
avaliados os cartuchos e os eletrodos de EC que serdo apresentados a seguir.
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3.2 Parte experimental

26

3.2.1 Reagentes e solventes

Citrato trissédico (Merck, Brasil), acido citrico (Merck, Brasil), cloreto de
sodio (Merck, Brasil), fosfato de so6dio monobasico (J.T.Baker, EUA),
fosfato de sédio dibasico (Merck, Brasil), acido férmico (Nuclear, Brasil),
acido acético glacial (Synth, Brasil), azul de bromotimol (Merck, Brasil),
todos com grau de pureza analitico ou superior.

Solvente: metanol (Tedia, Brasil), com grau HPLC de pureza.

Sorvente de silica quimicamente ligada com grupos octadecil (silica-C18)
Sepra C18-E para SPE da marca Phenomenex (65 A X 50 um, 485 m? g')
(EUA).

3.2.2 Material

Cartuchos para SPE de polipropileno com capacidade de 6 mL da marca
Varian (EUA).

Filtros de PTFE (politetrafluoretileno) sinterizado (frit) de 20 um de poro
para cartuchos de SPE de 6 mL da marca Varian (EUA).

Filtros de aco inoxidavel sinterizado (frit) de 20 um de poro para cartuchos
de SPE de 6 mL da marca Supelco (EUA).

Telas de aco inoxidavel de 120 mesh (diametro do fio de 0,080 mm e
abertura da malha de 0,131 mm) e 80 mesh (diametro do fio de 0,12 mm e
abertura da malha de 0,192 mm) (Steelmesh, Brasil).

Agulha hospitalar de ago inoxidavel de 1,6 x 40 mm e 1,2 mm de didmetro
interno (BD PrecisionGlide, Brasil).

Agulha veterinaria de ago inoxidavel de 2,0 x 100 mm e 1,6 mm de
didmetro interno (H6ppner, Brasil).

Fios de aco inoxidavel de 0,07; 0,2; 0,35 e 0,4 mm de diametro.

Termistor com resisténcia 6hmica de 10 kQ a 25 °C, coeficiente de
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temperatura negativo, 20% de tolerdncia de variacdo da resisténcia,
constante termal de 5 segundos, tempo de resposta de 0,9 segundos e
faixa de operagao de 0 — 100 °C da marca RoHs (Gra Bretanha).

- Tubulacbées para bomba peristaltica de 2 e 3 mm de didmetro interno
(Gilson, Franca).

- Placas de acrilico e PTFE, tarugos de PTFE, tubos e tarugos de acgo

inoxidavel e aluminio.

3.2.3 Equipamentos

- Bomba peristaltica da marca Gilson, modelo Minipuls Evolution (Franca).

- Fonte estabilizada de alta tensdo para eletroforese, Fisher-Scientific,
modelo FISH-FB3000Q (Malasia).

- Balanca analitica Precisa, modelo XT 220A (Suica).

- Purificador de agua Millipore, modelo Milli-Q Academic (EUA).

- pH-metro Digimed, modelo DM-22 empregando um eletrodo de vidro
combinado (Brasil).

- Condutivimetro Digimed, modelo DM-32 (Brasil).

- Multimetros da marca Protek, modelo 506 com saida RS-232 (Coréia do
Sul).

- Microcomputador Pentium (Intel, EUA) contendo: sistema operacional
Microsoft Windows 95 (EUA), programa de aquisicao de dados escrito em
Visual Basic 3.0 da Microsoft (EUA), duas entradas RS-232 e uma
interface de comunicacgao paralela.

- Interface de comunicacdo paralela Advantec, modelo 711-S (EUA)
contendo um conversor analdgico digital de 12 bits, 16 entradas e 16
saidas TTL (transistor-transistor-logic).

- Microcomputador Pentium 4 (Intel, EUA) contendo: sistema operacional
Microsoft Windows XP (EUA), programas de processamento de dados
Origin versao 6.1 (EUA) e Microsoft Excel 2003 (EUA).
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3.2.4 Procedimentos

A) Desenvolvimento de um sistema para monitoramento e

controle dos parametros eletrocromatograficos

Os estudos de extracdo com e sem aplicacdo do campo elétrico foram
realizados empregando um sistema descrito na Figura 3.1. Esse sistema foi
empregado para o monitoramento e controle do potencial elétrico aplicado, da
corrente elétrica resultante, da vazao e da temperatura no interior do cartucho e era
composto de:

- cartuchos de extracdo em fase sélida (1A) adaptados com eletrodos (1B e
1C), conectados a fonte de alta tensao para eletroforese (4) por conexdes elétricas e
acoplado a um dispositivo tipo “manifold” de extracao em fase sélida (2);

- dispositivo de E-SPE® tipo “manifold” para multiplas extragdes em fase sélida
(2) conectado aos cartuchos (1A) e a bomba peristaltica (3);

- multimetros (5A e 5B) para leitura da corrente e potencial elétrico conectados
a fonte de eletroforese (4) por conexdes elétricas e a um microcomputador (8) por
portas seriais RS-232;

- termistor (6) encaixado a um unico cartucho de extracdo e conectado a um
circuito eletrdnico para condicionamento do sinal analégico (7);

- circuito eletrénico para condicionamento do sinal analégico (7) baseado em
um amplificador operacional 741 CN;

- microcomputador (8) com duas portas seriais RS-232 (8A e 8B) para
transferéncia dos dados provenientes dos multimetros (5A e 5B), além de uma
interface paralela com conversor analdégico digital (8C) para leitura do sinal
proveniente do termistor;

- programa de comunicacao escrito em linguagem Visual Basic 3.0 e instalado
no microcomputador para registro e armazenamento dos dados de potencial elétrico,

corrente elétrica e temperatura.
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Figura 3.1. Representacdao do sistema para monitoramento e controle dos parametros

eletrocromatograficos (vazao, potencial elétrico, corrente elétrica e temperatura) empregado
durante os procedimentos de SPE com e sem aplicacdo do campo elétrico. 1A = cartucho de
extragdo adaptado com eletrodo superior 1B e inferior 1C; 2 = dispositivo tipo “manifold” para
multiplas extragbes; 3 = bomba peristéltica; 4 = fonte de alta tensao para eletroforese; 5A e
5B = multimetros; 6 = termistor; 7 = circuito eletrénico amplificador; 8 = microcomputador
contendo duas portas seriais RS-232 (8A e 8B) e uma interface de comunicagéao paralela
(8C).

B)  Desenvolvimento e avaliagdo dos cartuchos e eletrodos

Todos os cartuchos utilizados nos estudos de SPE e E-SPE® eram de
polipropileno, com capacidade para 6 mL e da marca Varian.

Foram avaliadas quatro configuracdes diferentes de montagem dos cartuchos
(Figura 3.2):

- Cartucho tipo 1, montado através das seguintes etapas: 1.1) introdugéao de
um frit de PTFE para compor o fundo do cartucho (frit inferior); 1.2) insercdo de uma
conexao elétrica (fio metalico) com contatos elétricos através de um orificio
confeccionado na parede do cartucho e, posteriormente, selado com cola de silicone;
1.3) introducédo do eletrodo inferior; 1.4) introdu¢do de um segundo frit de PTFE; 1.5)
adicéo do sorvente; 1.6) introducao de um terceiro frit de PTFE para compor o topo
do cartucho (frit superior); 1.7) introducao do eletrodo superior;

- Cartucho tipo 2, montado através das seguintes etapas: 2.1) introdugao do
eletrodo inferior para compor fundo do cartucho; 2.2) introducédo de um frit de PTFE
(frit inferior); 2.3) adicdo do sorvente; 2.4) introducdo de um segundo frit de PTFE
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para compor o topo do cartucho (frit superior);

- Cartucho tipo 3, montado através das seguintes etapas: 3.1) remocao (corte)
do fundo do cartucho convencional; 3.2) introducéo de um frit de PTFE para compor
o fundo do cartucho (frit inferior); 3.3) adicdo do sorvente; 3.4) introducdo de um frit
de PTFE para compor o topo do cartucho (frit superior); 3.5) introducao do eletrodo
superior;

- Cartucho tipo 4, montado através das seguintes etapas: 4.1) introdugao de
um frit de PTFE para compor o fundo do cartucho (frit inferior); 4.2) adicdo do
sorvente; 4.3) introducdao de um frit de PTFE para compor o topo do cartucho (frit

superior); 4.4) introducao do eletrodo superior.
Cartucho tipo 1 Cartucho tipo 2 Cartucho tipo 3 Cartucho tipo 4

10— 10—

Figura 3.2. Diferentes configuragcdes empregadas para montagem dos cartuchos e eletrodos
de E-SPE® avaliados. 1 = frit de PTFE; 2 = conex&o elétrica com 3 = contato elétrico externo
e 4 = contato elétrico interno; 5 = eletrodos inferiores; 6 = frit de PTFE; 7 = sorvente; 8 = frit
de PTFE; 9 = cartucho com o fundo removido (cortado); 10 = eletrodos superiores.

Para avaliar os cartuchos tipo 3 foi construido um suporte em uma base de
PTFE (Figura 3.3) com um orificio para encaixe do cartucho (item 1, Figura 3.3). No

fundo deste orificio foram acoplados os eletrodos avaliados (item 2, Figura 3.3).
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%3
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Figura 3.3. Suporte para o cartucho tipo 3 construido em uma base de PTFE. 1 = orificio
para encaixe do cartucho; 2 = eletrodo inferior; 3 = base com rosca para posicionamento do

eletrodo inferior; 4 = saida de eluente e 5 = conexao elétrica para o eletrodo inferior com
contato elétrico para a fonte de eletroforese.

Os diferentes cartuchos foram avaliados com dois tipos de eletrodos: um
eletrodo posicionado abaixo do sorvente denominado eletrodo inferior (i) e um
segundo eletrodo posicionado acima do sorvente denominado eletrodo superior (s)
(Figura 3.4). Todos os eletrodos superiores e inferiores avaliados foram
confeccionados em liga de ago inoxidavel.

Os discos porosos metalicos avaliados como eletrodos (s1 a s5, i1 e i3)
consistiam de filtros de aco inoxidavel sinterizados e foram adquidos da Supelco
(EUA), porém as modificacdes realizadas nestes eletrodos, assim como a confec¢ao
dos demais eletrodos foi realizada no setor de mecanica fina do Instituto de Quimica
da Unicamp.

Com os diferentes tipos de cartuchos foram avaliados o0s seguintes grupos de
eletrodos inferiores:

- Cartucho tipo 1: frit metélico (i3), disco sélido perfurado (i4), telas metalicas
de 80 e 120 mesh (i5 e i6) e fio confeccionado na forma de espiral (i7). Esses
eletrodos foram posicionados no interior do cartucho.

- Cartucho tipo 2: eletrodos compostos de telas metalicas de 80 e 120 mesh
(i5 e i6) posicionados no interior do cartucho. Os eletrodos i5 e i6 foram combinados
(conectados) ou aos eletrodos helicoidais (i10) ou aos eletrodos tubulares (i11) que

foram introduzidos no interior do bico do cartucho. Os eletrodos helicoidais e
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tubulares (110 e i11), por sua vez, foram conectados a uma tubulacdo metélica
(Figura 3.4 A), contendo uma extremidade de borracha (Figura 3.4 B), utilizada para
encaixar-se ao bico do cartucho.

- Cartucho tipo 3: frits metélicos perfurados (i1) e disco sélido perfurado (i2).
Esses eletrodos foram encaixados no fundo do suporte de PTFE descrito na Figura
3.3

- Cartucho tipo 4: eletrodos compostos de agulhas veterinarias (i8), agulhas
hospitalares (i9), eletrodos helicoidais (i10) e tubulares (i11). Os eletrodos (i8) e (i9)
foram encaixados diretamente ao bico do cartucho. Ja os eletrodos (i10) e (i11), por
sua vez, foram conectados a uma tubulacdo metalica (Figura 3.4 A) contendo uma
extremidade de borracha (Figura 3.4 B) que foi utilizada para encaixar-se ao bico do

cartucho.

s4 s9

s5 s8

Figura 3.4. Tipos de eletrodos metdlicos inferiores (i) e superiores (s) avaliados. A =
tubulacao metalica e B = borracha para encaixar-se ao bico do cartucho.

Para todos os quatro diferentes tipos de cartuchos, foram avaliados o0s
eletrodos superiores apresentados na Figura 3.4: frit metalico (s1), frits metalicos
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perfurados (s2, s3, s4 e s5), disco sélido perfurados (s6), telas inseridas em halos
metdlicos (s7 e s8) e fio confeccionado na forma de espiral (s9). Os eletrodos
superiores avaliados foram unidos a conexao elétrica (fio) de ago inoxidavel (Figura
3.5), contendo um contato elétrico em sua extremidade para fazer conexao com a
fonte de eletroforese (Figura 3.5). Esses eletrodos foram introduzidos no interior do
cartucho através da sua abertura superior.

Os eletrodos inferiores foram conectados a fonte de eletroforese das seguintes
maneiras (Figura 3.5):

- Cartucho tipo 1: eletrodo inferior conectado a fonte de eletroforese através de
um terminal elétrico preso a uma conexdo elétrica (fio) inserida no interior do
cartucho através de um orificio na parede lateral do mesmo;

- Cartucho tipo 2: eletrodo inferior conectado a fonte de eletroforese através da
tubulacao metélica acoplada ao eletrodo tubular ou helicoidal;

- Cartucho tipo 3: eletrodo inferior conectado a fonte de eletroforese através de
uma conexao elétrica (fio) inserida no suporte de PTFE com uma terminagao elétrica;

- Cartucho tipo 4: eletrodo inferior conectado a fonte de eletroforese ou através
3.1) do corpo metalico da agulha ou 2.2) da tubulacao metalica acoplada ao eletrodo
tubular ou ao eletrodo helicoidal.

Os eletrodos superiores s1 a s9, assim como os eletrodos inferiores i3 a i7
apresentavam aproximadamente 12 mm de diametro. J& os eletrodos i1 e i2 para o
cartucho tipo 3 apresentava 20 mm de diametro.

Para a avaliagdo dos diferentes tipos de eletrodos e cartuchos, os mesmos
foram conectados a uma bomba peristaltica de trés modos diferentes (Figura 3.5):

- Cartucho tipo 1 conectado a tubulacdo da bomba peristaltica através do bico
do cartucho;

- Cartuchos tipo 2 e 4 conectados a tubulagdo metalica pelo bico do cartucho
(luer) e esta, por sua vez, conectada a tubulacao da bomba peristaltica;

- Cartucho tipo 3 conectado a um suporte de PTFE com uma tubulacao para
saida de eluente e este, por sua vez, conectado a tubulagdo da bomba peristaltica;
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Cartucho tipo 1 Cartucho tipo 2
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Figura 3.5. Representacédo dos locais onde os diferentes cartuchos e eletrodos (inferiores e
superiores) foram conectados a bomba peristaltica (BP) e a fonte de eletroforese (FE).

A avaliacdo do desempenho dos diferentes cartuchos e eletrodos foi realizada
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empregando 500 mg de silica-C18, Sepra C18-E da marca Phenomenex como
sorvente.

O condicionamento dos cartuchos adaptados com eletrodos foi realizado
eluindo 2 mL de metanol, seguido de 2 mL de agua deionizada e finalmente 2 mL de
solucdo tampao. O tampao utilizado foi preparado em pH 4,0 através da mistura de
quantidades adequadas de &cido citrico 20 mmol L™ e fosfato de sédio bibasico 40
mmol L™, denominado solugdo tampéo ACF 20/40. A solugdo ACF 20/40, pH 4,0, foi
adicionado 10% (v/v) de metanol resultando em uma solugdo com condutividade de
1,69 mScm™.

Durante a eluicdo da solugdo de ACF 20/40 contendo 10% (v/v) de metanol
foram aplicados campos elétricos com a fonte de eletroforese operando no modo
potencial elétrico constante de 25, 50 e 75 V. O campo elétrico foi aplicado por 2
minutos para cada potencial avaliado, com polaridade positiva sobre o eletrodo
superior e negativa sobre o eletrodo inferior (E-SPE®(+/.)). Antes de cada incremento
do valor de potencial elétrico, o cartucho foi novamente condicionado. Neste
experimento foram avaliadas as vazées de 1 e 2 mL min™.

Durante a aplicacdo do campo elétrico tanto a corrente elétrica quanto o
potencial elétrico foram registrados pelo sistema para monitoramento dos parametros
cromatograficos descrito na secg¢ao 3.2.4 A.

A avaliacao dos eletrodos foi feita observando o perfil do grafico das correntes
e potenciais elétricos monitorados pelo tempo, assim como pela observacdo do
acumulo de bolhas no sorvente do cartucho e na superficie dos eletrodos. Cada

sistema de eletrodo e cartucho foi avaliado uma Unica vez (n = 1).

C) Avaliagdo da repetibilidade da montagem dos cartuchos e
eletrodos

A repetibilidade da montagem dos cartuchos de E-SPE® foi avaliada através
da comparacao do perfil das correntes e dos potenciais elétricos medidos durante a
aplicagdo de campo elétrico em 5 cartuchos (n= 5). Foram utilizados cartuchos tipo 1
montados com eletrodo inferior i6 e superior s9 como descrito na Figura 3.2.
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Antes da aplicacao do campo elétrico os cartuchos foram condicionados com 2
mL de metanol seguido de 2 mL de agua e 2 mL de solucédo tampao ACF 20/40, pH
4,0, contendo 10% (v/v) de metanol (condutividade de 1,63 mS cm™) preparado
como descrito na secgao 3.2.4 B. O campo elétrico foi aplicado durante a percolagao
da solucdo ACF 20/40 empregando a fonte de eletroforese no modo corrente elétrica
constante de 3, 6, 9 e 20 mA durante 2 minutos para cada valor de corrente elétrica
empregada. Antes de cada incremento do valor de corrente elétrica, o cartucho foi
novamente condicionado. O campo elétrico foi aplicado com a polaridade do eletrodo
superior positiva e do eletrodo inferior negativa (E-SPE®(+/-)). A vazao empregada
durante a avaliagdo foi de 2 mL min™ e os cartuchos foram recheados com 500 mg

de silica-C18 da marca Phenomenex.

D) Avaliacdo do comportamento do pH do eluente frente a
aplicacdo do campo elétrico com e sem o uso do sistema de fluxo
bidirecional

Para a avaliagdo da mudanca do pH frente a aplicagdo do campo elétrico
foram comparados o fluxo convencional utilizado em SPE e também o principio
denominado neste trabalho de fluxo bidirecional. Para tanto, foram utilizados
cartuchos montados como apresentado na Figura 3.6.

Os cartuchos com o conceito do fluxo bidirecional apresentavam trés
modificacées em relacao aos cartuchos descrito na seccao 3.2.4 B:

- uma tubulacdo de PTFE de 1,6 mm de didmetro externo e 0,5 mm de
diametro interno, inserida no interior do cartucho através de um orificio na sua
parede lateral que foi posteriormente selado com cola de silicone (Figura 3.6, item 1).
Essa tubulacado tinha a fung&o de recolher o excesso de solugéo de lavagem (dreno)
e direciona-la para um descarte por meio da sua conexao com a bomba peristaltica;

- duas tubulacdes de PTFE de 1,6 mm de diametro externo e 0,5 mm de
didmetro interno, introduzida no interior do cartucho através da abertura superior

(Figura 3.6, item 2). Essas tubulagdes tinham a fung&o de introduzir a solu¢do de
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lavagem por meio de suas extremidades que foram posicionadas a frente do eletrodo
superior e justapostas ao frit de PTFE superior;

- posicionamento do eletrodo superior de 3 a 5 mm acima do frits de PTFE
superior (Figura 3.6, item 4).

E)ggz: (B) | T —

A 2=

J

Figura 3.6. (A) Configuragdo do cartucho com o conceito do fluxo bidirecional utilizado no
estudo do comportamento do pH do eluente frente a aplicacdo do campo elétrico. 1 =
tubulacao de PTFE com a fung¢éo de dreno e acoplada a uma linha da bomba peristéltica; 2 =
tubulacées de PTFE com a funcédo de introduzir a solugcao de lavagem e 3 = tubulacéo de
PTFE para coleta da fragdo da solucao eluente para medida do pH; 4 = posicionamento do
eletrodo superior 3 a 5 mm acima do frit superior. (B) Configuragao alternativa do cartucho
com o conceito do fluxo bidirecional com a diferenca do tipo de dreno (5) utilizado.

Para os estudos de pH do eluente empregando o fluxo bidirecional foi inserido,
lateralmente em direcdo ao centro do cartucho e internamente ao frit de PTFE
superior, uma tubulacdo de PTFE (1,6 mm de diametro externo e 0,5 mm de
didmetro interno), que foi acoplada a uma bomba peristaltica (Figura 3.6, item 3).
Através dessa tubulacao, uma fragao da solucdo que atravessava o eletrodo superior

(= 83 mL) foi recolhida em um tubo de ensaio para posterior avaliagdo do pH. Essa
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tubulagdo lateral ndo fazia parte do sistema de fluxo bidirecional propriamente dito,
mas sim constituiu o meio de avaliar sua eficiéncia e, por esse motivo, ela foi
utilizada somente durante esses estudos. A avaliacdo do pH da fragao coletada foi
realizada empregando pHmetro com eletrodo de vidro combinado.

Neste estudo os cartuchos foram condicionados com 2 mL de metanol,
seguidos por 2 mL de 4gua deionizada para, em seguida, ser introduzida a solugcéao
de lavagem a ser avaliada.

As solucdes de lavagem empregadas neste estudo foram:

- solucéo tampao ACF 10/20, pH 4,0. Essa solucao tampao foi preparada em
pH 4,0 através da mistura de quantidades adequadas de &cido citrico 10 mmol L™ e
fosfato de sodio bibasico 20 mmol L;

- solucao tampao ACF, 1/2 pH 4,0. Essa solucao tampao foi preparada em pH
4,0 através da mistura de quantidades adequadas de acido citrico 1 mmol L e
fosfato de sodio bibasico 2 mmol L™

- solugdo de NaCl 10 mmol L.

Na etapa de lavagem a solucdo na saida inferior do cartucho (bico) era
succionada através da bomba peristéltica a uma vazdo de 0,9 mL min™". No momento
em que foi empregado o fluxo bidirecional foram utilizadas as tubulagdes adicionais
(Figura 3.6, item 2), com vazao total de entrada de solugdo no cartucho de 3,6 mL
min”'. Simultaneamente, a solugdo na tubulagao lateral (Figura 3.6, item 3), utilizada
para coleta do eluente de lavagem, era succionada a uma vazao de 0,9 mL min™.

Dessa forma, no momento em que o fluxo bidirecional estava acionado, existia
uma vazao de entrada de eluente no cartucho duas vezes superior a vazao de saida
(Entrada = 3,6 mL min™ / Saida: bico = 0,9 mL min™" + tubulagao lateral = 0,9 mL
min’) .

A coleta das solugcbes para medicdo do pH foi realizada durante a etapa de
lavagem com e sem a aplicacdo do campo elétrico, utilizando os fluxos convencional
e bidirecional.

Para este estudo o campo elétrico foi aplicado utilizando a fonte de
eletroforese no modo corrente constante de 0; 3; 9 e 16 mA, com polaridade negativa
sobre o eletrodo superior e positiva sobre o eletrodo inferior (E-SPE®..)). Os
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experimentos foram realizados empregando um unico cartucho (n = 1) tipo 1 descrito
na seccao 3.2.4 B. Este cartucho utilizou o eletrodo inferior i6 e superior s9.

Nesta avaliacao, foi empregado 500 mg de silica-C18 da marca Phenomenex,
como sorvente.

A eficiéncia do fluxo bidirecional também foi avaliada utilizando o corante
indicador de pH azul de bromotimol.

Para esta avaliagéo foi utilizado o fluxo bidirecional descrito na Figura 3.6, com
a excecao de que nao foi utilizada a tubulacdo lateral para coleta da fragdo da
solucdo de lavagem. O cartucho utilizado foi o tipo 1 (seccao 3.2.4 B), montado com
os eletrodos inferior i6 e superior s9 e recheados com 4 frits de PTFE em
substituicao ao sorvente de silica-C18.

Apo6s o condicionamento dos cartuchos com 2 mL de metanol e 2 mL de agua,
foi percolada solugdo tamp&o citrato 0,5 mmol L™, pH 4,5, contendo 2% (v/v) de
solucdo 0,05% (m/v) do indicador azul de bromotimol a uma vazao de 2 mL min™.

Durante a eluicdo da solucdo tampao contendo o indicador de pH, foram
utilizadas correntes elétricas de 15 mA com o eletrodo superior catédico.

Neste experimento, o desempenho do sistema com fluxo bidirecional
empregando o indicador de pH foi avaliada pela observacdo da mudanca de
coloracao no interior do cartucho e comparacdo com o resultado obtido com o fluxo

convencional.

E) Avaliacdo da mudanga da temperatura no interior do cartucho

durante a aplicacdo do campo elétrico

Para realizar a medicédo da temperatura no interior do cartucho foi empregado
um termistor com coeficiente de variacdo negativo e um encapsulamento de resina
epoxi de 2,0 mm de didmetro por 4,0 mm de comprimento, sendo esta a area ativa
do termistor (Figura 3.7 A). Um terminal do termistor foi ligado a uma fonte de 5 volts
enquanto o outro terminal foi ligado a entrada inversora do 741 como mostra a Figura
3.7 B.
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Figura 3.7. (A) Termistor utilizado para a medigdo da temperatura no interior do cartucho e
(B) circuito eletrénico baseado em um amplificado operacional 741 CN contendo o termistor.

Apbs o condicionamento apropriado do sinal de tensao elétrica do termistor
pelo circuito amplificador, este era enviado para um conversor analégico digital da
interface paralela 711 acoplada a um microcomputador. Esses dados digitais foram,
entdo, coletados e convertidos em temperatura através de um programa de
comunicacéao escrito em Visual Basic 3.0.

Para que o programa fosse capaz de converter a tensdo elétrica em
temperatura o termistor foi calibrado com um termdémetro convencional e agua
termostatizada na faixa entre 4 e 60 °C. Empregando o método de minimos
quadrados com o programa Microsof Excel 2003, foi feita a regressao linear dos
dados de temperatura versus tensao elétrica obtida, resultando, assim, em uma
equacao do tipo y = ax + b que foi inserida no programa para conversao dos
resultados de tensao elétrica em temperatura (°C).

Para avaliar a mudanca de temperatura no interior do cartucho em funcéo do
campo elétrico aplicado, o encapsulamento do termistor foi introduzido no interior do
cartucho através de um orificio feito em sua parede lateral, na regido imediatamente
acima do segundo frit de PTFE (Figura 3.8 A e B).
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Figura 3.8. (A) Imagem do cartucho de E-SPE® com o termistor (1) introduzido em um orificio
feito na sua lateral logo acima do segundo frit de PTFE (2). (B) Imagem do interior do
cartucho com a regido do encapsulamento do termistor (3) e a parede interna do cartucho

(4).

Para unir o conjunto cartucho-termistor e vedar o orificio foi utilizada cola de
silicone e, ap6s essa etapa, o cartucho foi recheado com 500 mg de silica-C18 da
marca Phenomenex.

Neste estudo foram avaliados os valores da temperatura no interior do
cartucho em funcao do campo elétrico aplicado, da concentracao da solucao tampao
e também da vazao empregada durante a etapa de lavagem.

Estes estudos empregaram as seguintes solugdes tampao:

- solugao tampao ACF 10/20, pH 4,0. Essa solugao tampao foi preparada em
pH 4,0 através da mistura de quantidades adequadas de &cido citrico 10 mmol L™ e
fosfato de sodio bibasico 20 mmol L;

- solugao tampao ACF, 20/40 pH 4,0. Essa solugao tampao foi preparada em
pH 4,0 através da mistura de quantidades adequadas de &cido citrico 20 mmol L' e
fosfato de sédio bibasico 40 mmol L';

- solucao tampao ACF, 100/200 pH 4,0. Essa solugdo tampao foi preparada
em pH 4,0 através da mistura de quantidades adequadas de acido citrico 100 mmol
L™ e fosfato de sédio bibasico 200 mmol L™,

As solugdes ACF 10/20, ACF 20/40 e ACF 100/200 foi adicionado 10% (v/v)
de metanol e assim, elas passaram a apresentar condutividades de 0,85, 1,63 e 6,70

mS cm™, respectivamente.
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Na avaliagdo do efeito do campo elétrico aplicado sobre a temperatura no
interior do cartucho, a fonte de eletroforese foi empregada tanto no modo corrente
elétrica constante (6, 9, 12, 15, 20, 25, 30 e 35 mA) como no modo potencial elétrico
constante (21, 50, 66, 90, 109, 150 e 185 V). Durante a aplicacdo do campo elétrico
foi eluida a solugdo tampao ACF 10/20, pH 4,0, contendo 10% (v/v) de metanol,
empregando vazao de 2 mL min™.

Para o estudo da concentracdo do tampao empregado durante a aplicacao do
campo elétrico foram avaliadas as solucées tampao ACF 10/20, ACF 20/40 e
100/200 todas contendo 10% (v/v) de metanol. Neste estudo a fonte de eletroforese
foi empregada no modo corrente elétrica constante de 6, 9, 12, 15, 20, 25, 30 e 35
mA e a vazdo mantida a 2 mL min™.

O estudo do efeito da vazao utilizada durante a aplicacdo do campo elétrico
sobre a temperatura no interior do cartucho foi realizada empregando a solugéao
tampao ACF 20/40, pH 4,0 contendo 10% (v/v) de metanol. Para este estudo foram
avaliadas as vazées de 1, 2 e 3 mL min™" com a fonte de eletroforese empregada no
modo corrente elétrica constante de 6, 9, 12, 15, 20, 25, 30 e 35 mA.

Anterior & aplicacdo do campo elétrico, os cartuchos de E-SPE® foram
condicionados com 2 mL de metanol, seguidos por 2 mL de agua e 4 mL de solucéao
tampao.

Antes de cada incremento do valor de corrente elétrica, potencial elétrico,
variacdo de vazao ou concentracdo do tampédo de lavagem, o cartucho foi
novamente condicionado. O campo elétrico foi aplicado sempre com a polaridade do
eletrodo superior positiva e do eletrodo inferior negativa (E-SPE®<+/.)).

Os experimentos foram realizados empregando um unico cartucho (n = 1) tipo
1 (eletrodo inferior i6 e superior s9) em cada parametro avaliado. Neste experimento

nao foi utilizado o sistema de fluxo bidirecional.
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EE

F)  Desenvolvimento do dispositivo de E-SPE® tipo “manifold

para multiplas extracées

Um dispositivo para multiplas extracdes baseado nos sistemas tipo “manifold”
convencionais foi projetado, construido e utilizado como parte do sistema para
monitoramento e controle dos parametros eletrocromatograficos descrito no item
3.24A.

A configuracao simplificada desse dispositivo compreendeu:

- um sistema capaz de utilizar tanto bombas de vacuo como bombas
peristalticas para promover a eluicdo das solucées;

- um conjunto de valvulas manuais capazes de direcionar os eluatos para
canais acoplados a uma bomba peristaltica ou, alternativamente, direciona-los para
canais conectados a um sistema a vacuo;

- um conjunto de canais para direcionamento dos eluatos de interesse para
camaras diferenciadas de descarte e de coleta das amostras purificadas;

- circuito elétrico com chaves liga-desliga para acionamento dos eletrodos;

- conectores elétricos para conexao da fonte de eletroforese;

Para o desenvolvimento desse sistema foram utilizados os seguintes
materiais: chapas de acrilico e PTFE empregadas nos suportes para valvulas e
camaras de vacuo; tarugos de PTFE empregados nas valvulas; tubos de acgo
inoxidavel empregados em valvulas e conexdes; vacudmetro utilizado para a
visualizagcdo do vacuo empregado; tubulacbes de silicone empregado para as
conexdes.

Esse sistema foi desenvolvido através do setor de mecénica fina do Instituto
de Quimica da Unicamp que confeccionou as pecgas solicitadas apds receber os
desenhos e a indicacdo dos materiais que deveriam ser empregados.
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3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Desenvolvimento de um sistema para monitoramento e

controle dos parametros eletrocromatograficos

As extracbes com e sem aplicacdo do campo elétrico foram realizadas
empregando o sistema para monitoramento e controle dos parametros
eletrocromatogréaficos descrito na secgao 3.2.4 A e apresentado na Figura 3.9.

Figura 3.9. Sistema para monitoramento e controle dos parametros eletrocromatograficos
desenvolvido para os estudos de E-SPE®. 1 = cartucho de extragdo adaptado com eletrodos;
2 = sistema de extracgao tipo “manifold” 3 = bomba peristaltica; 4 = fonte de eletroforese; 5 =
multimetros; 6 = circuito eletrénico amplificador; 7 = microcomputador e 8 = monitor

mostrando a tela do programa para coleta e armazenamento dos dados.
Para a visualizacdo e registro dos valores medidos dos parametros
eletrocromatogréaficos foi desenvolvido um programa de comunicagcao escrito em

linguagem Visual Basic (Figura 3.10). Este programa monitorava, simultaneamente,
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os dados dos sinais de potencial elétrico e corrente elétrica provenientes dos dois
multimetros, além dos sinais de potencial elétrico do termistor, que eram
armazenados no disco rigido do microcomputador. O programa desenvolvido
também realizava a conversdo dos valores de potencial elétrico proveniente do
termistor (volt) em valores de temperatura (°C). A Figura 3.10 mostra a janela grafica

do programa.
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Figura 3.10. Janela gréfica do programa de registro e armazenamento de dados utilizado

*kk

para monitorar a corrente elétrica*, potencial elétrico**, tempo do experimento e

temperatura®***.

Os estudos subsequentes, incluindo o desenvolvimento dos cartuchos e
eletrodos, além dos estudos de extracdo com e sem aplicacdo de campo elétrico
com os compostos modelo, foram realizados empregando o sistema desenvolvido
para monitoramento e controle dos parametros eletrocromatograficos.

Apenas a determinacado da recuperacdo do analito ao final do processo de
extracdo nao é suficiente para a compreensao adequada dos efeitos da aplicacdo do
campo elétrico sobre o processo de extracao. Foi preciso também que o potencial
elétrico, a corrente elétrica, a vazao e a temperatura fossem monitorados e/ou

controlados constantemente durante o periodo de aplicagdo do campo elétrico.

45



Capitulo 3 — Resultados e discusséo

Dessa forma, para que os estudos de extracdo com aplicacdo de campos
elétricos gerassem dados confiaveis e que permitissem explicar os fenémenos
envolvidos foi preciso desenvolver um sistema para monitoramento e controle desses
parametros eletrocromatograficos.

Nao € do nosso conhecimento, até o presente momento, a existéncia de
qualquer dispositivo comercial ou descrito na literatura com funcionamento avaliado e
comprovado e de finalidade especifica para extracoes em fase soélida aplicando
campos elétricos em cartuchos. Por esse motivo, todos os dispositivos apresentados
neste trabalho precisaram ser desenvolvidos completamente, ou, no minimo, ser
adaptados das técnicas eletroforéticas e eletrocromagraficas correlatas.

No processo de E-SPE® a vazdo é um pardmetro mais importante a ser
controlado que na SPE convencional, uma vez que ela determinara o tempo da
extracdo e, dessa forma, o tempo em que os analitos serdo submetidos a forca do
campo elétrico. A vazdo também é responsavel, em parte, pela diminuicdo do
aquecimento no interior do cartucho em funcado da poténcia elétrica aplicada como
sera mostrado na seccao 3.3.5. O aumento da temperatura durante o processo de
extracdo influencia tanto os processos cromatograficos quanto eletroforéticos. Dessa
forma, o controle preciso da vazdo é de grande importancia para o procedimento de
E-SPE®. Contudo, em sistemas de extracdo em fase sélida comerciais tipo “manifold”
que trabalham sob vacuo, o controle preciso da vazao é dificil de ser obtido. Sendo
assim, a incorporagdo da bomba peristaltica demonstrou ser fundamental para o
desenvolvimento deste trabalho.

Os efeitos eletroforéticos (mobilidade eletroforética e fluxo eletrosmético),
também dependem dos potenciais elétricos aplicados e da corrente elétrica gerada e,
por esses motivos, 0 seu monitoramento e controle sdo fundamentais para os
estudos de extragdo com aplicacao do campo elétrico.

Em todas as demais extracées empregando tanto a SPE convencional, como

a E-SPE®, foi utilizado o sistema mostrado na Figura 3.9.
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3.3.2 Desenvolvimento e avaliacdo dos cartuchos e eletrodos

Os primeiros cartuchos e eletrodos avaliados foram os cartuchos tipo 4
empregando eletrodos inferiores i9, i10 e i11 acoplados ao bico do cartucho além do
cartucho tipo 1 onde o eletrodo i6 é introduzido no interior do cartucho (Figuras 3.2 e
3.4). Esses eletrodos inferiores foram avaliados juntamente com o eletrodo superior
s9 (Figura 3.4). Os resultados da avaliagdo desses cartuchos e eletrodos sao

apresentados nos gréaficos A e B da Figura 3.11.
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Figura 3.11. Gréficos dos valores da corrente elétrica (A) e potencial elétrico (B) monitorados
durante a aplicacao do campo elétrico empregando: cartuchos tipo 1 com o eletrodo inferior
— i6 e, cartucho tipo 4 com os eletrodos inferiores — i9, — i10 e — i11. Condi¢des durante a
aplicagdo do campo elétrico: solugao tampao ACF 20/40 adicionado de 10% (v/v) de
metanol; vazdo de 1 mL min”; eletrodos superiores s9 positivos e eletrodos inferiores
negativos (E-SPE®,,,,). Demais condicdes descritas na secgio 3.3.4 B. * = Momento em que
a fonte de eletroforese € desligada e posteriormente ligada empregando um potencial
elétrico superior ao anterior.

Analisando os graficos de corrente elétrica da Figura 3.11 A é possivel
observar que os eletrodos inferiores i9, i10 e i11, acoplados ao bico do cartucho tipo
4, apresentaram correntes elétricas bastante inferiores ao eletrodo i6, posicionado no
interior do cartucho tipo 1.

Esses mesmos eletrodos também foram avaliados em vazdo de 2 mL min™ e

os resultados de corrente e potencial elétrico sdo apresentados na Figura 3.12.
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Figura 3.12. Gréficos dos valores da corrente elétrica (A) e potencial elétrico (B) monitorados
durante a aplicagdo do campo elétrico empregando: cartucho tipo 4 com o eletrodo inferior —
i6 e, cartucho 4 com os eletrodos inferiores — i9, — i10 e — i11. Condi¢des durante a
aplicacao do campo elétrico: solucdo tampdo ACF 20/40 adicionado de 10% (v/v) de
metanol; vazao de 2 mL min™'; potenciais elétricos constantes de 25, 50 e 75 V; eletrodos
superiores s9 positivos e inferiores negativos (E—SPE®(+/.)). Demais condicbes descritas na
seccao 3.3.4 B. * = Momento em que a fonte de eletroforese é desligada e posteriormente
ligada empregando um potencial elétrico superior ao anterior.

Um perfil mais estavel e linear da corrente elétrica pode ser observado para o
cartucho tipo 1 com o eletrodo i6 em potencial elétrico de 75 V e vazdo 2 mL min™.
Para os demais eletrodos nao foi observado variagdo significativa do perfil dos
potenciais e correntes elétricas monitoradas com o incremento da vazao.

A comparacdo do desempenho dos eletrodos também foi realizada
normalizando os valores de corrente elétrica ao dividi-los pela corrente elétrica média
observada para o respectivo eletrodo, a cada valor de potencial elétrico avaliado. O
grafico com os dados normalizados de corrente elétrica empregando os eletrodos i6
e i9 estdo apresentados na Figura 3.13.
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Figura 3.13. Grafico dos valores de corrente elétrica, normalizados em relagdo ao valor
médio, provenientes da aplicacdo do campo elétrico empregando: cartuchos tipo 1 e 4 com
os eletrodos inferiores — i6 e — 9, respectivamente. Condi¢des durante a aplicagdo do
campo elétrico: solugao tampao ACF 20/40 adicionado de 10% (v/v) de metanol; vazao de 2
mL min™"; potenciais elétricos constantes de 25, 50 e 75 V; eletrodos superiores s9 positivos
e inferiores negativos (E—SPE®(+/.)). Demais condigbes descritas na seccao 3.3.4 B. * =
Momento em que a fonte de eletroforese € desligada e posteriormente ligada empregando

um potencial elétrico superior ao anterior.

Neste grafico observa-se que o eletrodo i9 acoplado ao cartucho tipo 4 além
de apresentar correntes elétricas inferiores também demonstrou uma maior oscilagao
dos valores em relacao a corrente média em comparagao ao eletrodo i6 empregado
no cartucho tipo 1. Resultados semelhantes ao eletrodo i9 foram observados também
para os eletrodos i10 e i11 (n&o apresentado).

Também foram avaliados os cartuchos tipo 1 acoplados aos eletrodos
inferiores i3 e i7, cartuchos tipo 3 com o eletrodo inferior i2 e o cartucho tipo 2 com o
eletrodo inferior i6 combinado com o eletrodo inferior i10, todos eles empregando o
eletrodo superior s9. Os resultados de corrente e potencial elétrico dessa avaliacao
sao apresentados nos graficos A e B da Figura 3.14. Nesta figura, sdo apresentados,
novamente, os dados do cartucho tipo 3 empregando o eletrodo i6 para efeitos de

comparagao.
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Figura 3.14. Graficos dos valores da corrente elétrica (A) e potencial elétrico (B) monitorados
durante a aplicacdo do campo elétrico empregando: cartucho tipo 1 com os eletrodos
inferiores — i3, — i6 e — i7; cartucho tipo 2 com o eletrodo inferior combinado — i6 com i10
e, cartucho tipo 3 com o eletrodo inferior — i2. Condi¢des durante a aplicagdo do campo
elétrico: solucao tampao ACF 20/40 adicionado de 10% (v/v) de metanol; vazdo de 2 mL min
'. potenciais elétricos constantes de 25, 50 e 75 V; eletrodos superiores s9 positivos e
inferiores negativos (E—SPE®(+/.)). Demais condigdes descritas na seccdo 3.3.4 B. * =
Momento em que a fonte de eletroforese € desligada e posteriormente ligada empregando
um potencial elétrico superior ao anterior.

No grafico A da Figura 3.14 observa-se que os valores de corrente elétrica,
nos trés niveis de potencial elétrico aplicado, foram mais proximos para esses pares
de cartuchos e eletrodos. Uma maior diferenga foi observada apenas para o cartucho
tipo 1 com o eletrodo inferior i3 (—) e cartucho tipo 3 com o eletrodo inferior i2 (—).

Ja os valores dos potenciais elétricos medidos foram todos bastante similares
e com perfis estaveis.

Apébs esta etapa, foram avaliados outros formatos de eletrodos superiores.
Para todos os eletrodos superiores avaliados os valores de corrente e potencial
elétrico foram semelhantes (resultado ndo apresentado). Contudo, foi observado o
problema de acumulo de bolhas na superficie da maioria dos eletrodos superiores
avaliados (Figura 3.15).
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9

Figura 3.15. Imagens dos eletrodos superiores s3 (A) e s9 (B) durante a aplicagdo do campo

elétrico. Setas indicando o acumulo de bolhas na superficie do eletrodo s3. Condigdes
durante a aplicagdo do campo elétrico: solugdo tampao ACF 20/40 adicionado de 10% (v/v)
de metanol; vazdo de 2 mL min™; cartuchos tipo 1 montados com eletrodos inferiores i6;
eletrodos superiores positivos e inferiores negativos (E-SPE®.). Demais condicdes
descritas na seccao 3.3.4 B.

E possivel observar que o eletrodo s3 apresentou um actimulo de bolhas na
sua superficie, enquanto 0 mesmo nao ocorreu para o eletrodo s9.

Todos os demais eletrodos superiores avaliados (s1, s2, s4, s5, s6, s7 € s8)
também apresentaram problemas de acumulo de bolhas na sua superficie
semelhantes ao eletrodo s3 (resultados ndo apresentados).

Para que ocorra o processo eletrocromatografico de forma eficiente é preciso
que haja um campo elétrico que atravesse o leito do cartucho em toda a extensao do
sorvente e, por esses motivos, os eletrodos séao dispositivos fundamentais para a E-
SPE®,

Os eletrodos precisam ser necessariamente condutores, resistentes a
eletrolise, ao ataque de substancias quimicas e a passivagao, permitir uma livre
passagem e uma distribuicdo uniforme das solucdes para o interior do recheio e,
finalmente, permitir a dispersdo dos gases provenientes da eletrdlise do solvente. A
presenca dos eletrodos no cartucho também ndo deveria alterar de modo
significativo o modo convencional de operacdo dos cartuchos de SPE, que é
relativamente simples e por isso vantajoso. Outra caracteristica importante é que os

eletrodos deveriam ser de facil confecgao para permitir que um namero significativo
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de unidades fosse construido para a realizacao dos diversos estudos propostos.

Para as técnicas eletrocromatograficas, em especial, a eletrocromatografia,
dois grandes problemas sao relatados quanto ao formato e ao posicionamento do
eletrodo [33]. O primeiro € o acumulo de gases H. e O,, provenientes da eletrélise da
agua, na superficie do eletrodo. Dependendo da intensidade, esse acumulo pode
distorcer o campo elétrico ou cortar o circuito elétrico ao impedir o contato do
eletrodo com a solucdo. Para a E-SPE®, esses gases também podem acumular-se
no recheio e levar a formacao de caminhos preferenciais e, por isso, eles devem ser
removidos do interior do cartucho.

O outro problema do eletrodo esta relacionado a perda da eficiéncia ou a
distribuicao ndo homogénea do campo elétrico sobre o sorvente [33]. Qualquer
barreira fisica e/ou quimica representa uma regido de alta resisténcia elétrica
fazendo com que grande parte do campo elétrico recaia sobre esse local e reduza
sua eficiéncia.

Varios conjuntos de eletrodos e cartuchos foram avaliados buscando
solucionar esses problemas, bem como simplificar a montagem e reduzir custos.

Dentre as principais caracteristicas da confecgdo dos eletrodos inferiores e
tipo de cartuchos avaliados vale destacar:

- eletrodos i8 e i9 utilizados com o cartucho tipo 4: esse cartucho possui a
mesma configuracdo de um cartucho comercial; os eletrodos séo facilmente
acoplados ao cartucho e sao os mais econémicos e amplamente disponiveis;

- eletrodos i10 e i11 utilizados com o cartucho tipo 4: esse cartucho também
possui a mesma configuracdo de um cartucho comercial; os eletrodos séo facilmente
acoplados ao cartucho porém, ndo sao disponiveis comercialmente e sdo de custo
mais elevado que os anteriores;

- eletrodos i1 e i2 utilizados com o cartucho tipo 3: essa configuragcdo nao
requer o acoplamento do eletrodo ao cartucho porém, esse cartucho nao é disponivel
comercialmente e requer um suporte especialmente construido para o acoplamento
do cartucho, o que eleva o custo tanto dos cartuchos como dos eletrodos;

- eletrodos i3 a i7 utilizados com o cartucho tipo 2: o cartucho n&o é disponivel

comercialmente, mas é facilmente montado; os eletrodos séo facilmente acoplados
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ao cartucho mas precisam ser combinados com os eletrodos i10 e i11; os eletrodos
i3 a i7 sao disponiveis comercialmente mas os eletrodos i10 e i11 ndo, o que torna o
conjunto relativamente oneroso;

- eletrodos i3 a i7 utilizados com o cartucho tipo 1: o cartucho nao é disponivel
comercialmente e requer certa habilidade para montagem; os eletrodos sao
facilmente acoplados ao cartucho, sao disponiveis comercialmente e de preco
acessivel.

O desempenho dos eletrodos superiores, quando submetidos a campos
elétricos, também diferiu significativamente.

Dentre os eletrodos inferiores estudados (i1 a i7), foi observado que, para
aqueles que foram posicionados dentro do cartucho (i3 a i7) ou, simplesmente, logo
abaixo do frit inferior (i1 e i2), as corrente elétricas foram mais estaveis (Figura 3.14).
Ja os eletrodos acoplados ao cartucho pelo bico (19 a i11) apresentaram correntes
elétricas inferiores e com maior oscilagéo Figura 3.12 A.

O bico do cartucho representa uma regiao constrita e com diametro inferior ao
didmetro do corpo do cartucho avaliado (2 mm versus 12,54 mm para o cartucho de
6 mL utilizado). Como a resisténcia elétrica do cartucho (R) (eq. 1) depende do
comprimento do leito (L) (distancia entre os eletrodos), da condutividade elétrica da

solucdo (o) e também da area da seccgéao transversal (A) (diametro) [36]:

R=L/(oc -A) (eq. 1)

O campo elétrico ira recair de forma intensa na regido do bico em fung¢ao da
sua acentuada resisténcia elétrica. Como consequéncia as correntes elétricas para o
eletrodo 19 posicionado no bico do cartucho foram bastante inferiores as demais.
Esse efeito foi reduzido com os eletrodos i10 e i11 acoplado ao cartucho tipo 4. A
porcao tubular ou helicoidal desses eletrodos era introduzida no bico até alcancgar o
frit inferior do cartucho. Dessa forma, o campo elétrico ndo era afetado pelo menor
didmetro do bico e, por esse motivo, as correntes elétricas medidas foram bastante
superiores ao eletrodo i9.

Uma outra limitacdo observada para o eletrodo inferior posicionado no bico foi
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em relacdo a oscilacdo dos valores da corrente elétrica medida, que
proporcionalmente, foram muito superiores aos eletrodos posicionados no interior do
cartucho. Esse resultado foi atribuido aos gases que se acumulavam no bico do
cartucho formando bolhas. Essas bolhas permaneciam presas nessa porgao e
aumentavam de volume até o momento em que o fluxo era capaz de remové-las,
fazendo com que a corrente elétrica oscilasse.

Para os eletrodos inferiores inseridos no interior do cartucho, como
mencionado, as correntes elétricas resultantes associadas aos mesmos valores de
potenciais elétricos aplicados foram superiores e mais estaveis. Esse resultado é
decorrente do campo elétrico mais intenso e melhor distribuido sobre o sorvente do
cartucho que é a regiao de interesse. Foi possivel observar que ao posicionar os
eletrodos no interior do cartucho de forma a diminuir os espacos livres ao seu redor o
problema de oscilagdo da corrente elétrica e do potencial elétrico foi drasticamente
minimizado. Quando ndo é fornecido espaco suficiente para o crescimento das
bolhas dentro dos cartuchos, elas permanecem em tamanho suficiente para serem
levadas pelo fluxo em direcdo a saida do cartucho e, ao chegarem ao bico do
mesmo, elas encontram espaco para coalescer e continuam a seguir em dire¢éo ao
fluxo.

Entre os conjuntos avaliados, o eletrodo inferior i6 inserido no interior do
cartucho tipo 1 foi 0 que apresentou corrente e potenciais elétricos mais estaveis, e,
por esse motivo, foi escolhido para os estudos subseqlientes de extragdo com
aplicacdo de campo elétrico empregando compostos modelo (capitulos 4 e 5).

A segunda etapa do desenvolvimento foi em relacdo ao eletrodo superior
empregado. Para tanto, varios formatos de eletrodos superiores foram avaliados.

O encaixe dos eletrodos superiores nao apresentou limitacbes e pode ser
realizada facilmente pela porcao superior dos cartuchos de SPE que é aberta. Entre
os eletrodos superiores avaliados o fio em formato de espiral (s9) é o mais facil de
ser confeccionado e ainda pode ser adquirido comercialmente a um prego bastante
acessivel.

Para esse eletrodo superior nao foi observado o problema de acumulo de

bolhas, pois ele tem uma configuracao suficientemente livre para que os gases nao
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se acumulem sobre sua superficie e saiam pela parte superior do cartucho que é
aberta.

Com os demais eletrodos (s1 a s8) observou-se que suas configuragcdes nao
foram suficientemente permissivas para facilitar a plena saida dos gases pela porcao
superior do cartucho o que resultou em problemas de acumulo de bolhas na
superficie do eletrodo.

O acumulo de bolhas na superficie do eletrodo superior pode perturbar o fluxo
dentro do leito do cartucho e alterar a livre passagem e a distribuicio homogénea
dos liquidos que penetram no sorvente, levando a formacado de caminhos
preferenciais. Dessa forma, o eletrodo s9 foi escolhido para os demais experimentos

de E-SPE® descritos nos capitulos seguintes.

3.3.3 Avaliacdo da repetibilidade da montagem dos cartuchos e
eletrodos

Para os estudos subsequentes de E-SPE® com compostos modelo foi
escolhido o conjunto de eletrodos inferior i6 e superior s9 montados no cartucho tipo
3.

Como esses cartuchos seriam montados manualmente foi preciso avaliar
também se diferentes cartuchos montados com essa configuracdo apresentariam
perfis de corrente e potencial elétrico semelhantes durante a aplicacdo de campos
elétricos e, assim, garantir que os procedimentos e os resultados de E-SPE®
apresentassem repetibilidade.

A repetibilidade da montagem dessa configuracdo de cartuchos de E-SPE® foi
avaliada através da aplicacao de campo elétrico em 5 cartuchos diferentes (n = 5) e
os valores de corrente e potencial elétrico medidos estao representados nos graficos
A e B da Figura 3.16.
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Figura 3.16. Graficos dos valores da corrente elétrica (A) e potencial elétrico (B) monitorados
durante a avaliacdo da repetibilidade da montagem de 5 diferentes cartuchos de E-SPE®.
Cartuchos tipo 1 montados com eletrodos inferiores i6 e eletrodos superiores s9. Condigdes
durante a aplicacdo do campo elétrico: solucdo tampao ACF 20/40 adicionado de 10 (v/v) de
metanol; vazdo de 2 mL min™; correntes elétricas constante de 3, 6, 9 e 20 mA,; eletrodos
superiores s9 positivos e inferiores i6 negativos (E—SPE®(+/.)). Demais condicdes descritas na
seccao 3.3.4 C. * = Momento em que a fonte de eletroforese é desligada e, em seguida,

restabelecida a um outro valor de corrente elétrica superior ao anterior.

Na Figura 3.16, observa-se que perfil dos graficos dos valores de corrente e
potencial elétrico foram bastante semelhante e com poucas flutuacbes para os 5
cartuchos avaliados. Esses resultados demonstraram que a montagem dos
cartuchos é repetitiva e capaz de gerar campos elétricos similares. Nesse estudo a
aplicagdo do campo elétrico foi realizada empregando corrente elétrica constante que
foi considerado o melhor modo de utilizagcdo da fonte de eletroforese para evitar um
excesso de aquecimento no interior do cartucho como serd discutido na secgao
3.3.5.
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3.3.4 Avaliacdo do comportamento do pH do eluente frente a
aplicacdo do campo elétrico com e sem o uso do sistema de fluxo

bidirecional

Na Figura 3.17 sado apresentados os valores de pH medidos na solucéo
eluentes (ACF 10/20; ACF 1/2 e NaCl) durante os procedimentos de SPE e E-SPE®
empregando o fluxo convencional e também a inovagdo denominada de sistema de
fluxo bidirecional.

12 18

B

Corrente elétrica (mA)

| |y

ACF 10/20* ACF 1/2* NaCl 10 mmol L™

Figura 3.17. Valores de pH do eluente e da corrente elétrica (mA) (-m-) aplicada em
diferentes solugbes de lavagem empregando (m) o fluxo convencional e (=) o fluxo
bidirecional. *Solu¢des tampao de lavagem preparadas em pH 4,0 pela mistura das solugcdes
de &cido citrico 10 mmol L™ com fosfato de sédio bibasico 20 mmol L™ (ACF 10/20); e 4cido
citrico 1 mmol L™ com fosfato de sédio bibasico 2 mmol L™ (ACF 1/2). Vazées empregadas:
0,9 mL min™ na saida inferior (bico); 0,9 mL min™ na saida lateral (dreno) onde foi obtida
uma aliquota do eluente para medida do pH; 3,6 mL min" nas duas entradas superiores do
fluxo bidirecional bidirecional. Campo elétrico aplicado com a fonte de eletroforese no modo
corrente elétrica constante, empregando eletrodo superior negativo e inferior positivo (E-
SPE®(./+)). Demais condicbes descritas na seccao 3.3.4 D.
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Neste estudo foram empregadas solugdes de lavagem tamponada e nédo
tamponada que tiveram parte dos seus volumes percolados recolhidos, através de
uma tubulacao inserida dentro do frit superior através de um orificio na parede lateral
do cartucho como foi descrito na Figura 3.6. Ap6s recolher aproximadamente 3 mL
das solucdes eluentes, os valores de pH dessas fragdes recolhidas foram medidos. A
cada novo valor de corrente elétrica avaliado ou a cada troca de solugao percolada o
cartucho foi novamente condicionado para que a forca ibnica e o pH fosse
reequilibrado com a nova solugao.

Analisando o grafico da Figura 3.17 é possivel observar que a solucao
tamponada ACF 10/20 sofreu pouca variacdo do pH frente a corrente elétrica
empregada e, assim, ndo houve a necessidade de avaliar o efeito do fluxo
bidirecional para essa solucédo. Entretanto, quando o tampao ACF 1/2 com menor
concentragédo de eletrélitos foi utilizado, em fluxo convencional, a variagdo de pH foi
de aproximadamente 2 unidades com corrente elétrica de 9 mA. Essa mesma
solucdo, agora empregada com o fluxo bidirecional, apresentou grande estabilidade
do pH frente a mesma corrente elétrica de 9 mA. Um resultado ainda mais
significativo da aplicacdo do fluxo bidirecional foi observado para a solugdo néo
tamponada de NaCl. Para essa solucdo, correntes elétricas de apenas 3 mA foram
suficientes para provocar uma elevagao do pH da solucdo de quase 5 unidades com
a utilizacdo do fluxo convencional. Entretanto, quando empregado o fluxo
bidirecional, essa elevagéao do pH foi praticamente anulada.

A comparacao do fluxo convencional com o fluxo bidirecional também foi
realizada empregando o indicador de pH azul de bromotimol em solugdo tampéo
citrato 0,5 mmol L™, pH 4,52 (Figura 3.18). Nesta solucdo foi verificado que o
indicador muda da cor amarela para cor azul em valores de pH acima de 6,5.

Através das imagens da Figura 3.18, podemos observar o efeito da corrente
elétrica sobre a solugdo tampdo citrato 0,5 mmol L. Essa solugdo, com baixa
concentracao de eletrdlitos, ndo conseguiu neutralizar a mudancga do pH promovida
pela eletrdlise da agua e, por esse motivo, sofreu uma mudanca de coloracao de
amarelo para azul. Com essa mesma solucao, ao usar o fluxo bidirecional proposto,

a mudanca de pH e de coloracéo ficou restrita a por¢cdao superior do cartucho logo
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acima do eletrodo, nao interferindo, de forma significativa, na concentracao
hidrogenidnica que atravessa o leito do sorvente.

RETIRADA DO EXCESSO DE
ELUENTE PELO DRENO

*k T

ELETRODO SUPERIOR —» = ‘v"# -

tiA
FRITS SUPERIOR e

g

| —>
, | ELETRODO INFERIOR

— (B)
ke l

Figura 3.18. Comparagao entre o cartucho com o sistema de fluxo convencional (A) e o

*

cartucho com o sistema de fluxo bidirecional (B). * regido onde ocorreu mudanga de

coloragdo do indicador de pH no cartucho com o fluxo convencional; ** regido onde ocorreu
da mudanga de coloracdo do indicador de pH no cartucho com o sistema de fluxo
bidirecional. Condi¢des durante a aplicagdo do campo elétrico (A e B): cartucho recheado
com 4 frits de PTFE; vazdo de 2 mL min™'; eletrodo superior negativo e inferior positivo (E-
SPE®,,)); fonte de eletroforese no modo corrente elétrica de 15 mA; tampéo citrato 0,5 mmol
LT, pH 4,52, com 2% (v/v) de solugao do indicador azul de bromotimol 0,05% (m/v). Setas

vermelhas indicam a direcao do fluxo naquela regiao do cartucho.

A geracdo dos io ns H* e OH™ provenientes da eletrélise da 4gua é um dos
grandes problemas decorrente da aplicacdo de campos elétricos em sistemas
eletrocromatograficos em coluna. Keim e Ladisch (2000) relatam que correntes
elétricas médias de 25 mA geram aproximadamente 4,7 x 10 mol h™" de Hz e 2,3 x
10“*mol h™ de 0,[33]. Dessa forma, podemos estimar, através das semi-reacdes de
hidrélise, que os fons OH e H* sdo formados a uma taxa de 9,4 x 10* e 9,2 x 10™
mol h™', respectivamente. Essa quantidade significativa de fons ir4 alterar o pH da
solugdo, em maior ou menor escala, dependendo obviamente do volume e da

velocidade da vazado aplicada, além da concentragdo e do tipo de tampao
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empregado.

Dessa forma, foi necessario avaliar a mudanca do valor do pH no leito do
cartucho durante o procedimento de extragdo com aplicacao de campo elétrico e, ao
mesmo tempo, propor uma solugao para contornar esse problema.

A proposta sugerida e avaliada foi a de promover um fluxo bidirecional que
levasse a solucdo para o leito do cartucho em direcdo ao sorvente e,
simultaneamente, carreasse parte dos gases e ions da hidrélise em outra direcao
preferencialmente para fora do cartucho.

A estratégia foi direcionar a entrada de solug¢édo de lavagem abaixo do eletrodo
superior e proporcionar a sua passagem simultanea, tanto pelo recheio, quanto por
um escape posicionado na parede lateral do cartucho acima do eletrodo superior
(Figura 3.6). Dessa forma, parte dos ions provenientes da hidrélise foram forgados
para cima onde seriam drenados pelo escape (Figura 3.18 B). Nessa situagédo a
quantidade de solvente de lavagem empregado passaria a ser controlada pela vazao
da bomba peristaltica e pelo tempo de seu funcionamento e nao mais pelo volume de
lavagem adicionado ao cartucho.

Os resultados apresentados nas Figuras 3.17 e 3.18 demonstraram,
claramente, que o fluxo bidirecional é bastante eficiente para manter o controle do pH
da solugao eluente, mesmo na auséncia de elementos tamponantes.

Por esses motivos o conceito do fluxo bidirecional foi aplicado aos estudos
onde se julgou necessario um controle mais preciso do pH da solucao eluente.

3.3.5 Avaliacao da mudanca da temperatura no interior do cartucho
durante a aplicacdo do campo elétrico

Este estudo foi realizado empregando um termistor inserido no interior do
cartucho de E-SPE® como descrito na seccdo 3.2.4 D e os resultados dessa
avaliacao estdo apresentados nos graficos das Figuras 3.19, 3.20 e 3.21.

A Figura 3.19 A descreve a mudanca da temperatura do cartucho em fungao
da corrente elétrica empregada com trés diferentes concentracées de tampao com a
fonte de eletroforese operando no modo corrente elétrica constante. Através deste
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grafico € possivel observar que, para os mesmos valores de corrente elétrica
empregada, o0s tampdes mais concentrados apresentaram aquecimentos
substancialmente menores em relacdo aos tampdes mais diluidos. Também vale
ressaltar que os potenciais elétricos associados as suas respectivas corrente
elétricas, empregando as solucbes tampdo mais concentradas, foram
significativamente menores (Figura 3.19 B).
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Figura 3.19. (A) Valores da temperatura no interior do cartucho em fungdo da corrente
elétrica empregada para trés diferentes concentragcées de tampao ACF. (B) Respectivos
valores de potenciais elétricos associados as correntes elétricas do grafico (A). (-4-) =
solucdo tampao ACF 10/20, preparada pela mistura de quantidades adequadas de &cido
citrico 10 mmol L™ e fosfato de sédio bibasico 20 mmol L”; (-e-) = solucdo tampao ACF
20/40, preparada pela mistura de quantidades adequadas de acido citrico 20 mmol L™ e
fosfato de sédio bibasico 40 mmol L'; (-m-) = solucdo tamp&o ACF 100/200, preparada pela
mistura de quantidades adequadas de acido citrico 100 mmol L™ e fosfato de sodio bibasico
200 mmol L. Tampées ACF preparados em pH 4,0 e contendo 10% (v/v) de metanol. Vazéo
de 2 mL min, campo elétrico aplicado com corrente elétrica constante, eletrodo superior
positivo e inferior negativo (E-SPE®(+/.)). Demais condi¢des descritas na secg¢ao 3.3.4 E.

A variacdo da temperatura em funcdo da vazdo empregada também foi
avaliada e os resultados estdao apresentados nos graficos A e B da Figura 3.20.
Neste estudo, a temperatura foi medida durante a eluigdo da solugdo tamp&o com
aplicacdo de campo elétrico empregando a fonte de eletroforese no modo corrente
elétrica constante.
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Figura 3.20. (A) Valores da temperatura no interior do cartucho em fungdo da corrente
elétrica empregada para trés diferentes vazdes. (B) Respectivos valores de poténcias
elétricas associadas as correntes elétricas do grafico (A). (-4-) = vazdo de 1 mL min™; (-e-
) = vazdo de 2 mL min"'; (-m-) = vazdo de 3 mL min". Solucdo ACF 20/40 empregada
durante a aplicagdo do campo elétrico, preparada em pH 4,0 através da mistura de
quantidades adequadas de 4cido citrico 20 mmol L™ com fosfato de sddio bibasico 40 mmol
L' e adicionado de 10% (v/v) de metanol. Campo elétrico aplicado com corrente elétrica
constante, empregando eletrodo superior positivo e inferior negativo (E-SPE®,,)). Demais
condicbes descritas na secc¢do 3.3.4 E.

No grafico A da Figura 3.20 é possivel observar que, para os mesmos valores
de corrente elétrica empregada, a temperatura medida no interior do cartucho diminui
em funcdo da vazdo empregada. No grafico B por sua vez, nota-se para as trés
vazdes utilizadas (1, 2 e 3 mL min™), que a correlagdo da temperatura com a
poténcia elétrica aplicada (produto do potencial elétrico com a corrente elétrica) foi
linear na faixa avaliada, com coeficientes de correlacdo linear (r) superiores a 0,998
para a regressao linear obtida pelo método dos minimos quadrados.

Uma vez que o aumento da temperatura esta diretamente correlacionado com
a poténcia elétrica aplicada, foi avaliado o comportamento da poténcia elétrica ao
empregar a fonte de eletroforese nos modos corrente elétrica constante e potencial

elétrico constante (Figura 3.21).
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Figura 3.21. Comparacao das poténcias elétricas medidas e esperadas durante a aplicagao
de campos elétricos para a fonte de eletroforese empregada no modo corrente elétrica
constante (-m-) e potencial elétrico constante (-4-). As linhas tracejadas indicam uma
relacdo hipotética perfeita entre os valores de poténcia elétrica esperada e medida para
termos de comparacdo. Condicbes: solugdo tampao ACF 10/20 empregada durante a
aplicacdo do campo elétrico preparada em pH 4,0 através da mistura de quantidades
adequadas de &cido citrico 10 mmol L' com fosfato de sédio bibasico 20 mmol L' e
adicionado de 10% (v/v) de metanol. Vazdo de 2 mL min”. Demais condicbes descritas na
seccao 3.3.4 E.

O grafico da Figura 3.21 evidencia que ao empregar a fonte de eletroforese no
modo corrente elétrica constante (-m-), existe um deslocamento negativo dos valores
de poténcia elétrica medida em relacdo aos valores tedricos esperados o0 que
significa, em outras palavras, que a poténcia elétrica medida € menor do que a
esperada. Entretanto, ao empregar a fonte de eletroforese no modo de potencial
elétrico constante (-4-), esse deslocamento é positivo resultando em valores de
poténcia elétrica superiores ao esperado.

Nos sistemas eletroforéticos, o transporte de ions em decorréncia do potencial
elétrico aplicado leva, consequentemente, ao aquecimento da solugédo [1]. Apesar
dos dispositivos de resfriamento comumente empregados (liquido e ar refrigerado,
forcados) e da corrente elétrica resultante na ordem de poucas dezenas de micro
ampeéres, na eletrocromatografia capilar (CEC), todo aquecimento gerado acaba por

63



Capitulo 3 — Resultados e discusséo

concentrar-se sobre poucas dezenas de nanolitros de solucdo no interior dos
capilares. Soma-se a isso, o fato de que, apesar da corrente elétrica baixa, o
potencial aplicado em CE é de algumas dezenas de kV, o que acarreta na geracao
de poténcias elétricas de até 6 watts de energia. A distribuicido de toda essa energia
no interior do capilar pode resultar em um aquecimento excessivo no seu interior e
representa um dos problemas nas separacoes eletroforéticas capilares.

Em E-SPE®, como nos demais sistemas eletroforéticos, algum aquecimento
sera gerado durante a aplicacdo do potencial elétrico, mas ao contrario das técnicas
eletroforéticas capilares, espera-se que o transporte intenso de massa por
convecgdo, promovido pela vazéo, seja eficiente para manter o interior do cartucho
em uma faixa de temperatura aceitavel. Somado ao volume percolado, existe ainda a
massa do sorvente, dos frits e das paredes do cartucho que auxiliam na dissipacao
do calor. Dessa forma, mesmo com correntes elétricas cerca de 1000 vezes maiores
que os procedimentos de CE e CEC, em E-SPE®é esperado uma elevagao razoavel
da temperatura durante a aplicacao do campo elétrico.

Em eletroforese, o aquecimento produzido em Joules (J) (eq. 2) € um produto da
corrente elétrica (I) e do potencial elétrico (V) aplicado pelo tempo (#) [38]:

J=1V-t (eq. 2)

O produto I - V representa a poténcia elétrica em watts (W).Portanto,  quanto
maiores forem os produtos das correntes com os potenciais elétricos (poténcia elétrica),
mais calor sera gerado. Como foi observado no grafico B da Figura 3.20, essa relagao
também demonstrou ser aplicavel para E-SPE®.

Quando aplicamos campos elétricos em E-SPE® a corrente elétrica (I) (eg. 3)
resultante € uma fungéo do potencial elétrico aplicado (V) e da resisténcia (R) do meio de
acordo com a lei de Ohm [39, 40]:

I=V-R™ (eq. 3)

A resisténcia elétrica do meio, por sua vez, € inversamente proporcional a

condutividade elétrica da solugao como foi descrito na equagao 1 (pagina 50).
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Com base nas equagbes 2 e 3, espera-se que solu¢cdes menos condutoras
desenvolvam maiores aguecimentos quando submetidas a campos elétricos com a
fonte de eletroforese operando no modo corrente elétrica constante e esse fato
também foi observado na E-SPE® (Figura 3.19 A).

Sendo assim, a poténcia elétrica gerada pela fonte de eletroforese operando
no modo corrente elétrica constante € tdo menor quanto maior for a concentracdo da
solucdo do tampao empregado. Esse comportamento seria exatamente o oposto
caso o experimento fosse realizado no modo potencial elétrico constante.

Neste estudo também foi possivel verificar que a vazao empregada é
fundamental para reduzir a temperatura no interior do cartucho. Como foi
demonstrado nos graficos A e B da Figura 3.20, quanto maiores as vazdes
empregadas menores foram as temperaturas registradas. Esse resultado € explicado
pelo maior volume de solugcédo eluida por quantidade de caloria gerada durante a
aplicagédo do campo elétrico. Vale lembrar que em SPE podem ser utilizadas vazdes
muito superiores a maxima vazao avaliada neste estudo, o que resultaria em um
aquecimento no interior do cartucho ainda menor ao observado.

Outra importante observacdo obtida com o estudo da vazao foi que a
temperatura registrada no interior do cartucho apresentou correlacédo linear (r >
0,998) com a poténcia elétrica empregada para as trés vazdes estudadas (Figura
3.20 B). Esse resultado da indicios de que é possivel estabelecer estimativas do
aquecimento sem a necessidade da utilizagdo do sistema eletrénico com o termistor
e também é uma confirmacéo de que esse dispositivo foi adequado nas medidas de
temperatura.

A aplicacdo do campo elétrico pode ser realizada empregando a fonte de
eletroforese no modo potencial elétrico constante ou corrente elétrica constante e,
segundo os resultados da Figura 3.21, existe uma diferenca significativa na poténcia
elétrica medida empregando esses dois diferentes modos de operacao.

Os resultados da Figura 3.21 demonstram que, quando usamos a fonte de
eletroforese no modo corrente elétrica constante, ocorre uma reducado do valor da
poténcia elétrica medida em relacdo ao valor da poténcia elétrica esperada. Ja

quando a fonte de eletroforese é utilizada no modo potencial elétrico constante, esse
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desvio é positivo, no sentido de elevar a poténcia elétrica medida. A explicacao para
essas observacoes é que, a medida que utilizamos uma poténcia elétrica maior, o
aumento da temperatura faz com que a viscosidade do eluato diminua e,
consequentemente, a condutividade da solugdo aumente conforme descrito na
equacao 4 (Atkins, 2003):

op=onl[l1+a-(T;-T)] (eq.- 4)

Onde, o € a condutividade final medida a temperatura T,, or; é a
condutividade inicial medida a temperatura T; e o € 0 coeficiente de compensacgao
de temperatura da solucao.

No caso da fonte de eletroforese operando no modo corrente elétrica
constante, o potencial elétrico medido, associado ao valor de corrente elétrica
estabelecida, torna-se cada vez menor a medida que a solucdo é aquecida,
tornando-se menos viscosa e mais condutora. Com a fonte de eletroforese
empregada no modo potencial elétrico constante, esse efeito é exatamente o inverso
com uma corrente elétrica cada vez maior atravessando o sistema a medida que a
condutividade aumenta.

Uma importante consequéncia dessas diferencas € que o aquecimento no
interior do cartucho sera, de certo modo, melhor controlado quando a fonte de

eletroforese é empregada no modo corrente elétrica constante.

EE

3.3.6 Desenvolvimento do dispositivo de E-SPE® tipo “manifold
para multiplas extracbes

O desenvolvimento do “manifold” de E-SPE® passou pela construcdo de trés
protétipos, dos quais, os protétipos 1 e 3 sdo apresentados na Figura 3.22.

Esses prototipos foram desenvolvidos em pecas plasticas (PTFE e acrilico) e
metalicas (aco inoxidavel).

Ao protétipo niumero 3, foi incorporado um circuito elétrico com valvulas com

contatos elétricos para os eletrodos inferiores e chaves elétricas tipo liga-desliga para
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acionamento do circuito elétrico, o que permitiu operar os diferentes cartuchos de
forma individualizada (Figura 3.22 c1 e cb5).

Os estudos de E-SPE® empregando os compostos modelo despenderia
centenas de extracdes com aplicacdo de campo elétrico e a realizacao desse grande
namero de extracdes, uma a uma, tornaria a execugao deste trabalho inviavel. Como
ndo existem sistemas comerciais disponiveis para E-SPE® foi preciso que um
protétipo desse sistema fosse desenvolvido para viabilizar os estudos de extracao
com aplicagao de campo elétrico.

Os elementos essenciais para que esse sistema atendesse as necessidades
do projeto eram: a capacidade de realizar multiplas extra¢des de forma simultanea (4
extragdes) e individualizada; o controle fino da vazao através de bomba peristéltica e
a possibilidade de utilizar vacuo para a etapa de secagem.

Além do sistema possuir a inovagdo de poder ser acoplado a uma bomba
peristaltica (Figura 3.22 c2), ele também apresenta valvulas para acoplamento e
direcionamento de vacuo, o que permite alterar o0 seu modo de operacado. O sistema
desenvolvido também possui a vantagem de nao precisar utilizar frascos coletores de
descarte nem ser aberto para troca dos mesmos, como acontece atualmente nos
sistemas “manifold” comerciais. Demais detalhes do sistema fluidico e do modo

operacional dos “manifold” desenvolvidos sao descritos nas referéncias [41, 42, 43].
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Figura 3.22. (A e C) Imagens de dois protétipos do sistema tipo “manifold” para multiplas
extracoes com aplicacdo de campo elétrico. (B e D) Imagens ampliadas mostrando detalhes
das valvulas para encaixe dos cartuchos. al = camara de vacuo; a2 = valvulas para
direcionamento do eluato contendo encaixe para conexao dos cartuchos; a3 = conexao para
tubulacdao da bomba peristaltica. b1 = valvula para direcionamento do eluato; b2 = valvula
para acionamento da eluicdo; b3 = regido de encaixe do cartucho; b4 = vélvula para
acionamento e direcionamento do vacuo; b5 = encaixe para vacuo. c1 = valvula para encaixe
do cartucho e aplicagcdo do campo elétrico; c2 = conexao para tubulagdo da bomba
peristaltica; c3 = contatos elétricos para os eletrodos; c4 = encaixe para vacuo; c5 = chaves
elétricas para acionamento do campo elétrico. d1 = regido para encaixe dos cartuchos; d2 =
contatos elétricos para eletrodos.

68



Capitulo 3 — Concluséo

3.4 Conclusao

O desenvolvimento dos eletrodos, assim como a maneira de acopla-los aos
cartuchos, foi fundamental para obter campos elétricos estaveis em uma faixa
adequada de potencial e corrente elétrica.

O conjunto de eletrodos inferior i6 (tela de aco) e superior s9 (fio na forma de
espiral) montados no cartucho tipo 3 foram escolhidos para os estudos posteriores
de E-SPE®, uma vez que, eles apresentaram correntes e potenciais elétricos
estaveis e ndo demonstraram problemas de acumulo de bolhas.

O emprego do sistema para monitoramento e controle dos parametros
eletrocromatograficos foi fundamental e permitiu controlar e/ou monitorar, de forma
precisa, a vazao, o potencial elétrico, a corrente elétrica e a temperatura durante as
extrac6es com aplicacao de campo elétrico.

A avaliacao do pH da solucao eluente durante a aplicagdo do campo elétrico e
a proposta de controle do pH através do fluxo bidirecional, mostraram-se importantes
e adequadas para compreender e contornar o efeito da eletrélise do solvente sobre o
sistema.

A variacdo da temperatura no interior do cartucho, durante a aplicacdo do
campo elétrico, também foi avaliada e demonstrou estar dentro de uma faixa
normalmente encontrada nos sistemas cromatograficos e eletroforéticos
convencionais. A elevacdo da temperatura demonstrou ser fortemente influenciada
pela vazao, concentracao de eletrélitos na solucao eluente, pelo modo de utilizacao
da fonte de eletroforese e, principalmente, pela poténcia elétrica empregada.

Somado aos desenvolvimentos anteriores, um sistema “manifold” para
multiplas extragbes aplicando campos elétricos foi construido. Esse sistema foi
empregado nos estudos de E-SPE® com os compostos modelo e permitiu executar
de forma eficiente e, em tempo habil, as extragdes com aplicacdo de campos

elétricos.
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CAPITULO IV — APLICACAO DE CAMPOS ELETRICOS EM

EXTRACOES EM FASE SOLIDA DE COMPOSTOS MODELO
ANIONICOS E CATIONICO
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4.1 Consideracoes gerais

Depois do desenvolvimento dos eletrodos, a E-SPE® foi empregada em
procedimentos de extracdo para avaliar o efeito do campo elétrico sobre a
recuperacao de compostos modelo ibnicos.

Em E-SPE®, o uso do campo elétrico pode ser utilizado, principalmente,
durante as etapas de aplicagdo da amostra, lavagem e eluicdo com o objetivo de
obter melhores eficiéncias de extracdo e/ou uma remocdo mais efetiva de
interferentes em comparacdo a SPE convencional. Exemplos de alguns modos de
utilizacdo da E-SPE® sdo apresentados na Figura 4.1.

A SPE convencional € um processo exclusivamente cromatografico onde dois
mecanismos de transporte de massa sao responsaveis pela movimentagdo dos
analitos no interior do cartucho: a difusdo decorrente dos gradientes de concentracao
€ a conveccgao, promovida pelos sistemas de propulsdo de solvente, como por
exemplo os sistemas de vacuo [16, 17, 19]. A difusdo é o principal processo de
transferéncia de massa intra-particula, ou seja, do analito em solugdo para o interior
dos poros do sorvente e vice-versa. J4 a convecgdo esta envolvida nos movimentos
inter-particula dos analitos. Esses fendbmenos, associados ao processo de sorcao
seletiva na superficie da silica e silica modificada, promovem a extracdo e a

purificacdo dos analitos de interesse [19].
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(A) E-SPE® (B) E-SPE® (C) E-SPE® (D) SPE
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Figura 4.1. Exemplos dos efeitos esperados de alguns dos possiveis modos de utilizagcdo da
E-SPE® (A), (B) e (C), sobre a eficiéncia e a seletividade da extracdo, em comparacdo a SPE
convencional (D). Sinais “+” e “-” sobre os frits indicam as polaridades positivas e negativas
dos eletrodos, respectivamente. Note que o campo elétrico pode ser usado tanto para
favorecer como para reduzir a saida dos compostos ibnicos do cartucho.

Em E-SPE®, a remocdo dos interferentes assim, como a melhora na
recuperacdo dos analitos é obtida pela acdo conjunta dos mecanismos
cromatograficos e eletroforéticos (Figura 4.2).
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Figura 4.2. Esquema representando os fenémenos de transporte de massa envolvidos nos
procedimentos de E-SPE®, empregando sorventes (S) com cargas negativas residuais em
sua superficie (i.e. sorvente a base de silica). D = difusao; P = transporte convectivo por
diferenga de pressdo; EOF = fluxo eletrosmotico; E(, = eletromigragdo de composto
anibnicos; E(,) = eletromigracdo de composto catiénicos.

O fluxo eletrosmoético (EOF), assim como a eletromigracdo, podem ser
empregados para forcar os interferentes a sair e/ou forcar os analitos a permanecer
no interior do cartucho. Os solutos irdo eluir mais rapidamente, ou mais lentamente,
para fora do cartucho dependendo da intensidade e da direcdo em que o fluxo
eletrosmatico e a eletromigragéo estiverem atuando.

A direcdo do fluxo eletrosmético, assim como da eletromigracdo sao
facilmente invertidos pela mudanca da polaridade dos eletrodos e, dessa forma,
ambos podem ser empregados para obter maior remocdo de interferentes e
melhores recuperacdes durante o processo de extracao.

Um terceiro fenbmeno, chamado de polarizacdo de concentracao induzida por
campo elétrico (CP)", também pode estar envolvido nos processos de E-SPE®. Esse
fenbmeno consiste na mobilizagcao de ions, ou para o interior (concentragdo), ou para
o exterior (exclusdo ou deplecao) de particulas porosas em decorréncia da aplicagao
de campos elétricos [44]. No fenémeno de CP os coions, ions com a mesma carga

iEOF, do inglés electroosmotic flow;, iiCP, do inglés electrical field-induced concentration 75
polarization
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predominantemente encontrada na superficie da particula, sdo excluidos do interior
dos poros, enquanto que o0s contra-ions, ions com carga oposta a
predominantemente encontrada na superficie da particula, sdo seletivamente
concentrados no interior dos poros (Figura 4.3). Para que ocorra esse fenbmeno é
preciso que o material apresente um certo grau de sobreposicdo das duplas

camadas elétricas [44].
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Figura 4.3. Esquema representando o efeito da polarizagdo de concentracdo induzida por
campo elétrico (CP). Cy, = concentracdo do contra-ion na solu¢do; Cya = concentracao do
contra-ion na regiao do hemisfério anédico; Cyc = concentragdo do contra-ion na regido do
hemisfério catdédico. Baseado no artigo de Nischang et al., 2006 [44].

O efeito da CP sobre o processo de sorcdao € a formagdo de regides ion
seletivas no interior dos poros das particulas que modificam os coeficientes de
distribuicdo analito-sorvente nestes locais, durante a aplicacdo do campo elétrico. A
CP é, basicamente, dependente do pH do meio, da concentragao ibnica da solucao,
da densidade de cargas na superficie da particula, do grau de sobreposicao da dupla
camada elétrica e do campo elétrico aplicado [44].

Em todos os parametros de extracdo avaliados, tanto os fenémenos de
transporte de massa como os de sorcao descritos acima devem contribuir para os
valores de recuperacdes obtidos e, por esse motivo, os resultados destes estudos

serao discutidos separadamente.
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Neste capitulo os fendmenos da E-SPE® foram avaliados inicialmente para os
corantes de alimentos anibnicos amarelo tartrazina (E 102), amaranto (E 123),
amarelo crepusculo (E 110), vermelho 40 (E 129), verde rapido (E 143) e eritrosina
(E 127) (Figura 4.4).
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OgNa
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604,48 g mol” SO;Na
NaO3S
Amarelo crepusculo (E 110)  HQ Vermelho 40 (E 129)  OCH,
452,37 g mol” O 496,43 g mol”
SO3Na SO:Na
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Figura 4.4. Estrutura quimica dos corantes aniénicos empregados nos estudos de extracao e

suas respectivas massas molares.

Todos esses corantes, dependendo das caracteristicas fisico-quimicas do
meio, podem apresentar carga e, por isso, sao amplamente estudados por técnicas

77



Capitulo 4 — Consideragbes gerais

eletroforéticas [45-51]. Esses compostos também apresentam retencdo adequada
em sorventes a base de silica-C18, como foi demonstrado nos métodos
cromatograficos empregando esse tipo de sorvente [52-57].

O segundo grupo de experimentos foi realizado com o corante catiGnico
safranina (SAF) (Figura 4.5).

X CI

HoN N* NH,

350,9 g mol

Figura 4.5. Estrutura quimica do corante catibnico safranina empregado nos estudos de

extracao e sua respectiva massa molar.

O composto catibnico SAF é largamente empregado como corante biolégico
de acidos nucléicos em histologia e citologia [58]. Nao foram encontrados métodos
de analise para este composto por CE ou mesmo por HPLC, uma vez que, de modo
geral, a determinacao de SAF é realizada por espectrofotometria no visivel [59-61].

Compostos catibnicos, especialmente aqueles com amina quaternaria em sua
estrutura, apresentam uma forte interacdo eletrostatica por grupos silandis de
sorventes a base de silica [17, 62]. A estratégia para reduzir essa interagdo é
empregar um composto auxiliar que interage preferencialmente com os silandis,
como, por exemplo, o brometo de cetiltrimetil aménio. Esse composto tem sido
amplamente utilizado em CE para anular ou mesmo inverter o fluxo eletrosmotico
[63, 64]. Dada essa caracteristica dos compostos catibnicos optou-se por trabalhar
com um Unico modelo ao invés de empregar multi-compostos, como ocorreu para 0s

modelos anidnicos.
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4.2 Parte experimental

4.2.1 Reagentes e solventes

- Acido citrico (Merck, Brasil), cloreto de sédio (Merck, Brasil), fosfato de
aménio bibasico (Qeel, Brasil), cloreto de so6dio (Merck, Brasil),
dodecilsulfato de sdédio (Merck, Brasil), acido formico (Nuclear, Brasil) e
brometo de cetiltrimetil aménio (Riedel-de-Haén-Sigma-Aldrich, Alemanha),
todos com grau de pureza analitico ou superior.

- Solventes: metanol (Tedia, Brasil), 2-propanol, acetonitrila, tetraidrofurano
(J.T.Baker, EUA), todos com grau HPLC de pureza.

- Corantes anibnicos: amarelo tartrazina, amaranto, amarelo crepusculo e
vermeho 40 todos Sigma-Aldrich (EUA) e apresentando pureza superior a
80%; verde rapido e eritrosina ambos da marca Vetec (Brasil) e com
purezas de 85% e >90%, respectivamente.

- Corante catiénico safranina com 95% de pureza (Vetec, Brasil).

- Sorvente de silica-C18 para SPE das marcas: Phenomenex (Sepra C18-E,
65 A x 50 um), Varian (Bond Elut C18, 72 A x 57 um) e Applied
Separations (C18/18, 60 A x 40 um) todos provenientes dos EUA.

- Sorvente a base de copolimero n-vinilpirrolidona-divinilbenzeno da marca
Waters (OASIS HLB, 85 A x 29,3 um) (EUA).

4.2.2 Material

- Cartuchos para SPE de polipropileno com capacidade de 6 mL da marca
Varian (EUA).

- Filtro de PTFE (politetrafluoretileno) sinterizado (frit) de 20 um de poro para
cartuchos de SPE de 6 mL da marca Varian (EUA).

- Tela de acgo inoxidavel de 80 mesh (didametro do fio de 0,080 mm e

abertura da malha de 0,131 mm) (Steelmesh, Brasil).
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80

Fio de acgo inoxidavel de 0,35 mm de diametro (Steelmesh, Brasil).

Filtros de fluoreto de polivinilideno (PVDF) de 0,22 um x 13 mm (Millipore,
Brasil).

Colunas cromatogréficas analitica e de guarda, de fase reversa a base de
silica-C18 PurospherStar® (50 x 4 mm) (10 x 4 mm), ambas com particulas
de 3,0 um (Merck, Alemanha).

Colunas cromatograficas analitica e de guarda, de fase reversa a base de
silica hibrida quimicamente ligada com grupos C18 X-Bridge® (150 x 4,6

mm) (20 x 4,6 mm), ambas com particulas de 3,5 um (Waters, EUA).

4.2.3 Equipamentos

Bomba peristaltica da marca Gilson modelo Minipuls Evolution (Franga).
Fonte estabilizada de alta tensdo para eletroforese, Fisher-Scientific,
modelo FISH-FB3000Q (Malasia).

Balanca analitica Precisa, modelo XT 220A (Suica).

Purificador de agua Millipore, modelo Milli-Q Academic (EUA).

pH-metro Digimed, modelo DM-22 empregando um eletrodo de vidro
combinado (Brasil).

Condutivimetro Digimed, modelo DM-32 (Brasil).

Multimetros Protek, modelo 506 com saida RS-232 (Coréia do Sul).
Microcomputador Pentium (Intel, EUA) contendo: sistema operacional
Microsoft Windows 95 (EUA), programa de aquisicdo de dados escrito em
Visual Basic 3.0 da Microsoft (EUA), duas entradas RS-232 e uma
interface de comunicacgao paralela.

Interface de comunicagdo paralela Advantec, modelo 711-S (EUA)
contendo um conversor analdgico digital de 12 bits, 16 entradas e 16
saidas TTL (transistor-transistor-logic).

Microcomputador Pentium 4 (Intel, EUA) contendo: sistema operacional
Microsoft Windows XP (EUA), programas de processamento de dados
Origin versao 6.1 (EUA) e Microsoft Excel 2003 (EUA).
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- Sistema de analise constituido por: (1) cromatégrafo a liquido de alta
eficiéncia da marca Waters (EUA), modelo 1525, composto por um sistema
de bombeamento binario, injetor Rheodyne (EUA) modelo 7725, com
amostradores ou de 5 ou de 10 ulL; (2) detector espectrofotométrico de
arranjo de diodos Waters (EUA) modelo 2475; (3) microcomputador
Pentium Il (Intel, EUA) com software controlador Millenium® da marca
Waters (EUA).

4.2.4 Procedimentos

A) Modelos anibnicos: ajuste das condicbes cromatograficas e

construcdo das curvas analiticas

O ajuste das condicdes cromatograficas para os compostos modelo anidnicos
foi realizado empregando uma mistura dos corantes amarelo tartrazina (E 102),
amaranto (E 123), amarelo crepusculo (E 110), vermelho 40 (E 129), verde rapido (E
143) e eritrosina (E 127) (Codigo “E” da Uniao Européia e recomendado pelo Codex
Alimentarius para aditivos alimentares).

Para os estudos com os modelos anidnicos, foi preparada uma solugdo com
os seis corantes na concentragdo de 1 mg mL™" em metanol:agua (1:1, v/v) (solucdo
estoque). As demais solucdes utilizadas (solu¢des de trabalho) foram sempre obtidas
pela diluicdo adequada da solucdo estoque. Todas as solucbes aquosas foram
preparadas empregando agua purificada obtida no sistema  Milli-Q.
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A separagdo cromatografica desses compostos foi realizada utilizando uma
coluna de silica-C18 PurospherStar® (50 x 4 mm, 3,0 um) acoplada a coluna de
guarda também de silica-C18 PurospherStar® (10 x 4 mm, 3,0 um). A otimizacdo da
separacdo cromatografica dos corantes foi realizada variando a temperatura,
concentracdo e tipo de sais na fase aquosa, vazdo e quantidade de modificador
organico da fase mével, tanto nos modos isocratico como de gradiente de eluicao.
Nestes estudos foram utilizadas solugdes de trabalho na concentracdo de 4,0 ug mL"
! de cada corante, preparadas em metanol:agua (1:1, v/v) e volumes de 5 L dessas
solucdes foram injetados no sistema cromatografico.

A deteccao foi realizada empregando detector espectrofotométrico de arranjo
de diodos (DAD)' nos comprimentos de maxima absor¢ao no visivel dos respectivos
corantes: E 102 a 428 nm; E 123 a 524 nm; E 110 a 486 nm; E 129 a 506 nm; E 143
a620 nm e E 127 a 530 nm.

Apbs o estabelecimento das condi¢coes cromatograficas foram preparadas
solugdes com a mistura dos corantes acima citados nas concentra¢des de 0,40; 0,80;
4,0;8,0 e 9,6 ug mL™". Essas solugdes foram preparadas em fase mével e 5 pL foram
injetados na coluna cromatografica nas condi¢des otimizadas.

Para as curvas analiticas, os valores das areas dos picos obtidos das
concentracdes de cada corante foram inseridos em graficos de concentragao versus
area para obtencdo da equagcdo da reta correspondente e do coeficiente de
correlacdo linear (r) através de regressao linear pelo método dos minimos
quadrados. Para esses célculos foram utilizados os programas estatisticos Origin 6.1
ou Excel 2003.

B) Modelos anibnicos: condigbes gerais empregadas na avaliacdo
dos parametros de extracao

Para as extracbes dos modelos aniénicos empregou-se o cartucho tipo 1 com
o eletrodo inferior i6 e superior s9, descritos na secgéo 3.2.4 B (pagina 26), além do

82 'DAD, do inglés diode array detector
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sistema para monitoramento e controle dos parametros eletrocromatogréaficos
descrito na secgéao 3.2.4 A.

Todos os estudos de extragdo dos corantes anibnicos empregaram, durante a
etapa de lavagem, a configuracdo de fluxo bidirecional descrito na seccao 3.2.4 D,
para um controle adicional do pH do meio e, portanto, os cartuchos foram montados
como descrito naquela sec¢ao. Durante a etapa de lavagem, o fluxo bidirecional foi
empregado com vazao de entrada duas vezes superior a vazao de saida.

O condicionamento dos cartuchos foi realizado aplicando na sequéncia: 2 mL
de metanol, 2 mL de agua e finalmente 2 mL de tampao em pH igual ao da solugéao
da mistura dos corantes para o respectivo estudo. Na etapa de condicionamento foi
utilizada vazao de 1,5 mL min™".

Apbs a lavagem, a eluicdo dos corantes anibnicos extraidos foi realizada
utilizando 5 mL de uma solugdo de dodecilsulfato de sodio 0,1% (m/v) em metanol
com vazao de 0,5 mL min™.

Em todos os experimentos de extracdo, o volume do eluato final coletado foi
completado em baldo de 20 mL com solucdo de fosfato de aménio 10 mmol L™ e,
dessa forma, a concentragao tedrica final de cada corante foi de 4 ug mL™. Anterior a
analise cromatografica, as solu¢des foram filtradas com filtros de 0,22 um x 13 mm.

Com excecao dos estudos 4.2.4 (I) e 4.2.4 (J), onde foram empregados
diferentes massas e tipos de materiais sorventes, todos os demais experimentos
empregando os corantes anidnicos foram realizados com 500 mg de silica-C18 da
marca Phenomenex.

Os estudos de SPE e E-SPE® empregaram sistemas tamp&o compostos pela
mistura de solu¢des de acido citrico e fosfato de sddio bibasico. Esses tampdes
foram preparados pela mistura de volumes adequados dessas duas solucbes até a
obtencédo do pH desejado para os respectivos estudos. Os tampdes receberam as
seguintes denominagoes:

- tamp&o ACF 5/10, composto de acido citrico 5 mmol L™ e fosfato de sédio
bibasico 10 mmol L;

- tampao ACF 10/20, composto de &cido citrico 10 mmol L™ e fosfato de sédio

bibasico 20 mmol L™;
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- tampao ACF 20/40, composto de &cido citrico 20 mmol L™ e fosfato de sédio
bibasico 40 mmol L;

- tampdo ACF 100/200, composto de &cido citrico 100 mmol L™ e fosfato de
s6dio bibasico 200 mmol L™,

Para cada condicdo dos parametros avaliados foram realizadas seis
extracoes: duas sem aplicacdo do campo elétrico SPE (-m-), duas com o eletrodo
superior como catodo e eletrodo inferior como anodo E-SPE®<./+) (-e-), além de duas
extracdes com o eletrodo superior como anodo e eletrodo inferior como catodo E-
SPE®(+/-) (-a-). Dessa forma, os resultados que serdo apresentados correspondem a
média de dois valores (n = 2). A cada extragao foi utilizado um cartucho novo.

Empregando as condicoes acima, foram avaliados os parametros de extracao
descritos a seguir.

C) Modelos anibnicos: avaliacdo da quantidade de modificador
organico empregado na solucao de lavagem

Para esta avaliagdo foi utilizada uma solugcdo de trabalho composta pela
mistura dos corantes anidnicos: E 102, E 123, E 110, E 129, E 143 e E 127, na
concentragdo de 80 ug mL™ de cada corante, preparada em tampao ACF 100/200,
pH 4,0, contendo 0,9% (m/v) de NaCl e 20% (v/v) de metanol. Apbés o
condicionamento, fracées de 1 mL dessa solugdo foram introduzidas nos cartuchos
e, entdo, foi realizada a etapa de lavagem.

Na etapa de lavagem foram utilizados 10 mL das solu¢des tampao ACF 20/40,
pH 4,0, contendo as seguintes porcentagens de metanol (v/v):

- 6% (condutividade da solugdo final:1,791 mS cm™);

- 8% (condutividade da solugao final: 1,785 mS cm™);

- 12% (condutividade da solugao final: 1,659 mS cm™);

- 16% (condutividade da solugao final: 1,533 mS cm™);

- 18% (condutividade da solugéo final: 1,299 mS cm™).
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A etapa de lavagem foi realizada em vazdo de 1,0 mL min” com e sem a
aplicagdo de campo elétrico. O campo elétrico foi aplicado com a fonte de

eletroforese operando no modo corrente elétrica constante de 7 mA.

D) Modelos anibnicos: avaliacdo da concentracdo da solugcéo

tamp&o empregada na etapa de lavagem

Para esta avaliacdo foi utilizada uma solucdo de trabalho composta pela
mistura dos corantes aniénicos: E 102, E123, E 110, E 129, E 143 e E 127, na
concentracdo de 80 ug mL" de cada corante, preparada em tampdo ACF 100/200,
pH 4,0, contendo 0,9% (m/v) de NaCl e 10% (v/v) de metanol. Ap6s o
condicionamento, fracées de 1 mL dessa solucao foram introduzidas nos cartuchos
e, entao, foi realizada a etapa de lavagem.

Na etapa de lavagem foram utilizados 10 mL das seguintes solugées ACF, pH
4,0, preparadas em diferentes concentragdes e todas contendo 7% (v/v) de metanol:

- ACF 20/40 (condutividade da solucéo final: 1,546 mS cm™);

- ACF 10/20 (condutividade da solucéo final: 0,945 mS cm™);

- ACF 5/10 (condutividade da solugéo final: 0,465 mS cm™);

A etapa de lavagem foi realizada em vazdo de 0,7 mL min” com e sem a
aplicagdo de campo elétrico. O campo elétrico foi aplicado com a fonte de
eletroforese operando no modo corrente elétrica constante de 10 mA.

E) Modelos anibnicos: avaliacdo do pH do tampdo empregado na

solucéao de lavagem

Nesta avaliacdo foram realizados estudos com dois grupos distintos de
solucao tampao de lavagem: E.1) solucao tampao ACF sem ajuste da condutividade
e E.2) solugdo tampao ACF com ajuste da condutividade.
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E.1) Tamp&o sem ajuste da condutividade

Para esta avaliagdo foi utilizada uma solucdo de trabalho composta pela
mistura dos corantes anidnicos: E 102, E 123, E 110, E 129, E 143 e E 127, na
concentragdo de 80 pug mL" de cada corante, preparada em tampao ACF 100/200
nos pH 2,8; 4,0 e 6,5; todas contendo 0,9% (m/v) de NaCl e 10% (v/v) de metanol.

Para o condicionamento dos cartuchos foram empregados 2 mL de metanol
seguidos de 2 mL de agua deionizada e por fim 2 mL de tampao ACF 100/200 em pH
adequado para o respectivo estudo (pH: 2,8; 4,0 e 6,5).

Apébs o condicionamento, fragdes de 1 mL das solugdes dos corantes foram
introduzidas nos cartuchos e, entao, foi realizada a etapa de lavagem.

Na etapa de lavagem foram utilizados 10 mL de diferentes tampdes ACF
10/20, todos contendo 7% (v/v) de metanol e preparados nos seguintes pH:

-pH 2,8 (condutividade da solugéo final: 0,721 mS cm™);

- pH 4,0 (condutividade da solucéo final: 1,113 mS cm™);

- pH 6,5 (condutividade da solucéo final: 2,171 mS cm™).

A etapa de lavagem foi realizada em vazdo de 1,0 mL min" com e sem a
aplicagdo de campo elétrico. O campo elétrico foi aplicado com a fonte de
eletroforese operando no modo corrente elétrica constante de 12 mA.

E.2) Tamp&o com ajuste da condutividade

Para esta avaliacdo foi utilizada uma solugcdo de trabalho composta pela
mistura dos corantes anidnicos: E 102, E 123, E 110, E 129, E 143 e E 127, na
concentracdo de 80 ug mL" de cada corante, preparada em tampdo ACF 100/200
em pH 2,8; 4,0 e 6,5, todas contendo 0,9% (m/v) de NaCl e 10% (v/v) de metanol.

Para o condicionamento dos cartuchos foram empregados 2 mL de metanol
seguidos de 2 mL de 4gua deionizada e por fim 2 mL do tampado ACF 100/200 em
pH adequado para o respectivo estudo (pH: 2,8; 4,0 € 6,5).
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Apdbs o condicionamento, fragdes de 1 mL das solugdes dos corantes foram
introduzidas nos cartuchos e, entao, foi realizada a etapa de lavagem.

Na etapa de lavagem foram utilizados 10 mL de diferentes tampdes ACF
10/20, todos contendo 7% (v/v) de metanol e preparados nos seguintes pH:

-pH 3,0 (condutividade da soluco final: 3,268 mS cm™);

-pH 4,0 (condutividade da solucéo final: 3,268 mS cm™);

-pH 6,0 (condutividade da solugéo final: 3,268 mS cm™);

-pH 8,0 (condutividade da solugo final: 3,268 mS cm™).

Essas solugdes tiveram suas condutividades ajustadas pela adicdo de
pequenas quantidades de solugao aquosa de NaCl 25% (m/v). A etapa de lavagem
foi realizada em vazao de 1,5 mL min™ com e sem a aplicacdo de campo elétrico. O
campo elétrico foi aplicado com a fonte de eletroforese operando no modo corrente
elétrica constante de 20 mA.

F) Modelos aniénicos: avaliacdo da corrente elétrica aplicada na
etapa de lavagem

Para esta avaliagdo foi utilizada uma solugcdo de trabalho composta pela
mistura dos corantes anidnicos: E 102, E 123, E 110, E 129, E 143 e E 127, na
concentragdo de 80 ug mL™ de cada corante, preparada em tampao ACF 100/200,
pH 4,0, contendo 0,9% (m/v) de NaCl e 20% (v/v) de metanol. Apds o
condicionamento, fragées de 1 mL dessa solugdo foram introduzidas nos cartuchos
e, entéo, foi realizada a etapa de lavagem.

Na etapa de lavagem foram utilizados 10 mL da solucao tampao ACF 20/40,
pH 4,0, adicionados de 16% (v/v) de metanol (condutividade da solucéo final: 1,533
mS cm™). Esta etapa foi realizada em vazao de 1,5 mL min™ com e sem a aplicacdo
de campo elétrico. O campo elétrico foi aplicado com a fonte de eletroforese
operando no modo corrente elétrica constante de 12, 18 e 24 mA.

87



Capitulo 4 — Parte experimental

G) Modelos anibnicos: avaliacdo do volume de tampao empregado

na etapa de lavagem

Para esta avaliagdo foi utilizada uma solucdo de trabalho composta pela
mistura dos corantes anidnicos: E 102, E 123, E 110, E 129, E 143 e E 127, na
concentragdo de 80 ug mL™ de cada corante, preparada em tampao ACF 100/200,
pH 4,0 contendo 0,9% (m/v) de NaCl e 10% (v/v) de metanol. Apds o
condicionamento, fracées de 1 mL dessa solugdo foram introduzidas nos cartuchos
€, em seguida, iniciada a etapa de lavagem.

Na etapa de lavagem foi avaliado o emprego de 5, 10 e 15 mL da solucéo
tampao ACF 10/20, pH 4,0, adicionados de 7% (v/v) de metanol (condutividade da
solucdo final: 1,113 mS cm™). Esta etapa foi realizada em vazéo de 1,0 mL min™ com
e sem a aplicagdo de campo elétrico. O campo elétrico foi aplicado com a fonte de
eletroforese operando no modo corrente elétrica constante de 12 mA.

H) Modelos anibnicos: avaliacdo da vazdo empregada na etapa de

lavagem

Para esta avaliagcdo foi utilizada uma solugcdo de trabalho composta pela
mistura dos corantes anionicos: E 102, E 123, E 110, E 129, E 143 e E 127, na
concentracdo de 80 ng mL" de cada corante, preparada em tampao ACF 100/200,
pH 4,0, contendo 0,9% (m/v) de NaCl e 10% (v/v) de metanol. Apds o
condicionamento, fracdes de 1 mL dessa solu¢do foram introduzidas no cartucho e,
em seguida, iniciada a etapa de lavagem.

Na etapa de lavagem foram utilizados 10 mL da solugcdo preparada pela
mistura de tampao ACF 20/40, pH 4,0, adicionado de 7% (v/v) de metanol
(condutividade da solucéo final: 1,546 mS cm™). Nesta etapa foram avaliadas vazées
de 0,5; 0,75 e 1,5 mL min” com e sem a aplicagcdo de campo elétrico. O campo
elétrico foi aplicado com a fonte de eletroforese operando no modo corrente elétrica
constante de 10 mA.
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I) Modelos anibnicos: avaliacdo da quantidade de sorvente

empregada no preparo do cartucho

Para esta avaliagdo foi utilizada uma solucdo de trabalho composta pela
mistura dos corantes anidnicos: E 102, E 123, E 110, E 129, E 143 e E 127, na
concentragdo de 80 ug mL™ de cada corante, preparada em tampao ACF 100/200,
pH 4,0 contendo 0,9% (m/v) de NaCl e 10% (v/v) de metanol. Ap6s o
condicionamento, fracées de 1 mL dessa solugdo foram introduzidas nos cartuchos
e, entdo, realizada a etapa de lavagem. Neste estudo foram utilizados cartuchos de 6
mL recheados com 300, 500 e 800 mg de silica-C18 da marca Phenomenex.

Na etapa de lavagem foram utilizados 5 mL da solugcdo tampao ACF 10/20, pH
4,0, adicionado de 10% (v/v) de metanol (condutividade da solucao final: 0,886 mS
cm™).

A etapa de lavagem foi realizada em vazdo de 1,0 mL min” com e sem a
aplicagdo de campo elétrico. O campo elétrico foi aplicado com a fonte de

eletroforese operando no modo corrente elétrica constante de 12 mA.

J) Modelos anibnicos: avaliacdo do material sorvente empregado

no preparo do cartucho

Para esta avaliacdo foi utilizada uma solugcdo de trabalho composta pela
mistura dos corantes ani6nicos: E 102, E 123, E 110, E 129, E 143 e E 127, na
concentracdo de 80 ug mL" de cada corante, preparada em tampdo ACF 100/200,
pH 4,0, contendo 0,9% (m/v) de NaCl e 10% (v/v) de metanol. Apds o
condicionamento, fracées de 1 mL dessa solugdo foram introduzidas nos cartuchos
e, entdo, realizada a etapa de lavagem.

Neste estudo foram utilizados cartuchos de 6 mL recheados com os seguintes
sorventes:

- 500 mg de silica-C18 Sepra C18-E da marca Phenomenex.

- 500 mg de silica-C18 BondElut da marca Varian.
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- 500 mg de silica-C18 da marca Applied Separations.

- 400 mg do sorvente polimérico HLB OASIS da marca Waters.

Na etapa de lavagem foram utilizados 5 mL da solu¢ao tampao ACF 10/20, pH
4,0, adicionados de 10% (v/v) de metanol (condutividade da solucao final: 0,886 mS
cm’™'). Esta etapa foi realizada em vazdo de 1,0 mL min” com e sem a aplicagdo de
campo elétrico. O campo elétrico foi aplicado com a fonte de eletroforese operando

no modo corrente elétrica constante de 12 mA.

K) Modelo catibnico: ajuste das condicbées cromatograficas e

construcgo das curvas analiticas

Para os estudos com o modelo catibnico SAF, foi preparada uma solugcao do
corante na concentragdo de 1 mg mL™' em metanol (solucdo estoque). As demais
solucdes utilizadas (solucdes de trabalho) foram obtidas pela diluicido adequada da
solucdo estoque. Todas as solucdes aquosas foram preparadas empregando agua
purificada obtida no sistema Milli-Q.

Neste estudo foi preparada uma solugao de SAF na concentragao de 5 ug mL’
' em metanol:agua (1:1, v/v) e 10 pL foram injetados na coluna cromatografica.

Para a otimizacdo da separacdo foi utilizada uma coluna de fase reversa a
base de silica hibrida quimicamente ligada com grupos C18, X-Bridge® (150 x 4,6
mm) acoplada com uma coluna de guarda X-Bridge® C18 (20 x 4,6 mm), ambas com
particulas de 3,5 um.

A otimizagado da separacao foi realizada variando a temperatura, concentracao
e tipo de sais na fase aquosa, vazdo e quantidade de modificador organico da fase
mével, tanto nos modos isocratico como de gradiente de eluico.

A deteccdo foi realizada empregando detector DAD no comprimento de
maxima absorc¢ao no visivel do corante SAF (526 nm).

Apbs o estabelecimento das condi¢cdes cromatograficas foram preparadas
solugdes do corante SAF nas concentracdes de 0,25; 0,5; 1,0; 2,0 e 5,0ug mL™.

Essas solucdes foram preparadas em fase movel e 10 uL foram injetados na coluna
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cromatografica nas condi¢des otimizadas.

Para as curvas analiticas, os valores das areas do pico do corante SAF
obtidos das concentracdes analisadas foram plotados em graficos de concentracao
versus area para obtencado da equacao da reta correspondente e do coeficiente de
correlacdo linear (r), através de regressao linear pelo método dos minimos
quadrados. Para esses célculos foram utilizados os programas estatisticos Origin 6.1
ou Excel 2003.

L) Modelo catibnico: condicbes gerais empregadas na avaliacdo
dos parametros de extracao

Para as extrac6es do modelo catibnico foi empregado o cartucho tipo 1 com o
eletrodo inferior i6 e superior s9 descritos na seccao 3.2.4 B (pagina 26), além do
sistema para monitoramento e controle dos paradmetros eletrocromatograficos
descrito na secgéao 3.2.4 A.

Todos os estudos de extracdo empregaram, durante a etapa de lavagem, o
conceito do fluxo bidirecional descrito na secgéo 3.2.4 D para um controle adicional
do pH do meio e, portanto, os cartuchos foram montados como descrito naquela
seccdo. Durante a etapa de lavagem, o fluxo bidirecional foi empregado com vazao
de entrada duas vezes superior a vazao de saida.

O condicionamento dos cartuchos foi realizado aplicando na sequéncia: 2 mL
de brometo de cetiltrimetilamdnio 0,1% (m/v) em metanol, 2 mL de agua deionizada e
finalmente, 2 mL de tampéao, em pH 4,0. Na etapa de condicionamento foi utilizada
vazdo de 1,5 mL min™.

Apbs a lavagem, a eluicdo da SAF foi realizada utilizando 5 mL de uma
solugdo de brometo de cetiltrimetilaménio 0,5% (m/v) em metanol:acetonitrila (1:1,
v/v) empregando vaz&do de 0,5 mL min™.

Em todos os experimentos de extracdo o eluato coletado foi avolumado em
baldo volumétrico de 10 mL com agua deionizada e, dessa forma, a concentracao
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tedrica final do corante SAF foi de 3 ug mL™'. Anterior & anélise cromatogréfica, as
solucgdes foram filtradas com filtros de 0,22 um x 13 mm.

Os estudos de SPE e E-SPE® com a SAF empregaram sistemas tampdes
compostos pela mistura de solu¢des de acido citrico e fosfato de sddio bibasico.
Esses tampdes foram preparados pela mistura de volumes adequados dessas duas
solucdes até a obtencado do pH desejado para os respectivos estudos. Os tampdes
receberam as seguintes denominacoes: tampao ACF 5/10; tampao ACF 10/20;
tampao ACF 20/40 e tampao ACF 100/200, e foram preparados conforme descrito no
item 4.2.4 B (pagina 77).

Para cada condicdo dos parametros avaliados foram realizadas seis
extracoes: duas sem aplicacdo do campo elétrico SPE (-m-), duas com o eletrodo
superior como catodo e eletrodo inferior como anodo E-SPE®(./+) (-®-), além de duas
extracbes com o eletrodo superior como anodo e eletrodo inferior como catodo E-
SPE®(+/-) (-a-). Dessa forma, os resultados que serao apresentados correspondem a
média de dois valores (n = 2). A cada extracao foi utilizando um cartucho novo
recheados com 500 mg de silica-C18 da marca Phenomenex.

Empregando as condi¢cées acima, foram avaliados os parametros de extracao

descritos a seguir.

M) Modelo catibnico: avaliagdo da concentracdo da solugcéo

tamp&o empregada na etapa de lavagem

Para esta avaliacao foi preparada uma solucao de trabalho do corante SAF na
concentragdo de 30 ug mL™' em tampao ACF 100/200, pH 4,0, contendo 0,9% (m/v)
de NaCl, 10% (v/v) de metanol e 10% (v/v) de 2-propanol. Apds o condicionamento,
fracdes de 1 mL dessa solugéo foram introduzidas no cartucho e, entdo, realizada a
etapa de lavagem.

Na etapa de lavagem foram utilizados 5 mL das seguintes solucées ACF, pH
4,0, preparadas em diferentes concentragdes e todas contendo 35% (v/v) de 2-

propanol:
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- ACF 20/40 (condutividade da solucdo final: 0,597 mS cm™);

- ACF 10/20 (condutividade da solucdo final: 0,319 mS cm™);

- ACF 5/10 (condutividade da solugéo final: 0,168 mS cm™);

A etapa de lavagem foi realizada em vazdo de 1,3 mL min” com e sem a
aplicagdo de campo elétrico. O campo elétrico foi aplicado com a fonte de
eletroforese operando no modo corrente elétrica constante de 10 mA.

N) Modelo catibnico: avaliacdo do volume de tampdo empregado

na etapa de lavagem

Para esta avaliacao foi preparada uma solucao de trabalho do corante SAF na
concentragdo de 30 ug mL" em tampao ACF 100/200, pH 4,0, contendo 0,9% (m/v)
de NaCl, 10% (v/v) de metanol e 10% (v/v) de 2-propanol. Apds o condicionamento,
fracdes de 1 mL dessa solugédo foram introduzidas no cartucho e, entdo, realizada a
etapa de lavagem.

Na etapa de lavagem foi avaliado o emprego de 3, 5 e 10 mL da solucao
tampao ACF 10/20, pH 4,0, adicionados de 35% (v/v) de 2-propanol (condutividade
da solucdo final: 0,319 mS c¢cm™). Esta etapa foi realizada em vazao de 1,3 mL min”
com e sem a aplicagdo de campo elétrico. O campo elétrico foi aplicado com a fonte

de eletroforese operando no modo corrente elétrica constante de 10 mA.
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4.3 Resultados e discussao

Para os primeiros estudos de E-SPE® foram selecionados seis corantes
anibnicos de alimentos e um corante histoquimico catibnico que apresentam
migracao eletroforética significativa e afinidade adequada com o sorvente a base de
silica-C18. Corantes demonstram uma grande vantagem que € a capacidade de
visualizagao ‘in loco” dos efeitos eletroforéticos, o que pode ajudar a direcionar os
experimentos futuros e, ainda, revelar comportamentos nado completamente
conhecidos ou nao esperados. Para avaliar com precisado o efeito do campo elétrico
no processo de eluicdo desses corantes, os mesmos foram estudados em solugdes
livres de interferentes, porém tao desfavoraveis, em termos de condutividade, quanto
as matrizes biolégicas complexas. Dessa forma, para os estudos de extracao foram
empregadas solugcdes dos corantes, todas contendo 0,9% (m/v) de NaCl como matriz
de estudo.

Nos estudos de extracao foi escolhido utilizar sistemas tamponantes baseados
nos tampdes Mcllvaine que sao constituidos por misturas de solugbes de &acido
citrico e fosfato de sodio bibasico. Tampdes Mcllvaine possuem uma extensa e
eficiente faixa tamponante e sdo largamente empregados em extracbes em fase
sélida em matrizes complexas como amostras biolégicas e de alimentos [65].

Os estudos empregando os compostos modelo foram realizados empregando
a SPE convencional (sem aplicacdo de campo elétrico) e com aplicagdo de campo
elétrico (E-SPE®). Nestes estudos os eletrodos dos cartuchos foram avaliados em
ambas as polaridades possiveis (eletrodo superior como catodo ou anodo) com o
objetivo de ora tentar promover a maior permanéncia dos compostos no interior do
cartucho e ora tentar facilitar a sua saida. O campo elétrico foi empregado sempre na
etapa de lavagem, que é considerada, em muitos casos, o ponto critico para
obtencdo de um eluato livre de interferentes sem que haja a perda significativa dos
analitos.

Os valores de recuperacdo apresentados em todos os estudos de E-SPE®
referem-se aos valores encontrados nos eluatos finais da extracdo. Esses valores

foram obtido pela formula:
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(concentracao encontrada/concentracao esperada) x 100

Finalmente, neste grupo de experimentos, a fonte de eletroforese foi
empregada no modo corrente elétrica constante uma vez que ficou demonstrado na
seccao 3.3.5 do capitulo 3 que essa abordagem é mais adequada para evitar um

aqguecimento excessivo no interior do cartucho.

4.3.1 Modelos anibnicos: condi¢cbées cromatograficas e construgcao

das curvas analiticas

Para a quantificacdo dos compostos modelo foi utilizada a técnica de HPLC-
DAD, uma vez que, a separacado cromatografica e os espectros ultravioleta e visivel
poderiam dar indicios da degradacédo dos corantes devido ao potencial e a corrente
elétrica empregados.

Apos a otimizacao dos parametros cromatograficos ficaram estabelecidas as
seguintes condicdes de separacdo: (a) vazdo de 1 mL min™'; (b) volume de injecdo 5
uL; (c) temperatura da coluna de 35 °C; (d) fase movel composta por fosfato de
amonio bibasico 10 mmol L™, pH 7,8 (fase aquosa A) e metanol (fase organica B) no
seguinte gradiente de eluicdo: A/B (9:1, v/v) por 3 minutos; 8 minutos de uma rampa
linear para A/B (4:6, v/v); permanéncia dessa proporcao por 2 minutos; retorno para
a proporcao A/B (9:1, v/v) em 2 minutos através de rampa linear; permanéncia dessa
proporcao por mais 4 minutos. Tempo total de corrida de 19 minutos.

Um cromatograma caracteristico da separagdo de uma mistura dos seis
corantes anidnicos, nestas condicdes, € apresentado na Figura 4.6 e os parametros
de conformidade do sistema cromatografico estao apresentados na Tabela 4.1.

Ao analisar a Figura 4.6 observa-se a seguinte ordem de eluicao dos corantes
na coluna cromatografica a base de silica-C18: E 102, E 123, E 110, E 129, E 143 e
E 127. Essa também foi a ordem de eluicao dos corantes do cartucho de extragao.
Para facilitar a interpretacdo dos ensaios de extracdo dos tépicos seguintes, a
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sequéncia de apresentacdo dos resultados obtidos com os corantes aniénicos

seguira a mesma ordem da retengdo da coluna cromatogréafica do corante menos

retido para o mais retido.
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0,025

0,020

AU

0,015

0,010

0,005

E 102

E 123

E 143

E127

E110 E 129

.

T T T T
6 12 18

Tempo (min)

Figura 4.6. Separacdo cromatografica dos corantes anidnicos por HPLC-DAD. Condigbes

empregadas: coluna C18 (50 mm x 4 mm) acoplada a uma coluna de guarda C18 (10 mm x

4 mm), ambas PurospherStar® e com particulas de 3 um; eluigdo por gradiente empregando

fosfato de aménio bibasico 10 mmol L, pH 7,8, e metanol; 35 °C; volume de inje¢do de 5 uL;

deteccao apresentada nos maximos de absorcdo na regido do visivel dos respectivos
corantes. E 102 2428 nm ; E 123 a 524 nm; E 110 a 486 nm; E 129 a 506 nm; E 143 a 620

nm; E 127 a 530 nm. Concentracédo dos corantes: 4 ug mL™.
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Tabela 4.1. Parametros de conformidade do sistema cromatografico para os corantes

aniénicos nas condicbes otimizadas.

CORANTE k* RESOLUCAO** | FATOR DE ASSIMETRIA* | NUMERO DE PRATOS*
E 102 4,3 - 1,09 1772
E123 8,1 8,3 1,15 8703
E110 13,6 16,2 1,30 47797
E129 15,6 7,6 1,31 63103
E 143 18,1 9,1 0,90 80998
E127 23,6 8,8 1,20 71268

*Valores segundo a USP; **calculados em fungéo do pico que antecede o composto em
avaliacao; k = fator de retencao.

As curvas analiticas obtidas empregando as condigcdes cromatograficas
otimizadas apresentaram faixa linear entre 0,4 e 9,6 ug mL™" com coeficiente de
correlacao (r) maiores que 0,996 (Tabela 4.2). As curvas analiticas obtidas abrangem
de 10 a 240% da concentracdo esperada para os seis corantes anibnicos apés a
extracao.

Tabela 4.2. Parametros das curvas analiticas para os corantes aninicos.

CORANTE | A (nm) FAIXA D'(Euzor':lfgmmﬂo EQUAGAO DA RETA r
E 102 428 0,4-9,6 y = 17980x - 1592 0,999
E 123 524 0,4-9,6 y = 16679x - 320 1,000
E 110 486 0,4-9,6 y =21410x - 355 0,997
E 129 506 0,4-9,6 y =22117x - 345 0,999
E 143 620 0,4-9,6 y = 61603x - 404 0,999
E 127 530 0,4-9,6 y = 43559x - 387 0,999

y = area do pico; x = concentracdo do analito em ug mL"; A = comprimento de onda de
deteccao.

As condicbes cromatograficas de separacao dos corantes anidnicos foram
otimizadas para obter requisitos minimos de conformidade dos parametros

cromatograficos como fator de retengéo, resolucao, fator de assimetria e nimero de
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pratos.

Entretanto, ndo foi realizada uma otimizacdo exaustiva dos parametros de
separacdo uma vez que, neste estagio de desenvolvimento, ndo era pretendido
validar um método empregando a E-SPE®, mas sim, empregar uma técnica de
quantificacdo adequada para os corantes aniénicos avaliados.

Apesar da otimizacdao simplificada, todos os parametros de separacao
avaliados apresentaram valores adequados e em conformidade com a maioria dos
protocolos de agéncias reguladoras que preconizam condicoes de andlise por
métodos cromatograficos [66, 67].

Empregando as condi¢cdes cromatogréaficas acima descritas foram realizados

os estudos de extracao em fase sélida com e sem aplicagao de campo elétrico.

4.3.2 Modelos anibnicos: avaliacdo da quantidade de modificador
organico empregado na solucao de lavagem

Um dos principais parametros que deve ser avaliado em eletrocromatografia é
a quantidade de modificador organico empregada na solucao eluente. O uso de
solventes misciveis na solugdo aquosa pode alterar a viscosidade do meio, a
afinidade do analito pela fase estacionéaria, a condutividade da solucdo, a forca do
campo elétrico, o potencial zeta da superficie do sorvente, o fluxo eletrosmético,
além do raio de solvatacdo dos analitos e, consequentemente, suas mobilidades
eletroforéticas [1].

Na Figura 4.7 é possivel observar o efeito da porcentagem do modificador
organico metanol empregado na solugdo de lavagem, sobre a recuperacdo dos

corantes anionicos.
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Figura 4.7. Efeito da porcentagem de metanol da solugdo empregada na etapa de lavagem sobre

a recuperagdo dos corantes anidnicos em procedimentos de SPE (-m-), E-SPE®,, (-®-) e E-

SPE®,,, (-4-), com correntes elétricas constantes de 7 mA. Amostra: 1 mL da mistura dos corantes
(80 ug mL™) preparada em tampao ACF 100/200, pH 4,0, contendo 0,9% (m/v) de NaCl e 20%
(v/v) de metanol. Condi¢cdes da lavagem: 10 mL de tampao ACF 20/40, pH 4,0, contendo

diferentes porcentagens de metanol em vazéo de 1,0 mL min™'. Sorvente: 500 mg de silica-C18.
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Para o corante E 123 pequenas porcentagens de solvente organico na
solucdo aquosa de lavagem exerceram um efeito acentuado sobre a retengédo desse
composto. Ainda para o E 123, é possivel observar que a aplicacdo do campo
elétrico com polaridade negativa sobre o eletrodo superior, E-SPE®(_/+) (-®-),
favoreceu sua eluicdo do cartucho e, consequentemente, reduziu sua recuperagao
quando comparado ao procedimento convencional sem campo elétrico, SPE (-m-).

Um comportamento ainda mais pronunciado foi observado para o corante E
110. Para esse corante, o uso de 16% (v/v) de metanol resultou em uma diferenca
significativa entre os procedimento de SPE (-»-) E-SPE®(_/+) (-®-).

Os resultados com os corantes E 123 e E 110 demonstram que ambos os
processos eletroforéticos e cromatograficos sdo afetados pelo teor de metanol na
etapa de lavagem.

A sorcdo desses corantes foi drasticamente reduzida com o aumento da
quantidade de metanol na solucéo de lavagem o que é facilmente compreendido pelo
aumento da solubilidade dos compostos do eluente (fase movel) e reducédo da
afinidade pelo sorvente (fase estacionaria). Esse efeito ficou claramente evidenciado
no procedimento de SPE (-m-).

Os efeitos eletroforéticos, por sua vez, também foram alterados pela presenca
de modificador organico, como observado nos resultados da E-SPE®(./+) (-e-). O
aumento de metanol no eluente de lavagem, facilitou a solubilizacdo e a
permanéncia dos corantes E 123 e E 110 na solugédo permitindo, desta forma, que o
campo elétrico atuasse de forma mais intensa sobre a eluicdo desses compostos.

Por outro lado, a aplicacdo do campo elétrico com polaridade positiva sobre o
eletrodo superior, E-SPE®(+/-) (-a-), ndo apresentou um efeito significativo sobre as
recuperacées dos corantes E 123 e E 110 e os resultados obtidos com essa
polaridade ficaram bastante préximos daqueles apresentado pela SPE (-m-). Esse
resultado poderia estar associado ao processo de polarizacdo de concentracao
induzida por campos elétricos, apresentada na seccéao 4.1. Esse fenébmeno poderia
estar favorecendo a exclusdo dos corantes anibnicos, que sao coions dos silandis,
para fora do interior dos poros das particulas de silica [44, 68].

Os demais corantes avaliados, E 102, E 143 e E 127, ndo demonstraram

100



Capitulo 4 — Resultados e discusséo

valores de recuperacao dependentes da quantidade de metanol empregada.

Para o corante E 102, que ndo apresentou afinidade significativa pelo
sorvente, os efeitos do campo elétrico nao ficaram evidenciados, pois esse composto
eluiu rapidamente do cartucho durante a etapa de lavagem, resultando em
recuperacdes proximas de zero. Por outro lado, os corantes E 129, E 143 e E 127
demonstram, nas condicbes empregadas, forte afinidade pelo sorvente e, desta
forma, suas recuperacdes foram pouco influenciadas pelo campo elétrico uma vez
que esses compostos permaneceram, predominantemente, sorvidos nas particulas
de silica.

Outro ponto que deve ser destacado € a corrente e o potencial elétrico
aplicados durante os experimentos. Neste estudo o potencial elétrico e a corrente
elétrica foram monitorados durante a aplicacdo do campo elétrico e estao
apresentados na Figura 4.8. Nas condicbes empregadas, foi observado que quanto
maior a porcentagem de metanol utilizada maior o potencial elétrico registrado
(Figura 4.8 A). Esse resultado pode ser atribuido as condutividades elétricas dos
eluentes da lavagem, uma vez que as solucdes com maior porcentagem de metanol
apresentam os menores valores de condutividade elétrica elas necessitaram de
maiores potenciais elétricos para atingir a corrente elétrica estabelecida.

As correntes elétricas registradas, no entanto, foram relativamente estaveis e
com valores proximos entre si (Figura 4.8 B). Esse perfil indica que o sistema
eletroforético foi estavel durante todo o processo de aplicacdo do campo elétrico.
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Figura 4.8. Potenciais (A) e correntes elétricas (B) tipicos, monitorados durante o estudo do efeito
da porcentagem de metanol sobre a recuperacéo dos corantes aniénicos, em procedimentos de E-
SPE®. (—) = 6%; (—) = 8%; (—) = 12%; (—) = 16% e (—) 18% (v/v) de metanol. Fonte de
eletroforese empregada no modo corrente elétrica constante de 7 mA.

4.3.3 Modelos anibnicos: avaliacdo da concentracao da solucao
tampao empregada na etapa de lavagem

Um parametro importante, tanto para os processos cromatograficos quanto
eletroforéticos, é a concentracao i6nica da solucao de lavagem.

O efeito da concentracdo das solugdes de acido citrico e fosfato de sédio
bibasico utilizadas no preparo do tampéao de lavagem é apresentado na Figura 4.9.

Os graficos da Figura 4.9 demonstram que o aumento da concentracdo dos
ions na solucao de lavagem exerceu forte influéncia na recuperacao dos corantes E
123, E 110 e E 129, tanto nos procedimentos convencionais como naqueles com
aplicacdo de campos elétricos. Esses resultados comprovam que ambos os efeitos
cromatograficos, descritos pela SPE (-w-), como o0s processos eletroforéticos
representados pela E-SPE®,,, (-a-) e E-SPE®., (-e-), foram modificados pelo
incremento dos ions em solucao.

Para o corante E 123, o aumento da recuperagao obtida com o aumento da
concentracdo € basicamente o resultado de uma maior interacdo desse composto

com o sorvente como demonstrou o processo de SPE (-m-). Por outro lado, os
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processos eletroforéticos foram reduzidos pelo incremento de ions em solugao, como
observado pelo discreto aumento da recuperacdao do corante em E-SPE®(_/+) (-®-).
Outro resultado que merece destaque do corante E 123 foi obtido empregando a E-
SPE®(+/-) (-a-). Nessa condigédo, o campo elétrico nao foi capaz de reduzir a eluigcao
do corante mesmo com a menor concentracdo de tampado empregada (ACF 5/10).
Esses resultados indicam que os processos eletroforéticos ndo foram suficientes
para sobrepor-se ao movimento de convecgao.

Com os corante E 110 e E 129 o Unico resultado diferenciado observado com
0 aumento da concentracao de ions foi no procedimento de E-SPE®(_/+) (-e-). Nesta
condicao, a diminuicdo da concentracao ibnica resultou na reducao da recuperagao
dos compostos pela combinacdo dos efeitos eletroforéticos aumentados com os
efeitos cromatograficos diminuidos.

Em eletrocromatografia, a dupla camada elétrica na superficie das particulas é
inversamente proporcional a raiz quadrada da concentracéo ibnica da solugéo [1].
Dessa forma, tanto o fluxo eletrosmético quanto os efeitos de polarizacdo de
concentracdo sao diminuidos com o aumento da concentragdo dos ions da solugao
de lavagem. O aumento da forca ibnica também eleva a viscosidade do meio,
diminuindo a mobilidade eletroforética dos corantes [1].

Ja nos processos cromatograficos de retencao, o aumento de ions em solucao
€ responsavel por uma maior interacdo dos corantes com o sorvente pelo efeito

“salting-out” representado pela diminuicao da agua livre do meio [16].
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Figura 4.9. Efeito da concentracdo da solugcdo empregada na etapa de lavagem sobre a
recuperagéo dos corantes aniénicos em procedimentos de SPE (-m-), E-SPE® ) (-e-) e E-SPE®,, )
(-a-), com correntes elétricas constantes de 10 mA. Amostra: 1 mL da mistura dos corantes (80 ug
mL") preparada em tampao ACF 100/200, pH 4,0, contendo 0,9% (m/v) de NaCl e 10% (v/v) de
metanol. Condigbes da lavagem: 10 mL de tampao ACF, em diferentes concentragdes, pH 4,0,
todas contendo 7% (v/v) de metanol e em vaz&o de 0,7 mL min™. Sorvente: 500 mg de silica-C18.
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Finalmente, como os experimentos foram realizados com corrente elétrica
constante, as solu¢gées com maior forga idnica apresentaram os menores valores de
potencial elétrico associados, enquanto que os valores das correntes elétricas

permaneceram relativamente constantes (Figura 4.10).
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Figura 4.10. Potenciais (A) e correntes elétricas (B) tipicos, monitorados durante o estudo do efeito
da concentragdo das solugbes de lavagem sobre a recuperacdo dos corantes aniénicos, em
procedimentos de E-SPE®. (—) = ACF 20/40; (—) = ACF 10/20 e (—) = ACF 5/10. Fonte de
eletroforese empregada no modo corrente elétrica constante de 10 mA.

Vale lembrar que, em experimentos com correntes elétricas constantes, o
aumento da concentragao ibnica acarreta também uma redugédo do potencial elétrico

associado e o resultado € uma diminui¢cao da for¢ca do campo elétrico.

4.3.4 Modelos anibnicos: avaliacdo do pH do tampdo empregado
na solugdo de lavagem

Neste estudo foram avaliados dois sistemas tamponantes diferentes, ambos
formados pela mistura de acido citrico e fosfato de sddio bibasico. A faixa de pH
avaliada variou entre 2,8 e 8,0 dependendo do sistema tampdo empregado. Para
obter as solugdes tampao ACF nos valores de pH mais elevados, sao necessarias
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maiores quantidades de fosfato de sddio e, por esse motivo, essas solugdes
apresentaram condutividades superiores. Dessa forma, foi avaliado um conjunto de
solucdes tampdo sem ajuste do pH e outro onde as condutividades foram igualadas
pela adicao de pequenas porcdes de NaCl 25% (v/v) as solugdes.

Essa estratégia tinha como objetivo principal fazer com que os potenciais
elétricos e, consequentemente os campos elétricos aplicados, fossem iguais para
todos os tampdes com o ajuste da condutividade. Essa abordagem também fez com
que a retencdo dos corantes provocada pelo efeito de “salting out” fosse
praticamente igualada para esses tampdes.

A) Tampao sem ajuste da condutividade

Para o sistema tampao ACF sem ajuste da condutividade, é possivel observar
que, a Unica influéncia significativa da variagdo do pH da solucao de lavagem,
ocorreu para a extracao do corante E 110 empregando a E-SPE®(_/+) (-e-) (Figura
4.11). Na extragdo deste corante, as solucbes tampdo em pH 2,8 e 4,0
apresentaram os menores valores de recuperacao.

Sem a correcdo da condutividade, a forca do campo elétrico diminuiu
significativamente a medida que foram empregadas solucbes de lavagem menos
acidas. Esse resultado pode ser explicado, em parte, aos efeitos cromatograficos de
retencdo do corante em funcdo do aumento da concentracao de ions em solucao

(“salting out”).
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Figura 4.11. Efeito do pH da solucdo (sem ajuste da condutividade) empregada na etapa de
lavagem sobre a recuperagao dos corantes aniénicos em procedimentos de SPE (-m-), E-SPE®(_/+)
(-®-) e E-SPE®(+,_) (-4-), com correntes elétricas constantes de 12 mA. Amostra: 1 mL da mistura
dos corantes (80 ug mL™) preparada em tampao ACF 100/200, pH 2,8; 4,0 e 6,5, contendo 0,9%
(m/Av) de NaCl e 10% (v/v) de metanol. Condi¢des da lavagem: 10 mL de tampao ACF 10/20, pH
2,8; 4,0 e 6,5, todas contendo 7% (v/v) de metanol e em vaz&o de 1,0 mL min™. Sorvente: 500 mg

de silica-C18.
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Uma outra explicacdo para esse comportamento seria a reducdo dos
fenbmenos eletroforéticos. Nesta avaliagdo as solugcbes de lavagem menos &cidas
apresentam potenciais elétricos associados significativamente mais baixos (Figura
412 A).

Como consequéncia, as solugbes de pH maior, mais condutoras,
apresentaram campos elétrico e efeitos eletroforéticos menos intensos (Figura 4.12
A). Os perfis das correntes elétricas medidas, por outro lado, ndo demonstraram
diferencgas significativas (Figura 4.12 B).
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Figura 4.12. Potenciais (A) e correntes elétricas (B) tipicos, monitorados durante o estudo do efeito
do pH do tampéao de lavagem (sem ajuste da condutividade) sobre a recuperacéo dos corantes
aniénicos, em procedimentos de E-SPE®. (—) = pH 2,8; (—) = pH 4,0 e (—) = pH 6,5. Fonte de

eletroforese empregada no modo corrente elétrica constante de 12 mA.

B) Tamp&o com ajuste da condutividade

Os resultados da extracdo empregando solucdes tampao ACF, em diferentes
valores de pH e com ajuste da condutividade sdo apresentados na Figura 4.13.
Com o ajuste da condutividade do tampao, os resultados de recuperacao do

corante E 110 apresentaram diferencas significativas em relacdo ao estudo
anteriormente reportado.
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Figura 4.13. Efeito do pH da solu¢gdo (com ajuste da condutividade) empregada na etapa de
lavagem sobre a recuperagao dos corantes aniénicos em procedimentos de SPE (-m-), E-SPE®(_/+)
(-®-) e E-SPE®(+,_) (-4-), com correntes elétricas constantes de 20 mA. Amostra: 1 mL da mistura
dos corantes (80 ug mL") preparada em tampdo ACF 100/200, pH 3,0; 4,0; 6,0 e 8,0, contendo
0,9% (m/v) de NaCl e 10% (v/v) de metanol. Condigbes da lavagem: 10 mL de tampao ACF 10/20,
pH 3,0; 4,0; 6,0 e 8,0, contendo 7% (v/v) de metanol e em vaz&o de 1,5 mL min™. Sorvente: 500
mg de silica-C18.
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Praticamente de forma oposta, a influéncia do campo elétrico sobre a
recuperacao do corante E 110 em procedimentos de E-SPE®(_/+) (-e-) foi mais intensa
em solugdes menos acidas. Esses resultados demonstram que o efeito do campo
elétrico é intimamente dependente do sistema tampao empregado.

Em CEC, CE e EC o pH exerce efeitos sobre o balango carga/massa dos
analitos, assim como na dissociacao dos grupos silandis nas paredes do capilar e
das particulas de silica. No caso do corante aniénico E 110 os principais grupos
idbnicos presentes na estrutura da molécula desse composto sdo os grupos sulfénicos
que permanecem ionizados mesmo na solugdo mais acida avaliada (pH 2,8). Uma
mudanca na relagcédo carga elétrica/massa do corante nao é esperada uma vez que a
desprotonacao da hidroxila fendlica (pKa de 10,4), que é capaz de conferir uma carga
negativa adicional a molécula, nao é favorecida na faixa de pH avaliada (3,0 — 8,0)
[48].

Em relagédo a dissociacao dos grupos silandis, ainda nao se sabe a extensao
do efeito do pH da solucdo sobre o processo de E-SPE®. As particulas de silica
empregadas possuem uma area superficial em torno de 500 m? g com parte dessa
area recoberta com grupos C18. Neste trabalho ndo foram obtidas informacdes sobre
a porcentagem de silandis que permanecem protonados em funcao do pH utilizado
para esse tipo e marca de silica modificada e, tdo pouco, sobre o fluxo eletrosmotico
resultante da aplicacdo de campos elétricos sobre esses grupos. Apesar dessas
informacdes ndo estarem disponiveis, é provavel que um numero maior de silandis
livres esteja presente na superficie da silica a medida que o valor do pH da solucao
se eleve. O aumento do numero de cargas negativas no interior dos poros da silica
faz com que o fenbmeno de polarizagdo de concentracdo induzida por campos
elétricos seja intensificado fazendo com que corante aniénico E 110, um coion, seja
mais intensamente excluido do interior das particulas.

Uma vez que as solucbes tampdes tiveram suas condutividades ajustadas,
neste estudo, tanto os valores de potencial elétrico como os de concorrente elétrica
foram similares em toda a faixa de pH avaliada (Figura 4.14).
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Figura 4.14. Potenciais (A) e correntes elétricas (B) tipicos, monitorados durante o estudo do efeito
do pH do tampé&o de lavagem (com ajuste da condutividade) sobre a recuperagdo dos corantes
aniénicos, em procedimentos de E-SPE®. (—) = pH 3,0; (—) = pH 4,0; (—) = pH 6,0 e (—) = pH

8,0. Fonte de eletroforese empregada no modo corrente elétrica constante de 20 mA.

4.3.5 Modelos anibnicos: avaliacao da corrente elétrica aplicada na
etapa de lavagem

O efeito da variacdo da corrente sobre a recuperacao dos corantes anidnicos
nos procedimentos de E-SPE® é apresentado na Figura 4.15.

Em CEC, assim como em CE, o campo elétrico é a forca motriz dos
compostos em solucdo. J4 em E-SPE®, além do movimento proveniente do campo
elétrico aplicado, existe também o processo convectivo de massa imposto pela
vazdo. Dessa forma, em E-SPE®, a variacao do potencial elétrico e/ou da corrente
elétrica sera responsavel somente por parte do movimento gerado.

O uso de potenciais ou correntes elétricas tao altas quanto possiveis é
necessario para obter campos elétricos fortes o suficiente para que os fendmenos
eletroforéticos se manifestem, como foi observado para os corantes E 110 e E 129.

Empregando a E-SPE®(./+) (-e-), a recuperacédo do corante E 129 demonstrou
ser fortemente influenciada pela corrente elétrica aplicada. Uma dependéncia mais
discreta também foi observada para o corante E 110. Para ambos os corantes o uso
da E-SPE®(./+) (-®-) reduziu os valores de recuperacgao.
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Ja com a polaridade da E-SPE®,,, (-4-), onde se esperava obter maiores
valores de recuperacao dos compostos anidnicos, ndo foi observado o efeito
esperado e, até mesmo, um efeito contrario ocorreu para o corante E 110. Esse
resultado pode estar relacionado ao aquecimento da solugcdo que por sua vez
diminuiu a retengdo do corante E 110 no sorvente. Maiores valores de correntes
elétricas sdao acompanhados por um aquecimento mais intenso como foi
demonstrado na seccao 3.3.5.

O fluxo eletroosmaético que ocorre em sentido oposto a eletromigracdo dos
compostos anidnicos, assim como o efeito da polarizacdo de concentracdo, que
exclui esses compostos do interior dos poros, sdo diretamente proporcionais ao
campo elétrico aplicado e, por esse motivo, também podem ter certa contribuicao
para os resultados do corante E 110 obtidos com a E-SPE®(+/_) (-4-).
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Figura 4.15. Efeito da corrente elétrica empregada na etapa de lavagem sobre a recuperacéo dos
corantes anidnicos em procedimentos de SPE (-m-), E-SPE®(_/+> (-®-) e E-SPE®(+,_> (-4-), com
diferentes correntes elétricas. Amostra: 1 mL da mistura dos corantes (80 pg mL") preparada em
tampao ACF 100/200, pH 4,0, contendo 0,9% (m/v) de NaCl e 20% (v/v) de metanol. Condigbes da
lavagem: 10 mL de tampé&o ACF 20/40, pH 4,0, contendo 16% (v/v) de metanol e em vazéo de 1,5
mL min™'. Sorvente: 500 mg de silica -C18.
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Na Figura 4.16 podemos observar que as maiores flutuagdes dos valores

registrados estdo associadas justamente as correntes e aos potenciais elétricos mais

intensos.
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Figura 4.16. Potenciais (A) e correntes elétricas (B) tipicos, monitorados durante o estudo do efeito
da corrente elétrica sobre a recuperacdo dos corantes aniénicos, em procedimentos de E-SPE®.

(—) =12 mA; (—) =18 mA e (—) = 24 mA. Fonte de eletroforese empregada no modo corrente
elétrica constante.

4.3.6  Modelos anibnicos: avaliacdo do volume de tamp&o
empregado na etapa de lavagem

Nos graficos da Figura 4.16 sdo apresentados os resultados da avaliacdo do
volume de tampao empregado na etapa de lavagem.

Idealmente, a SPE convencional emprega, para a etapa de lavagem, o menor
volume de solvente possivel capaz de eluir a maioria dos interferentes sem que haja
perda significativa dos analitos [6].

O solvente de lavagem desloca os analitos do sorvente para a solucao e os
transporta em direcdo a saida do cartucho como descrito pelos conhecidos
processos cromatograficos de distribuicao [16].
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Figura 4.17. Efeito do volume da solugdo empregada na etapa de lavagem sobre a recuperacao
dos corantes aniénicos em procedimentos de SPE (-m-), E-SPE® ) (-®-) e E-SPE®,,, (-A-), com

correntes elétricas constantes de 12 mA. Amostra: 1 mL da mistura dos corantes (80 ug mL™)
preparada em tampao ACF 100/200, pH 4,0, contendo 0,9% (m/v) de NaCl e 10% (v/v) de
metanol. Condi¢des da lavagem: 5, 10 e 15 mL de tamp&o ACF 10/20, pH 4,0, contendo 7% (v/v)

de metanol e em vaz&o de 1,0 mL min™. Sorvente: 500 mg de silica-C18.
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Em processos de E-SPE®, por outro lado, a quantidade de solvente
empregada nao altera a intensidade dos fendmenos eletroforéticos, mas sim o tempo
em que eles irdo atuar, caso a vazao seja mantida em um valor fixo. Dessa forma, os
efeitos cromatograficos e eletroforéticos podem ser alterados pelo volume de solugao
utilizado na etapa de lavagem, como foi observado nas recuperacdes dos corantes E
123 e E 110.

E possivel observar que o aumento do volume de tamp3o de lavagem resultou
na eluicdo mais intensa do corante E 123, nos procedimentos com e sem aplicacao
de campo elétrico. Os valores de recuperacéo do corante E 123, obtidos com a SPE
(-m-), revelaram que o processo cromatografico foi determinante quando o volume de
eluente foi elevado de 5 para 10 mL. A E-SPE®(./+) (-e-) intensificou a eluicao do
corante E 123, enquanto que a E-SPE®(+/-) (-4-) nao foi capaz de produzir
recuperacbes superiores ao procedimento de SPE (-=-). De fato, os resultados de
recuperacao de SPE (-m-) € E-SPE®(+/-) (-a-) foram bastante semelhantes, indicando,
mais uma vez, que os efeitos eletroforéticos com essa polaridade foram
perfeitamente anulados pela convecgao promovida pela vazao.

Para o corante E 110, por outro lado, volumes maiores de solugdo de lavagem
alteraram somente as recuperacdes obtidas com os procedimentos de E-SPE®(./+) (-
e-). Neste caso, o maior tempo de atuagdao do campo elétrico permitiu que os efeitos
eletroforéticos forcassem a saida do corante do cartucho. Ja os efeitos
cromatograficos, decorrentes da variacdo do volume de solugdo, foram pouco
significativos sobre a recuperacado desse corante uma vez que os valores obtidos
com a SPE (-=-) ficaram todos préximos do limite maximo de 100%

Para os demais corantes que apresentaram ou reten¢cées muito intensas ou
muito fraca pelo sorvente, nenhuma diferenca significativa entre os procedimentos de
SPE e E-SPE® foi observada.

Os gréficos das correntes e dos potenciais elétricos monitorados
demonstraram perfis com estabilidade similares, para os trés volumes de tampao

avaliados (Figura 1, A e B, do Anexo 1).
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4.3.7 Modelos anidnicos: avaliacdo da vazao empregada na etapa

de lavagem

O efeito da variagdo da vazdo empregada na etapa de lavagem sobre a
recuperacao dos corantes anidnicos, em procedimentos de extragdo com e sem
aplicacao do campo elétrico, é apresentado na Figura 4.18.

Em SPE convencional, a vazao geralmente ndo apresenta um efeito muito
significativo sobre o rendimento do processo de extracdo desde que seja empregada
dentro de uma faixa adequada. Para extracbes empregando cartuchos recheados
com 500 mg de silica-C18, dependendo da composicdo da matriz e das
caracteristicas do analito analisado, vazées na ordem de 0,1 a 10 mL min” séo
comumente aplicadas [3, 17]. A vazao ideal vai depender, fundamentalmente, do
volume da amostra, da taxa de transferéncia de massa do analito para o material
sorvente e da sua difusdo em solugéo [17].

No caso da E-SPE®, contudo, o efeito da vazdo é mais pronunciado sobre a
recuperacdo dos analitos extraidos. Os efeitos eletroforéticos dependem, entre
outros fatores, do tempo em que o campo elétrico é aplicado. Sendo assim, vazdes
menores elevam o tempo do procedimento de extragcdo e permitem que o campo
elétrico exerca seu efeito por um periodo mais longo. Isso pode ser observado na
recuperacao do corante E 123 onde as menores vazdes empregadas resultaram em
uma eliminacdo mais intensa deste composto no procedimento de E-SPE®(_/+) (-®-).

Por outro lado, mesmo em vazdes de 0,5 mL min” a polaridade positiva do
eletrodo superior (-4-) ndo foi capaz de superar o0 processo de convecg¢ao e por isso,
as recuperacdes obtidas foram proximas aos valores apresentados de SPE (-m-).
Vale salientar que, quando a vazao € interrompida, pelo desligamento da bomba
peristaltica, € possivel observar a migracdo dos corantes em direcdo ao eletrodo
superior positivamente carregado. Assim, pode-se concluir que o fenémeno
eletroforético com essa polaridade de fato ocorre. Contudo, de forma ainda nao
esclarecida, os seus efeitos sobre a recuperacao nao puderam ser evidenciados.
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Figura 4.18. Efeito da vazédo empregada na etapa de lavagem sobre a recuperagéo dos corantes
aniénicos em procedimentos de SPE (-m-), E-SPE®,, (-®-) e E-SPE®,;, (-4-), com correntes

elétricas constantes de 10 mA. Amostra: 1 mL da mistura dos corantes (80 ug mL™) preparada em
tampao ACF 100/200, pH 4,0, contendo 0,9% (m/v) de NaCl e 10% (v/v) de metanol. Condicdes da
lavagem: 10 mL de tampao ACF 20/40, pH 4,0, contendo 7% (v/v) de metanol nas vazdes de 0,5;
0,75 e 1,5 mL min™. Sorvente: 500 mg de silica-C18.
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Outra observacao importante neste experimento é que o potencial e a corrente
elétrica empregados mantiveram-se estaveis mesmo em vazéo de 0,5 mL min™, cujo
tempo total de avaliagdo demorou cerca de 24 minutos (1483 segundos),
demonstrando que os dispositivos eletroforéticos utilizados, como os cartuchos e
eletrodos, estdo sendo adequados para os estudos em questdo (Figura 1 A e B do
Anexo 2).

4.3.8 Modelos anibnicos: avaliacdo da quantidade de sorvente

empregada no preparo dos cartuchos

Os resultados da avaliagdo da quantidade de sorvente empregada no preparo
dos cartuchos de E-SPE®, sobre a recuperacdo dos corantes anibnicos sdo
apresentados nos gréficos da Figura 4.19.

A quantidade de sorvente empregada em cartuchos convencionais de SPE
esta relacionada, principalmente, a massa ou volume de amostra que sera aplicada e
a afinidade dos analitos que serdo extraidos. Nesses cartuchos a massa de sorvente
varia de algumas dezenas de miligramas a algumas dezenas de gramas [17]. Quanto
mais sorvente um cartucho apresentar, maior o nimero de interacées do analito com
0 sorvente e, consequentemente, maior a retencao tanto dos analitos como também
dos interferentes. Cartuchos com maiores quantidades de sorvente sdo mais
susceptiveis a sofrerem obstrucao por materiais particulados da amostra. Um outro
problema, nao analitico, associado ao uso de maiores quantidades de sorvente é o
custo mais elevado desses cartuchos.

Como mencionado, o processo cromatografico é fortemente influenciado pela
quantidade de sorvente. Entretanto, ndo é esperado que o aumento da quantidade
de sorvente exerca uma influéncia semelhante sobre os fenébmenos eletroforéticos,
desde que o campo elétrico permaneca constante.

Ao avaliar os resultados dos corantes E 123 e E 110 é possivel constatar que
as intensidades das respostas de recuperacao em funcédo da quantidade de sorvente

nao foram iguais para os procedimentos de SPE e E-SPE®.
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Figura 4.19. Efeito da quantidade de sorvente empregado no preparo do cartucho sobre a

recuperagéo dos corantes aniénicos em procedimentos de SPE (-m-), E-SPE® ) (-e-) e E-SPE®,, )

(-a-), com correntes elétricas constantes de 12 mA. Amostra: 1 mL da mistura dos corantes (80 ug
mL") preparada em tampdo ACF 100/200, pH 4,0 contendo 0,9% (m/v) de NaCl e 10% (v/v) de
metanol. Condigbes da lavagem: 5 mL de tampao ACF 10/20, pH 4,0, contendo 10% (v/v) de

metanol e em vaz&o de 1,0 mL min™. Sorvente: 300, 500 e 800 mg de silica-C18.

120



Capitulo 4 — Resultados e discusséo

O corante E 123, por exemplo, apresentou para os procedimentos de SPE (-m-)
um aumento da recuperacgao correspondente ao aumento da quantidade de sorvente
empregada, enquanto que para o procedimento de E-SPE® em ambas as
polaridades do eletrodo superior, (-e-) e (-a-), as recuperagdes permaneceram
préximas do minimo em todas as situagdes avaliadas. Um efeito indireto nos
processos cromatograficos e eletroforéticos em decorréncia do incremento da
quantidade de sorvente € o aumento da temperatura no interior do cartucho. Para
manter o campo elétrico constante, é preciso intensificar os potenciais elétricos
empregados quando a quantidade de sorvente € aumentada. Em consequéncia,
maiores poténcias elétricas sdo geradas o que intensifica 0 aumento da temperatura
da solucédo. Esse efeito pode ser um dos motivos dos baixos valores de recuperacao
obtidos com o corante E 123 no procedimento de E-SPE®, ., (-a-).

Para o corante E 110, a E-SPE®(_/+) (-e-) foi capaz de favorecer a eliminagéao
desse composto com todas as quantidades de sorvente avaliadas. Os valores de
recuperacao revelam que houve uma diminuicdo da intensidade de eliminacdo do
corante em funcdo da maior quantidade de sorvente utilizada o que deve estar
associado ao aumento do efeito de retencdo. A polaridade positiva, E-SPE®(+/_) (-a-)
e o procedimento convencional, SPE (-m-), por outro lado, apresentaram valores de
recuperacao bastante proximos.

Neste estudo ficou evidenciado que os potenciais elétricos registrados foram
mais intensos para os experimentos empregando maiores quantidades de sorvente
ao passo que as correntes elétricas apresentaram perfis proximos (Figura 4.20).

E importante lembrar que a fonte de eletroforese foi utilizada no modo corrente
constante e que, por este motivo, o potencial elétrico ajustou-se automaticamente em
fungdo da maior resistividade dos cartuchos com maiores quantidades de sorvente.
Dessa forma, o campo elétrico permaneceu praticamente constante uma vez que o
balanco de massa de sorvente/potencial elétrico ou altura do recheio/potencial

elétrico nédo foi alterado.
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Figura 4.20. Potenciais (A) e correntes elétricas (B) tipicos, monitorados durante o estudo do efeito
da quantidade de sorvente empregada no preparo dos cartuchos sobre a recuperagéo dos
corantes anionicos, em procedimentos de E-SPE®. (—) = 300 mg; (—) = 500 mg e (—) = 800 mg.

Fonte de eletroforese empregada no modo corrente elétrica constante de 12 mA.

4.3.9 Modelos anibnicos: avaliacdo do material sorvente
empregado no preparo do cartucho

Para este estudo foram avaliadas trés diferentes marcas de sorventes de
silica-C18 (A, B e C), além de uma marca de sorvente a base de um copolimero de
n-vinilpirrolidona-divinilbenzeno (D).

Na Figura 4.21 sdo apresentados os valores de recuperacdo dos corantes
aniénicos nestes sorventes.

O corante E 102 ndo apresentou recuperagao apreciavel em nenhum sorvente
de silica-C18. Entretanto, apresentou recuperado proxima de 100% empregando a
SPE (-=-) com o sorvente polimérico D. Neste sorvente a E-SPE®(_/+) (-e-) foi capaz de
favorecer a eliminagdao do corante. Apesar desse material ndo apresentar qualquer
tipo de grupo silanol residual, seu comportamento em relacdo ao corante E 102 foi
semelhante a do corante E 110 nos sorventes de silica-C18 A e C.

Os sorventes de silica-C18 A e C apresentaram resultados de extragdo para o
corante E 110 semelhantes, tanto no procedimento convencional (-s-) como nos
procedimentos com aplicagdo de campo elétrico, E-SPE®(+/-) (-a-) e E-SPE®(_/+) (-®-).
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Figura 4.21. Efeito do tipo de material sorvente empregado no preparo do cartucho sobre a
recuperagéo dos corantes anidnicos em procedimentos de SPE (m), E-SPE®,, (m) e E-SPE®,,, (m),
com correntes elétricas constantes de 12 mA. Sorventes a base de silica-C18: A = Varian; B =
Applied Separations; C = Phenomenex e a base de co-polimero: D = Waters. Amostra: 1 mL da
mistura dos corantes (80 ng mL™") preparada em tampao ACF 100/200, pH 4,0, contendo 0,9%
(m/Av) de NaCl e 10% (v/v) de metanol. Condigbes da lavagem: 5 mL de tampao ACF 10/20, pH
4,0, contendo 10% (v/v) de metanol e em vazao de 1,0 mL min™'. Massa de sorvente: 500 mg dos
sorventes de silica-C18 e 400 mg do sorvente polimérico. D* = nao foi quantificado devido a forte
interacdo com o sorvente.
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Para estes sorventes, observamos que o campo elétrico reduziu a
recuperacao do corante com a E-SPE®(_/+) (-®-) ao passo que a E-SPE®(+/_) (-4-)
praticamente ndo demonstrou qualquer efeito sobre a recuperagdo dos corantes,
para as trés marcas de sorventes de silica-C18 avaliadas.

Ja o sorvente B, também de silica-C18, apresentou capacidade de retencao
bastante inferior dos demais sorventes como pode ser observado nos resultados
obtidos, sem aplicacao de campo elétrico (-m-), com os corantes E 110 e E 129. Para
esse sorvente, nenhuma diferenca nas recuperacoes empregando a SPE e E-SPE®,
para os seis corantes, pode ser observada.

Sao varios os fatores que afetam a sorcao de analitos em sorventes a base de
silica-C18, entre eles, a porcentagem de revestimento da superficie das particulas, o
namero de grupos silandis residuais ativos, a area superficial por grama de sorvente,
tamanho dos poros, entre outros [3, 17]. Todos os sorventes de silica-C18 avaliados
apresentam, pela especificacdo descrita pelos fabricantes, entre 0,51 a 0,56 mmols
de grupos C18 recobrindo a superficie da particula. Esses materiais também
possuem tamanho médio de particula (40-57 um) e didmetro médio dos poros (60-72
A similares.

Como nao foi realizado nenhum tipo de caracterizagdo e confirmacdo das
propriedades desses materiais, ndo foi possivel atribuir esses resultados a uma
caracteristica especifica desses sorventes.

Neste estudo os potenciais elétricos registrados foram semelhantes tanto para
os diferentes tipos de sorventes a base de silica, como para o sorvente polimérico
(Figura 1 A e B do Anexo 3).

4.3.10 Modelos catibnicos: ajuste das condicées cromatograficas e

construcdo das curvas analiticas

Compostos catidbnicos como a SAF apresentam forte interagdo com grupos
silandis residuais das particulas de sorvente [17, 69]. Por esse motivo, foi utilizada
para determinacdo da SAF a coluna de silica hibrida C18 de segunda geracao X-

Bridge® (Waters), que apresenta uma menor quantidade de grupos silanéis residuais
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em sua superficie devido as pontes etano [70].

Apébs a otimizacdo dos parametros cromatograficos ficaram estabelecidas as
seguintes condicdes cromatograficas: (a) vazao de 0,8 mL min™'; (b) amostrador de
10 uL; (c) temperatura da coluna de 35 °C; (d) &cido férmico 0,02% (v/v) (fase
aquosa A) e metanol:tetraidrofurano (1:1, v/v) (fase organica B) no seguinte gradiente
de eluicdo: A/B (85:15, v/v) por 3 minutos; 2 minutos de uma rampa linear para A/B
(7:3, v/v); permanéncia dessa propor¢ao por 9 minutos; retorno para a proporcéao A/B
(85:15, v/v) em 1 minutos através de uma rampa linear; permanéncia dessa
proporcao por mais 5 minutos. Tempo total de corrida de 20 minutos.

Um cromatograma caracteristico para o corante SAF nestas condigdes é
apresentado na Figura 4.22 e os parametros de conformidade do sistema

cromatografico na Tabela 4.3.
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Figura 4.22. Cromatograma tipico da analise do corante catidbnico SAF. Condigbes
empregadas: coluna C18 (150 mm x 4,6 mm) e coluna de guarda (20 mm x 4,6 mm), ambas
X-Bridge® e com particulas de 3,5 um; eluicdo por gradiente empregando &cido férmico
0,02% (v/v) e uma mistura de metanol:tetraidrofurano (1:1, v/v); 35 °C; volume de injegcéo de
10 uL; deteccdo a 526 nm. *Pico majoritario do padrdo do corante e as respectivas

“*impurezas. Concentragdo do corante: 2 ug mL™.
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Como pode ser observado na Figura 4.22, alguns picos de impurezas
aparecem no cromatograma. Esse fato ja era esperado uma vez que esse composto
€ comumente comercializado com pureza de 85%. Dessa forma, adotou-se como
estratégia quantificar somente o pico majoritario (pico com sinal mais intenso) do

respectivo corante nos ensaios de extracdo por SPE e E-SPE®.

Tabela 4.3. Parametros de conformidade do sistema cromatogréafico para o pico majoritario
da SAF nas condicoes otimizadas.

CORANTE k* RESOLUGAO** FATOR DE ASSIMETRIA* NUMERO DE PRATOS*

SAF 3,14 3,64 1,04 58280

*Valores segundo a USP, **calculado em relacéo ao pico majoritario com o pico de menor
tempo de retencao; k = fator de retencao.

A curva analitica obtida, empregando as condicdes cromatograficas
otimizadas para o pico majoritario do corante SAF, apresentou faixa linear e
coeficiente de correlacdo (r) adequado ao estudo proposto (Tabela 4.4). A curva
analitica abrange de 8,3 a 167% da concentracdo esperada para a SAF apds a

extragao.

Tabela 4.4. Parametro da curva analitica para a SAF.

CORANTE A FAIXA DE CONCENTRAGCAO EQUACAO DA RETA r
(nm) (ng ML)
SAF 526 0,25-5 y = 85829x - 3009 0,999

y = area do pico cromatografado; x = concentragdo de SAF em pg mL™; A = comprimento de
onda de detecc¢ao.

Com o método cromatografico estabelecido e a faixa linear determinada,

foram iniciados os estudos de extracdo com e sem aplicacao de campo elétrico.
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4.3.11  Modelo catibnico: avaliacdo da concentracdo da solugcdo

tamp&o empregada na etapa de lavagem

Os resultados de extragdo do corante SAF, variando-se a concentracado das
solucdes de acido citrico e fosfato de sodio bibasico utilizadas no preparo do tampao
de lavagem, sao apresentados na Figura 4.23.

Uma discussao geral do efeito da concentracdo da solucédo de lavagem sobre
0s processos cromatograficos e eletroforéticos foi apresentada anteriormente na
seccao 4.3.3, contudo, para o corante catibnico SAF alguns pontos merecem

comentarios adicionais.
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Figura 4.23. Efeito da concentragdo da solugdo empregada na etapa de lavagem sobre a
recuperacao do corante catidbnico SAF em procedimentos de SPE (-m-), E—SPE®(_,+) (-®-) e E-
SPE®,.;, (-4-), com correntes elétricas constantes de 10 mA. Amostra: 1 mL de solugéo do corante
SAF (30 ug mL") preparada em tampao ACF 100/200, pH 4,0, contendo 0,9% (m/v) de NaCl, 10%
(v/v) de metanol e 10% (v/v) de 2-propanol. Condi¢cdes da lavagem: 5 mL de tampao ACF, pH 4,0,
em diferentes concentragées, todas contendo 35% (v/v) de 2-propanol e em vazao de 1,3 mL min’
!, Sorvente: 500 mg de silica-C18.

O que foi observado para os corantes anibnicos, naquela ocasido, foi a
diminuicao da eluicao (maior recuperagao) desses compostos a medida que a forca
ibnica aumentava nos procedimentos sem aplicagcdo de campo elétrico SPE (-m-).
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Esse efeito foi atribuido, parcialmente, ao efeito “salting-out” provocado pela maior
concentracdo de ions e, consequentemente, menor solubilidade dos analitos em
solucéo.

Ja para o corante catidnico SAF esse efeito apareceu de forma oposta, com o
aumento da forca ibnica, houve reducdo da recuperacdo desse corante. Esse
resultado pode ser atribuido ao fato de que este composto, por apresentar carga
residual positiva, interage fortemente com grupos silandis residuais do sorvente por
meio de um mecanismo misto de troca ibnica e particao com os grupos silandis e
C18, respectivamente. Em mecanismos de troca i6nica, o aumento da forca ibnica
favorece a eluicdo dos analitos carregados, fato que esta em concordancia com os
resultados observados [17, 69].

Neste estudo o uso da E-SPE® exerceu efeitos significativos sobre a eluicéo
do corante SAF. Para este composto, a E-SPE®(_/+) (-e-), como esperado, fez com
que a recuperacdo do corante aumentasse. Entretanto, a E-SPE®(+/-) (-a-), com
polaridade oposta, ao invés de favorecer a eliminagdo do corante, também elevou a
eficiéncia de extragao.

Esse resultado difere do comportamento observado com os corantes
aniénicos. Para aqueles compostos, com a E-SPE®(+/-) (-a-), esperava-se uma
diminuicdo da eluicdo dos corantes anibnicos, mas foram observados resultados
muito semelhantes aos obtidos com a SPE (-m-).

Esses comportamentos observados nao podem ser atribuidos a migracao
eletroforética, nem para o corante catiénico, nem tdo pouco para os anioénicos. Vale
lembrar novamente que, ao aplicamos um campo elétrico em sorventes com grupos
silandis residuais em sua superficie, os compostos catibnicos apresentardo sua
migracao eletroforética no mesmo sentido da migracao do fluxo eletroosmotico e os
compostos aniénicos em sentido contrario. Contudo, se o fluxo eletrosmatico fosse o
processo predominante, em E-SPE®(+/-) (-a-) teriamos uma diminuicdo da
recuperacao, tanto dos corante catibnicos como anidénicos, o que nao foi observado.

Outra importante contribuicdo para esse resultado deve estar associada ao
efeito de polarizacao de concentracao induzida por campo elétrico (CP). Esse efeito,

como mencionado na seccado 4.1, promove uma concentracao dos contra-ions no
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interior dos poros da particula e uma exclusao de coions. Assim, independentemente
da polaridade dos eletrodos empregada, a retencdo de cations é favorecida e dos
anions diminuida.

Neste experimento, os potenciais e correntes elétricas monitorados, foram
estaveis ao longo do tempo de aplicacdo. Ja os potenciais elétricos medidos foram
menores para as solugcdbes tampao menos concentradas devido a maior
condutividade dessas solugdes (Figura 4.24).
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Figura 4.24. Potenciais (A) e correntes elétricas (B) tipicos, monitorados durante o estudo do efeito
da concentragdo das solugdes de lavagem sobre a recuperacdo do corante catidbnico SAF, em
procedimentos de E-SPE®. (—) = ACF 20/40; (—) = ACF 10/20 e (—) = ACF 5/10. Fonte de
eletroforese empregada no modo corrente elétrica constante de 10 mA.

4.3.12 Modelo catibnico: avaliacdo do volume de tampao
empregado na etapa de lavagem

O efeito do volume de tampao empregado nas extracoes com e sem aplicacao de
campo elétrico para o corante catiénico SAF esta representado na Figura 4.25.

Assim, como ocorreu com 0s corantes anionicos (seccao 4.3.6) ao elevar o volume
da solucdo de lavagem a recuperacdo obtida da SAF foi reduzida, tanto nos
procedimentos de SPE e E-SPE®.
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Novamente, ambas as polaridades dos eletrodos, (-4-) e (-e-), resultaram em
recuperacdes superiores ao procedimento convencional SPE (-m-).

Esse resultado pode estar relacionado, mais uma vez, ao maior tempo de
aplicacdo do campo elétrico que permite que os efeitos eletroforéticos se desenvolvam
por um periodo maior.

Neste estudo, assim como ocorreu em todas as avaliagbes envolvendo o0s
corantes anidnicos, nenhum tipo de alteracdo que sugerisse a degradacdo do corante
SAF foi observada.
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Figura 4.25. Efeito do volume de solucdo empregada na etapa de lavagem sobre a recuperacao
do corante catidnico SAF em procedimentos de SPE (-m-), E-SPE®,,) (-e-) e E-SPE®,,, (-4-), com
correntes elétricas constantes de 10 mA. Amostra: 1 mL de solugéo do corante SAF (30 ug mL™)
preparada em tampéao ACF 100/200, pH 4,0, contendo 0,9% (m/v) de NaCl, 10% (v/v) de metanol
e 10% (v/v) de 2-propanol. Condi¢cdes da lavagem: 3, 5 e 8 mL de tampao ACF 10/20, pH 4,0, em
diferentes concentragées, todas contendo 35% (V/v) de 2-propanol e em vazdo de 1,3 mL min™.
Sorvente: 500 mg de silica-C18.

Para estes experimentos o0s potenciais elétricos aplicados e as respectivas
correntes permaneceram estaveis e praticamente iguais uma vez que as solucdes
utilizadas em todos os testes apresentavam a mesma condutividade elétrica (Figura 1 A e
B do Anexo 4).
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4.4 Conclusao

Para cada parametro de extracdo estudado a E-SPE® demonstrou ser capaz
de influenciar significativamente a eluicdo de pelo menos um dos seis compostos
modelo anidnicos.

Os modelos E 102 e E 123 apresentaram fraca afinidade pelo sorvente
beseado em silica nas condi¢cdes experimentais empregadas e, por isso, em poucas
ocasides foram adequados aos estudos propostos. Os corantes E 143 e E 127, por
outro lado, demonstraram retencdo excessiva pelo sorvente e esse foi o principal
motivo da recuperagao desses compostos nao ter sido influenciada pela aplicacdo do
campo elétrico.

Os principais modelos para esta etapa do trabalho foram os corantes E 110 e
E 129 que demonstraram, para a maioria dos parametro estudados, que campos
elétricos podem ser utilizados para promover seletividade ao processo de extracao.

Os efeitos mais significativos do uso de campos elétricos foram obtidos com o
emprego do eletrodo superior carregado negativamente E-SPE®(_/+) (-®-). Nesta
condicdo o uso do campo elétrico foi capaz, em duas ocasides, de promover a
eliminacado quase completa do corante E 110.

Esses resultados poderiam ser atribuidos a uma degradacao do corante por
eletrélise, contudo nenhuma mudangca nos espectros de absorcdo, tempos de
retencéo, distorcdo do formato dos picos ou aparecimento de novos picos foram
observados.

O eletrodo superior atuando como anodo E-SPE®,, (-4-), por outro lado, n&o
demonstrou, para nenhum parametro avaliado, a capacidade de elevar a
recuperacao dos modelos anibnicos. Somente quando foram utilizadas solugdes de
lavagem com baixos teores de eletrélitos (Anexo 5), foi possivel observar o aumento
da recuperagéo de um corante anioénico com a E-SPE®,., (-4-).

Varios fatores podem estar associados aos resultados de E-SPE®(+/-) (-a-)
obtidos com os corantes aniénicos como o fluxo eletrosmético em direcdo oposta a

eletromigracao, a exclusao dos corantes aniénicos do interior dos poros da silica em
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decorréncia do efeito da polarizacdo de concentragédo e, até mesmo, 0 aguecimento
gerado durante a aplicacao do campo elétrico.

Dentre esses fendbmenos, € possivel que a polarizacao de concentragdo possa
estar atuando de forma significativa sobre o processo de retencdo dos corantes ao
diminuir sua concentracao no interior dos poros do sorvente. Nestas condigcdes, os
efeitos da migracédo eletroforética dos compostos em direcdo ao eletrodo superior
seria anulada pela diminuicdo da sor¢do no sorvente e nenhum efeito significativo
sobre a recuperacao dos corantes seria manifestado.

Na extracdao de contra-ions da silica, como por exemplo o corante catibnico
SAF, o efeito da polarizacdo de concentracao seria exatamente o oposto.

Com este modelo catibnico foram avaliados o volume e a concentracao da
solucao utilizada na etapa de lavagem. Nos dois estudos, o corante SAF apresentou
eficiéncias de extracdo com a E-SPE® cerca de duas vezes superior a SPE
convencional. Contudo, em ambos os estudos e independentemente da polaridade
empregada sobre os eletrodos, foi observado unicamente o incremento da eficiéncia
de extracao do corante.

Somente quando foram utilizadas solugdes de lavagem com baixos teores de
eletrolitos (Anexo 6), foi possivel observar a reducdo da recuperacdao de um outro
modelo catiénico (azul de metileno) com a E-SPE®(_/+) (-®-).

Entre os efeitos eletroforéticos possiveis, como fluxo eletrosmético,
eletromigracao e polarizacao de concentragao, o ultimo parece ser o mais condizente

com o resultado observado para a SAF.
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CAPITULO V — APLICACAO DE CAMPOS ELETRICOS EM

EXTRACOES EM FASE SOLIDA DE ANTIMICROBIANOS
SULFONAMIDICOS EM LEITE
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5.1 Consideracoes gerais

A ultima avaliagdo experimental deste trabalho consistiu na aplicacdo da E-
SPE® para a extragdo dos antimicrobianos sulfonamidicos sulfadiazina (SDA),
sulfametoxazol (SMX) e sulfaquinoxalina (SQX) em amostras de leite (Figura 5.1).

NH,
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— 0]
N HoN HoN
Sulfaquinoxalina Sulfametoxazol Sulfadiazina
300,37 g mol™ 253,28 g mol” 250,28 g mol™

Figura 5.1. Estrutura quimica dos antimicrobianos sulfonamidicos empregados nos estudos

de extragdo e suas respectivas massas molares.

Sulfonamidas sao antimicrobianos sintéticos amplamente utilizados em varias
doencgas infecciosas, tanto em humanos quanto em animais de corte como aves e
bovinos [71, 72].

Diversos efeitos colaterais associados ao uso desses antimicrobianos sao
relatados, incluindo porfiria, desordens hematopoiéticas e  urinarias,
hipersensibilidade entre outros, o que resultou na regulamentacdo ou mesmo na
proibicdo do emprego de sulfonamidas em animais destinados ao consumo humano
em muitos paises [65, 71, 72].

Devido as restricdes de uso, assim como aos efeitos indesejados provocados
por esses compostos, os antimicrobianos sulfonamidicos foram e ainda sao
extensivamente analisados por técnicas cromatograficas e eletroforéticas em
diversas matrizes bioldégicas como sangue, urina, plasma, além de alimentos de

origem animal como ovos, leite, carne de frango, suinos e bovinos [65, 73-78].
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As sulfonamidas sdo, em sua maioria, compostos anfotéricos que apresentam
geralmente dois pK,, sendo um em torno de 2,5, associado a protonacao do grupo
amina, e outro que pode variar entre 5 e 11, relacionado a desprotonacédo do grupo
sulfonamida (Figura 5.2). Isso faz com que muitas sulfonamidas tenham ponto
isoelétrico (pl) préximo de 4 [79]. As propriedades anfotéricas permitem a andlise de
sulfonamidas por CE tanto em sua forma catiénica como anibénica [81-84].

@
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Figura 5.2. Equilibrio de dissociagdo das sulfonamidas com sua configuragao catiénica, (A),
neutra (B) e aniénica (C).

O uso da SPE no preparo de amostras de leite para determinacado de
sulfonamidas é reportada em muitos métodos na literatura [65, 80, 85-87]. Na maioria
desses trabalhos a extracdo € realizada com uma etapa inicial de precipitacao
protéica e/ou extracao em meio fortemente acido seguido de lavagem do precipitado
com tampao Mcllvaine em pH 4,0 para que o sobrenadante seja posteriormente
submetido a SPE. Para a etapa de SPE, o tampao Mcllvaine em pH 4,0 é novamente
empregado para a remoc¢ao de interferentes retidos ao sorvente geralmente a base
de silica-C18 ou polimérico.

A SPE tem demonstrado eficiéncias de extragdo que variam geralmente entre
20 e 80%, dependendo da sulfonamida analisada e das condicbes de extragdo, em
especial, do material sorvente empregado [65]. A remocado de interferentes nesses
procedimentos & outro parametro que oscila consideravelmente de acordo com as

condicdes do método.
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Todas as caracteristicas descritas anteriormente fazem da extracdo de
sulfonamidas em leite uma 6tima oportunidade de demonstrar a capacidade da E-
SPE® em aumentar a eficiéncia de extracdo e, ao mesmo tempo, conferir uma

remocao de interferentes diferenciada.
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5.2 Parte experimental

138

5.2.1 Reagentes e solventes

- Acido citrico (Merck, Brasil), fosfato de sédio dibasico (Merck, Brasil), acido
formico (Nuclear, Brasil) e acido tricloroacético (Merck, Brasil) todos com
grau de pureza analitico ou superior.

- Solvente: metanol (Tedia, Brasil), com grau HPLC de pureza.

- Padrées dos antimicrobianos sulfonamidicos: sulfaquinoxalina (95%,
Sigma, EUA), sulfadiazina (99,0%, Sigma-Aldrich, EUA) e sulfametoxazol
(> 98,0% Sigma-Aldrich, EUA).

- Sorvente de silica-C18 Sepra C18-E para SPE da marca Phenomenex
(65°A X 50 um, 485 m? g™") (EUA).

5.2.2 Material

- Cartuchos para SPE de polipropileno com capacidade de 6 mL da marca
Varian (EUA).

- Discos de PTFE (politetrafluoretileno) sinterizado (frit) de 20 um de poro
para cartuchos de SPE de 6 mL da marca Varian (EUA).

- Tela de acgo inoxidavel de 80 mesh (didametro do fio de 0,080 mm e
abertura da malha de 0,131 mm) (Steelmesh, Brasil).

- Fio de aco inoxidavel de 0,35 mm de didmetro (Steelmesh, Brasil).

- Filtros de fluoreto de polivinilideno de 0,22 um x 13 mm (Millipore).

- Colunas cromatograficas analitica e de guarda de silica-C18
PurospherStar® (50 mm x 4 mm) (10 mm x 4 mm), ambas com particulas

de 3,0 um (Merck, Alemanha).
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5.2.3 Equipamentos

- Bomba peristaltica da marca Gilson modelo Minipuls Evolution (Franga).

- Fonte estabilizada de alta tensdo para eletroforese, Fisher-Scientific,
modelo FISH-FB3000Q (Malasia).

- Balanca analitica Precisa, modelo XT 220A (Suica).

- Bomba de vacuo Fanem, modelo 089-CAL (Brasil).

- Centrifuga Hettich, modelo Rotofix 32A (Alemanha).

- Purificador de agua Millipore, modelo Milli-Q Academic (EUA).

-  pH-metro Digimed, modelo DM-22 empregando um eletrodo de vidro
combinado (Brasil).

- Condutivimetro Digimed, modelo DM-32 (Brasil).

- Multimetros Protek, modelo 506 com saida RS-232 (Coréia do Sul).

- Microcomputador Pentium (Intel, EUA) contendo: sistema operacional
Microsoft Windows 95 (EUA), programa de aquisi¢do de dados escrito em
Visual Basic 3.0 da Microsoft (EUA), duas entradas RS-232 e uma
interface de comunicacao paralela.

- Interface de comunicacao paralela Advantec, modelo 711-S (EUA)
contendo um conversor analdgico digital de 12 bits, 16 entradas e 16
saidas TTL (transistor-transistor-logic).

- Microcomputador Pentium 4 (Intel, EUA) contendo: sistema operacional
Microsoft Windows XP (EUA), programas de processamento de dados
Origin versao 6.1 (EUA) e Microsoft Excel 2003 (EUA).

- Sistema de analise composto por: (1) cromatégrafo a liquido de alta
eficiéncia da marca Waters (EUA), modelo 1525, composto por um sistema
de bombeamento binario, injetor Rheodyne (EUA) modelo 7725, com
amostrador de 10 ulL; (2) detector espectrofotométrico de arranjo de diodos
Waters (EUA) modelo 2475; (3) microcomputador Pentium Il (Intel, EUA)
com software controlador Millenium® da marca Waters (EUA).
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5.2.4 Procedimentos

A) Ajuste das condigbes cromatograficas e construcdo das curvas
analiticas

Para os estudos com os antimicrobianos SDA, SMX e SQX, foi preparada uma
solugdo dessas sulfonamidas na concentracdo de 1 mg mL" em metanol (solugdo
estoque). As demais solucbes utilizadas (solucbes de trabalho) foram sempre
preparadas pela diluicdo adequada da solucdo estoque com metanol:dgua (1:1, v/v).
Todas as solucbes aquosas foram preparadas empregando agua purificada obtida no
sistema Milli-Q.

Para a otimizacdo da separacado desses compostos foi utilizada uma coluna
PurospherStar® (50 mm x 4 mm) acoplada a coluna de guarda PurospherStar® (10
mm x 4 mm) ambas com particulas de 3,0 um de silica-C18. A otimizagdo da
separacao foi realizada variando a temperatura, concentracao e tipo de sais na fase
aquosa, vazao e quantidade de modificador organico da fase mével, tanto nos modos
isocratico como de gradiente de eluicdo. A deteccao foi realizada empregando
detector DAD em comprimento de onda de 270 nm para as trés sulfonamidas. Neste
estudo foram utilizados volumes de 10 pL de uma solugdo composta pela mistura
dos antimicrobianos na concentragdo de 5,0 pg mL™ e preparada em metanol:agua
(1:1, v/v).

Apbs o estabelecimento das condi¢cdes cromatograficas foram preparadas
solugdes com a mistura das sulfonamidas citadas nas concentragbes de 1, 2, 5,0,
10,0 e 15,0 ug mL" em metanol. Essas solucdes foram preparadas na fase mével e
10 uL foram injetados na coluna cromatografica nas condi¢cdes otimizadas.

Para as curvas analiticas, os valores das areas dos picos obtidos das
concentracdes de cada sulfonamida foram plotados em graficos de concentracao
versus area para obtencado da equacao da reta correspondente e do coeficiente de
correlacdo linear (r) através de regressao linear pelo método dos minimos

quadrados. Para esses célculos foram utilizados os programas estatisticos Origin 6.1
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ou Excel 2003.

Para a determinagédo das sulfonamidas foram construidas somente curvas no
solvente ja que o objetivo foi avaliar e comparar a eficiéncia de extracdo dos
procedimentos de SPE e E-SPE®.

B) Extracao das sulfonamidas em leite

Para o teste de extracdo de antimicrobianos em leite foram utilizadas amostras
de leite integral UHT, comercializada na regidao de Campinas, Sao Paulo.

As extragcbes da amostra de leite foram realizadas empregando um
procedimento de SPE baseado no método apresentado por Mamani (2007) (Figura
5.3).

Os estudos de extracdo das amostras de leite empregaram sistemas tampdes
compostos pela mistura de solu¢cdes de acido citrico e fosfato de sddio bibasico.
Esses tampdes foram preparados pela mistura de volumes adequados dessas duas
solucdes até a obtencado do pH desejado para os respectivos estudos. Os tampdes
receberam as seguintes denominagoes:

- tampao ACF 10/20, composto de &cido citrico 10 mmol L™ e fosfato de sédio
bibasico 20 mmol L;

- tampao ACF 100/200, composto de solucdo de acido citrico 100 mmol L e
fosfato de sédio bibasico 200 mmol L.

Neste método, as primeiras etapas descritas na Figura 5.3 consistem em uma
precipitacao protéica de 5 mL de leite empregando solucéo de 4cido tricloroacético e
tampao ACF 100/200 com a separagao do sobrenadante que continham em média
15 mL de liquido sobrenadante. Como essa etapa ndo era de interesse do
procedimento a ser avaliado, véarias aliquotas de 5 mL de leite foram submetidas a
esse procedimento e as diversas aliquotas de 15 mL de sobrenadante obtidas foram
reunidas para obter, deste modo, uma amostra homogénea em termos de
composicao total.

Essa amostra homogénea foi dividida em duas por¢des e uma dessas por¢des

foi subdividida novamente em aliquotas de 15 mL para serem submetidas ao
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procedimento de SPE e E-SPE®. Essas aliquotas foram extraidas sem a fortificacdo
(adicao) de sulfonamidas a amostra e dessa forma foram consideradas amostras
branco de leite.

A segunda porcao de amostra homogénea foi fortificada com SDA, SMX e
SQX a fim de obter uma solugéo contendo 0,25 pg mL™' de cada sulfonamida. Essas
amostras fortificadas foram, entdo, separadas novamente em aliquotas de 15 mL
para serem submetidas ao procedimento de extracao.

Para o procedimento de condicionamento e lavagem a vazao empregada foi
de 1,0 mL min" e para a eluicdo de 0,5 mL min™.

Os procedimentos de extragdo foram realizados empregando a SPE
convencional e a E-SPE®. Nos procedimentos de E-SPE® o campo elétrico foi
empregando tanto durante a aplicacdo da amostra como durante a etapa de
lavagem.

Durante a aplicagdo da amostra foram utilizados campos elétricos com
corrente elétrica constante de 30 mA. Ja para a etapa de lavagem foram empregados
campos elétricos com correntes elétricas constantes de 18 mA.

Apbs o0 processo de extragcdo e ressuspensdo a concentracao tedrica das
sulfonamidas seria de 15 ug mL™.

Neste estudo foram realizadas seis extragdes: duas sem aplicacdo do campo
elétrico SPE (m) ou (—), duas com o eletrodo superior como catodo e eletrodo inferior
como anodo E-SPE®(./+) (m) ou (—), além de duas extracbes com o eletrodo superior
como anodo e eletrodo inferior como catodo E-SPE®(+/-) (w) ou (—). Dessa forma, os
resultados apresentados correspondem a meédia de dois valores (n = 2). A cada
extracdo foi utilizando um cartucho novo preparado com 500 mg de silica-C18 da
marca Phenomenex.

Para as extracbes empregou-se o cartucho tipo 1 com o eletrodo inferior i6 e
superior s9, descritos na seccao 3.2.4 B (pagina 26), além do sistema para
monitoramento e controle dos parametros eletrocromatograficos descrito na seccao
3.24 A.

Para as extracdes das sulfonamidas em amostras de leite ndo foi utilizado o

sistema de fluxo bidirecional.
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ETAPA DE PRECIPITACAO o
PROTEICA ETAPA DE SPE e E-SPE

v

Cartucho de silica-C18 (500 mg)

A\ 4
Adicionar 2,5 mL de ATCA 30%

(m/v) em metanol a 5 mL de leite v
s Condicionar o cartucho com: 3 mL MeOH, 3
H-O e 3 mL de tampao ACF 100/200 pH 4,0
Agitar por 10 min (ultrassom) e
centrifugar por 10 min a 6000 rpm v
Aplicar o sobrenadante
! ’ :
Separar o sobrenadante (1) Lavar com 5 mL da mistura ACF 10/20 +
¢ MeOH (95:5, v/v)
Adicionar 10 mL de tamp&o ACF v
100/200, pH 4,0, ao residuo Secar o cartucho por 10 min sob vacuo
(8300 mmHg) e N,
Agitar por 10 min (ultrassom) e ) y
centrifugar por 15 min a 6000 rpm Eluir com 6 mL de MeOH
v
¢ Secar sob fluxo de N,
Separar o sobrenadante (2) v
Ressuspender em 0,5 mL de MeOH:H,O (1:1, v/v)
A\ 4
Reunir os sobrenadantes (1) e (2) | — i i v .
Filtrar em filtros de 0,22 um e injetar no
cromatografo

Figura 5.3. Etapas e condigbes do método empregado para extragdo de sulfonamidas em
leite. ATCA = acido tricloroacético; ACN = acetonitrila; MeOH = metanol.

Os valores de recuperacdo apresentados nos estudos de SPE e E-SPE®
referem-se ao valor encontrado no eluato final da extracao. Esse valor foi obtido pela

formula:

(concentracao encontrada/concentracao esperada) x 100
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5.3 Resultados e discussao

5.3.1 Ajuste das condicbes cromatograficas e construcdo das

curvas analiticas

Apoés a otimizagédo dos parametros cromatograficos, ficaram estabelecidas as
seguintes condicbes de separacao para determinacao das sulfonamidas em leite: (a)
vazdo de 1,0 mL min™'; (b) amostrador de 10 uL; (c) temperatura da coluna de 40 °C;
(d) fase mével composta de: acido formico 0,1% (v/v) (fase aquosa A) e acido
férmico 0,1% (v/v) em metanol (fase organica B) no seguinte gradiente de eluicao:
A/B (95:5, v/v) por 4,5 minutos; 2 minutos de uma rampa linear para A/B (62:38, v/v);
permanéncia dessa proporcao por 4 minutos; 1 minuto de uma rampa linear para A/B
(1:9, v/v); permanéncia dessa propor¢cao por mais 13,5 minutos; 1 minuto de uma
rampa linear para A/B (95:5, v/v); permanéncia dessa propor¢ao por mais 4 minutos.
Tempo total de corrida de 30 minutos.

Um cromatograma caracteristico da separacdo de uma mistura das trés
sulfonamidas nestas condicbes € apresentado na Figura 5.4 e os parametros de
conformidade do sistema cromatografico sao apresentados na Tabela 5.1.

Tabela 5.1. Parametros de conformidade do sistema cromatografico para os antimicrobianos

sulfonamidicos nas condi¢des otimizadas.

ANTIMICROBIANOS | k* RESOLUCAO** | FATOR DE ASSIMETRIA* | NUMERO DE PRATOS*

SDA 6,9 - 1,06 1191
SMX 13,6 11,5 1,13 55880
SQX 16,5 9,7 1,21 43075

*Valores segundo a USP, **calculados em fungéo do pico que antecede o composto em
avaliagdo; k = fator de retencgao.
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Figura 5.4. Separagdo cromatografica das sulfonamidas por HPLC-DAD. Condicoes
empregadas: coluna analitica (50 mm x 4 mm) acoplada a uma coluna de guarda (10 mm x 4
mm), ambas de silica-C18 PurospherStar®e com particulas de 3 um; eluigdo por gradiente
empregando acido férmico 0,1% (v/v) em agua deionizada e &cido férmico 0,1% (v/v) em
metanol; volume de injegdo de 10 uL; detecgdo a 270 nm para as trés sulfonamidas.

Concentracgéo das sulfaquinoxalinas: 15 ug mL™.

As curvas analiticas no solvente, obtidas empregando as condicdes
cromatograficas otimizadas, apresentaram faixa linear entre 1,0 e 15 ug mL" com
coeficiente de correlagdo maiores que 0,999 (Tabela 5.2). A curva analitica obtida
abrange de 10 a 100% da concentracao esperada para as sulfonamidas no leite apds
a extracao.

Para a determinacao das sulfonamidas foi construida somente a curva no
solvente ja que o objetivo desta etapa foi avaliar somente a eficiéncia de extracao
dos procedimentos de SPE e E-SPE®.
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Tabela 5.2. Parametros das curvas analiticas para os antimicrobianos sulfonamidicos.

ANTIMICROBIANOS A FAIXA DE CONCENTRAGCAO EQUACAO DA RETA r
(nm) (ng ML)
SDA 270 1-15 y = 15432x - 370 0,999
SMX 270 1-15 y = 69260x - 651 0,999
SQX 270 1-15 y =49070x + 169 0,999

y = area do pico cromatografado; x = concentracdo do analito em pg mL™; A = comprimento
de onda de deteccao.

Com o método cromatografico estabelecido e a curva analitica determinada,
foram iniciados os estudos de extracdo das sulfonamidas em leite com e sem

aplicacao de campo elétrico.

5.3.2 Extracdo de amostras branco de leite com e sem aplicacdo

de campos elétricos

A primeira etapa das extragbes dos antimicrobianos sulfonamidicos em amostras
de leite compreendeu a avaliacdo de amostras branco, ou seja, amostras onde espera-se
nao encontrar os analitos de interessse. Como ndo é possivel afirmar, com certeza, que
as amostras nao continham nenhum tipo de antimicrobiano, considerou-se branco
aquelas que nao apresentaram picos significativos nos tempos de retencdo das
sulfonamidas estudadas. Vale lembrar que, além da contaminacdo das amostras por
antimicrobianos, as amostras de leite estdo naturalmente repletas de outros interferentes
provenientes da prépria matriz como vitaminas, aminoacidos, peptideos, lipideos diversos,
além de varios sais minerais [88]. Portanto, antes mesmo de determinar as sulfonamidas
no leite foi preciso avaliar se outros componentes da matriz ndo iriam interferir na
quantificacdo desses analitos, principalmente quando sdo empregados detectores pouco
seletivos como o arranjo de diodos utilizado no presente método. Por esse mesmo motivo,
foi empregado um gradiente mais longo que o necessario para a eluicdo das
sulfonamidas (30 minutos) para permitir que todos interferentes eluissem da coluna antes

de iniciar uma nova analise.
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Outro fator importante a considerar da matriz branco é que a corrente elétrica
durante a aplicacao do campo elétrico possui, teoricamente, a capacidade de degradar
compostos da matriz por eletrélise 0 que levaria ao surgimento de novos compostos ou
mesmo a destruicdo dos analitos de interesse. Os resultados da aplicacdo do campo
elétrico nas amostras de branco de leite sdo apresentados na Figura 5.5.

Ao analisarmos a Figura 5.5 podemos verificar a concordancia entre os perfis dos
cromatogramas das duplicatas de extracao. Em quase todos os picos observados, nota-
se as semelhancas tanto nos tempos de retengédo, quanto na intensidade dos sinais de
absorbancia o que demonstra que a aplicacdo do campo elétrico em E-SPE® é um
procedimento preciso. Isso também foi confirmado pelo perfil das correntes e dos

potenciais elétricos monitorados nas duplicatas de extragéo (Figura 5.6).
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Figura 5.5. Cromatogramas das andlises em duplicata (n = 2) de amostras branco de leite
extraidas empregando os procedimentos de SPE (—) (A), E-SPE®(_,+) (=) (B) e E-SPE®(+/_)
(—) (C). Detecgao a 270 nm com os cromatogramas apresentados apenas para a regiao de
deteccéao das sulfonamidas e dos principais interferentes.
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Figura 5.6. Perfil das correntes (—) e dos potenciais elétricos (—) monitorados durante a
extragdo por E-SPE® de amostras branco de leite. Amostras analisadas em duplicada (n = 2)
empregando a E-SPE®.,) (A1 e A2) e a E-SPE®,, (B1 e B2) com a fonte de eletroforese no
modo corrente elétrica constante. * = fim da etapa de aplicagdo da amostra e inicio da etapa de
lavagem; ** = fim da etapa de lavagem.

Além da repetibilidade das extracbes das amostras branco de leite € importante
ressaltar também a seletividade conferida pelo campo elétrico. Ao sobrepormos os
cromatogramas das extracdes com e sem aplicacdo do campo elétrico podemos notar o
incremento ou a diminuicdo da intensidade do sinal analitico de varios picos nos
cromatogramas (Figura 5.7).
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Figura 5.7. Comparacédo de trés cromatogramas das analises de amostras branco de leite
empregando os procedimentos de SPE (—), E-SPE®,,, (—) e E-SPE®,,, (—). Detecgéo a
270 nm com os cromatogramas apresentados apenas para a regido de detecgdo das
sulfonamidas e dos principais interferentes.

E importante destacar que os picos apresentados na Figura 5.7 tiveram seus sinais
aumentados ou diminuidos em funcdo da aplicagdo do campo elétrico, mas os tempos de
retencdo foram bastante coincidentes, o que indica que 0s mesmos nao sao provenientes
de degradacao provocada por eletrolise.

Todos os brancos das amostras apresentaram interferentes na regiao da deteccao
da sulfonamida SMX (8,0 minutos) e, por esse motivo, esse antimicrobiano nao foi
guantificado nos testes de extracdo em amostra de leite fortificado (Figura 5.8). Por outro
lado, a sulfonamida SDA ndo apresentou, nas extracbes em amostras de leite,
recuperacao significativa capaz de ser quantificada através das condigbes analiticas
empregadas. Dessa forma, somente a sulfonamida SQX pode ser determinada em
amostras de leite fortificado com o procedimento experimental empregado.
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Figura 5.8. Sobreposicdo dos sinais analiticos provenientes da inje¢cdo direta no
cromatégrafo de solucdo das sulfonamidas (—), com outros obtidos pela extragdo de
amostras branco de leite empregando os procedimentos de SPE (—) (A), E—SPE®(_/+) (—) (B)
e E-SPE®,/, (—) (C). Detecgdo a 270 nm com os cromatogramas somente para a regido de
detecgcédo das sulfonamidas e dos principais interferentes. Concentragdo das sulfonamidas:
15 ug mL™, correspondente a uma recuperacéo teérica de 100%.
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5.3.3 Extrag&o de sulfaquinoxalina em amostras de leite com e sem

aplicagdo de campos elétricos

Empregando as mesmas condicoes de extracdo e andlise das amostras branco de
leite, foram realizadas extracbes em amostras de leite fortificada com o antimicrobiano
sulfaquinoxalina (SQX). Os resultados dessas extracdes realizadas em duplicata (n = 2)
sao apresentados na Figura 5.9.

100

75+

50 1

Recuperacéao (%)

25

SPE E-SPE®., E-SPE®.)

Figura 5.9. Recuperac¢des médias (n = 2) da sulfonamida SQX extraida em amostra de leite.
Amostra: 15 mL de extraido de leite fortificado com SQX (0,5 ug mL™"). Condicées da lavagem: 5
mL de tampdo ACF 10/20, pH 4,0, contendo 5% (v/v) de metanol, em vaz&o de 1,0 mL min™.
Sorvente: 500 mg de silica-C18.

Assim como ocorreu na extracdo do corante catidnico safranina em solugéao
tampao (Figuras 4.23 e 4.25, seccdes 4.3.11 e 4.3.12), o0 uso da E-SPE® resultou em
maiores recuperac¢des com aplicacdo da polaridade negativa (m) sobre o eletrodo superior.
Como ja foi mencionado, a SQX em pH 4,0, apresenta balanco de carga nulo e, dessa
forma, ndo demonstra mobilidade eletroforética significativa. Contudo, outros possiveis
fendmenos associados a E-SPE®, como a polarizacdo de concentracédo, que ainda nao
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sao conhecidos ou descritos para compostos anfotéricos, poderiam atuar no processo de
sorcao da SQX no sorvente.

Além disso, é importante considerar que a solucdo extraida de leite possui uma
série de compostos carregados como proteinas, peptideos, aminoacidos, acidos nucléicos
e acidos graxos que podem alterar o recobrimento da superficie da silica e assim, anular
ou, até mesmo, inverter a dupla camada elétrica. Esses interferentes podem também
complexar-se com a sulfa, alterando o balanco de carga das mesmas. Esses fatos podem
estar associados aos resultados de extracdo obtidos com a sulfonamida SQX nas
amostras de leite.

Do mesmo modo como foi observado para as amostras branco, os perfis das
correntes e dos potenciais elétricos monitorados nas replicatas de extracao foram
similares (Figura 1, Anexo 7).

Vale destacar aqui a diferenca do perfil das correntes e dos potenciais elétricos
apresentados na Figura 5.5 e na Figura 1 do anexo 7, em relagdo as demais avaliacdes
por E-SPE®. Nos estudos com as amostras de leite 0 campo elétrico foi empregado tanto
durante a etapa de aplicacdo da amostra no cartucho, quanto durante a etapa de
lavagem. Durante a etapa de aplicacao da amostra o campo elétrico foi aplicado no modo
corrente constante de 30 mA ao passo que na etapa de lavagem a corrente foi reduzida
para 18 mA. Essa estratégia foi adotada por dois motivos: o primeiro foi que a perda das
sulfonamidas poderia estar ocorrendo durante a prépria aplicacdo da amostra uma vez
gue o volume da mesma era alto (15 mL). O segundo motivo foi que a amostra aplicada,
proveniente do sobrenadante da precipitagdo protéica do leite e composta por uma
mistura complexa de sais, apresentava alta condutividade. Dessa forma, foi preciso
empregar uma corrente elétrica relativamente alta (30 mA) para obter um potencial elétrico
significativo. Ja quando se iniciou a etapa de lavagem a condutividade da solucdo decaiu
acentuadamente o que fez com que o potencial elétrico associado fosse maior, mesmo
para a corrente elétrica de 18 mA empregada nesta etapa. Dessa forma, para que nao
houvesse um campo elétrico muito fraco durante a aplicacdo da amostra e/ou um
aquecimento exagerado durante a lavagem, foram aplicadas correntes elétricas diferentes

para cada etapa.
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5.4 Conclusao

A E-SPE® foi aplicada na extracdo de amostras branco de leite e leite
fortificado com os antimicrobianos SDA, SMX e SQX.

Neste estudo o campo elétrico conferiu seletividade diferenciada para diversos
tipos de interferentes em ambas as polaridades aplicadas. Além disso, as replicatas
de extragdes resultaram em cromatogramas com perfis bastante semelhantes o que
demonstra que, tanto o procedimento quanto os dispositivos empregados sao
capazes de produzir resultados precisos. O mesmo pode ser dito sobre a corrente e
o potencial elétrico monitorados durante as extracoes.

Entre as sulfonamidas estudadas, somente a SQX pbéde ser quantificada. As
extracdes desse antimicrobiano em leite empregando a E-SPE® resultaram em
recuperacbes até duas vezes superiores aquelas obtidas com o procedimento
convencional.

Os resultados apresentados pela E-SPE® foram obtidos sem nenhuma
otimizacdo das condi¢coes eletrocromatograficas de extracdo e, dessa forma,
resultados ainda melhores poderiam ser alcangados com testes adicionais.
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6. Conclusoes

A fim de promover a aplicacdo de campos elétrico em procedimentos de SPE, foi
necessario desenvolver diversos dispositivos que nao se encontram disponiveis
comercialmente, incluindo os eletrodos, os cartuchos, o sistema para monitoramento e
controle dos parametros eletrocromatogréaficos e o ‘manifold” para multiplas extracées.
Todos esses dispositivos demonstraram ser adequados aos objetivos propostos e foram
capazes de produzir campos elétricos estaveis e com repetibilidade adequada.

O estudo do efeito do campo elétrico sobre o pH da solucdo eluente evidenciou
gue pode haver uma mudanca significativa da acidez e basicidade do meio decorrente da
eletrélise do solvente, mas que esse problema é prontamente solucionado com o
tamponamento adequado da solucdo ou, de forma alternativa, com o emprego da
proposta do fluxo bidirecional.

O estudo do aumento da temperatura no interior do cartucho durante a
aplicagdo do campo elétrico comprovou que, em E-SPE®, este fendmeno é aceitavel
€ nao representa uma limitagdo ou uma fonte de erros ao sistema.

Os experimentos de extragcdo com compostos modelo diversos demonstraram,
em todas as situagbes avaliadas, que o campo elétrico é capaz de promover,
dependo das condicdes utilizadas e das caracteristicas dos analitos, a reducao ou o
favorecimento da eluicdo dos compostos em solucéo, o que pode ser explorado para
elevar a recuperacao dos analitos de interesse e/ou promover a retirada mais
eficiente de interferentes.

De forma geral, os modelos anidnicos E 102, E 123, E 110 e E 129 revelaram
que 0 uso do campo elétrico com o eletrodo superior catédico é capaz de forcar a
eluicdo dos compostos do cartucho. Em contrapartida, o uso do campo elétrico com
o eletrodo superior anddico, onde se esperava favorecer a recuperacdao destes
compostos, ndo apresentou em nenhum momento, nas condicdes empregadas, 0
resultado esperado.

Um efeito oposto aos apresentados pelos compostos anidnicos foi observado
para o modelo catidbnico SAF durante os estudos do volume e da concentracédo da

solucdo empregada na etapa de lavagem. Nestas ocasides ambas as polaridades
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dos eletrodos ocasionaram maiores recuperagcdes desse analito catibnico.

A E-SPE® também foi avaliada em uma aplicagdo com amostra de leite que é
considerada uma matriz complexa. Nesta oportunidade o uso do campo elétrico
demonstrou influenciar tanto a recuperacdo do antimicrobiano SQX adicionado a
matriz como também, a eliminacdo de interferentes. Mesmo com a SQX
apresentando mobilidade eletroforética tedrica nula nas condi¢cdes estudadas, a
eficiéncia de extracao dessa sulfonamida foi duplicada com a aplicacdo do campo
elétrico em comparacao ao procedimento convencional.

A recuperacao obtida com a E-SPE® empregada na etapa de lavagem é uma
combinacdo dos processos cromatograficos e eletroforéticos que atuam
simultaneamente e incluem: conveccao, difusdo, migracao eletroforética e fluxo
eletrosmaético. Além desses, existe também a possibilidade de ocorrer o chamado
efeito de polarizagdo da concentragdo que ocasiona a exclusdo de coions e incluséo
de contra-ions no interior dos poros das particulas.

Os resultados de recuperagao de E-SPE®, em funcdo da polaridade dos
eletrodos, apresentados neste trabalho, séo indicios de que, além dos fenbmenos de
migracao eletroforética e fluxo eletrosmotico, possivelmente, efeitos de retencao, que
podem estar associados a polarizacdo de concentracdo no interior das particulas,

devem contribuir ao processo.
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7. Perspectivas futuras

A E-SPE® é um procedimento que, teoricamente, ndo esta limitado a um tipo
de matriz ou classe de analito e sua aplicacdo pode ser estendida para extragdo de
compostos inorganicos, macromoléculas (proteinas, peptideos, polimeros) ou
mesmo compostos quirais, tanto em matrizes de alimentos como matrizes biolégicas
como solos, plantas, tecidos e secrecdes diversas.

A principio, outros materiais sorventes como os MIP, RAM, de imunoafinidade
e poliméricos também podem apresentar respostas superiores empregando campos
elétricos.

O uso da E-SPE® abre perspectivas também em relagdo a redugdo do uso de
solventes, assim como a diminuicdo do tempo de extracdo. Ela é capaz de
proporcionar tanto uma diminuicdo da quantidade de sorvente empregado, em
funcdo do aumento da eficiéncia de extragdo obtida, como também permite a
utilizacdo de cartuchos com leitos mais longos uma vez que o aquecimento diminui a
viscosidade das amostras. O aquecimento ocasionado durante o processo pode
também ser explorado para proporcionar seletividade diferenciada, tanto de
compostos ibnicos como de compostos neutros.

Além das outras aplicacbes da E-SPE® descritas acima, existe também a
necessidade de estudos dos mecanismos eletrocromatograficos envolvidos no
processo. Como a E-SPE® possui caracteristicas operacionais distintas, como forca
do campo elétrico, vazao, tipos de materiais, densidade de recheio, tamanho dos
poros e distribuicao espacial do sorvente, modelos préprios ou no minimo ajustados
a essa nova técnica de extragao precisardao ser propostos.

Finalmente, sera preciso também que dispositivos simplificados e de baixo
custo sejam desenvolvidos e estejam disponiveis comercialmente para que a E-SPE®
possa se tornar acessivel e seja avaliada e utilizada por outros grupos de pesquisa.
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Anexo 1

90 20

(A) (B)

2 E
8 s
:E = i T GO M VA A
= 0
o T
3 o 104
5 s
° S
o o

O T T 0 T T

0 350 700 1050 0 350 700 1050
Tempo (segundos) Tempo (segundos)

Figura 1. Potenciais (A) e correntes elétricas (B) tipicos, monitorados durante o estudo do efeito do
volume de solugéo de lavagem sobre a recuperagao dos corantes aniénicos, em procedimentos de

E-SPE®. (—) =5 mL; (—) =10 mL e (—) = 15 mL. Fonte de eletroforese empregada no modo
corrente elétrica constante de 12 mA.
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Anexo 2
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Figura 1. Potenciais (A) e correntes elétricas (B) tipicos, monitorados durante o estudo do efeito da
vazao empregada na etapa de lavagem sobre a recuperagdo dos corantes anibnicos,, em
procedimentos de E-SPE®. (—) = 0,5 mL min™; (—) = 0,75 mL min" e (—) 1,5 mL min". Fonte de

eletroforese empregada no modo corrente elétrica constante de 10 mA.
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Anexo 3
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Figura 1. Potenciais (A) e correntes elétricas (B) tipicos, monitorados durante o estudo do efeito do
material sorvente empregado no preparo dos cartuchos sobre a recuperagao dos corantes
anidnicos, em procedimentos de E-SPE®. (—) = Varian; (—) = Applied; (—) = Phenomenex e (—)

= Waters . Fonte de eletroforese empregada no modo corrente elétrica constante de 12 mA.
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Anexo 4
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Figura 1. Potenciais (A) e correntes elétricas (B) tipicos, monitorados durante o estudo do efeito do
volume de solugao de lavagem sobre a recuperacédo do corante catibnico SAF, em procedimentos
de E-SPE®. (—) =3 mL; (—) =5 mL e (—) = 8 mL. Fonte de eletroforese empregada no modo
corrente elétrica constante de 10 mA.
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Anexo 5
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Figura 1. Recuperacdo média (n = 2) do corante anibnico E 110 (amarelo crepusculo) em
extracdes empregando a SPE e a E-SPE® com potenciais elétricos de 115 V. Amostra: 1 mL de
solucéo do corante (80 ug mL") preparada em tamp&do ACF 2/4, contendo 10% (v/v) de metanol.
Condigbes da lavagem: 5 mL de tampéao ACF 2/4, pH 4,0, contendo 10% (v/v) de metanol e em
vazao de 1,0 mL min™. Sorvente: 500 mg de silica-C18.
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Anexo 6
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Figura 1. Recuperacdo média (n = 3) do corante catidbnico azul de metileno em extragcdes
empregando a SPE e a E-SPE®com potenciais elétricos de 200 V. Amostra: 2 mL de solugédo do
corante (5,0 ug mL") preparada em tampao citrato 10 mmol L™, pH 4,7, contendo 0,9% (m/v) e
15% (v/v) de 2-propanol. Condicdes da lavagem: 5 mL de tampao citrato 0,75 mmol L™, pH 4,68
adicionado de 30% de 2-propanol, e em vaz&o de 1,5 mL min™'. Sorvente: 500 mg de silica-C18.
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Figura 1. Perfil das correntes elétricas (—) e dos potenciais elétricos (—) monitorados
durante a extragdo por E-SPE® de amostras de leite fortificadas com a SQX. Amostras
analisadas em duplicada (n = 2) empregando a E-SPE®,) (A1 e A2) e a E-SPE®,, (B1 e
B2) com a fonte de eletroforese no modo corrente elétrica constante. * = fim da etapa de aplicagao
da amostra e inicio da etapa de lavagem; ** = fim da etapa de lavagem.
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