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RESUMO 

 

Esta dissertação apresenta o desenvolvimento e figuras de mérito de 

validação de um método analítico, empregando Eletroforese Capilar de Zona (do 

inglês, Capillary Zone Electrophoresis CZE) com detecção condutométrica sem 

contato (do inglês, Capacitively-Coupled Contactless Conductivity Detectors - C4D), 

para a determinação de lactato em suor. As separações eletroforéticas foram 

conduzidas empregando coluna capilar de sílica fundida, com comprimento total de 

50 cm (42 cm efetivo) e diâmetro interno de 50 µm. O eletrólito de corrida foi 

composto por ácido morfolino-etano-sulfônico (MES) e Histidina (His) em 

concentração equimolar de 10 mmol L-1. Brometo de cetiltrimetilamônio (CTAB) na 

concentração de 0,2 mmol L-1 foi adicionado ao eletrólito de corrida, como inversor 

de fluxo eletrosmótico. Na validação do método, os parâmetros analisados foram 

linearidade, seletividade, efeito matriz, exatidão, precisão, limite de detecção e limite 

de quantificação. Nesta validação, amostras de suor artificial e suor humano foram 

utilizadas.  A viabilidade do método proposto ficou evidenciada pela boa linearidade 

(R2 = 0,9979) e valores aceitáveis de recuperação (97 a 118 %). A concentração 

original de lactato determinada na amostra de suor artificial foi (8,6 ± 0,1) mmol L-1 e 

na amostra real (36 ± 1) mmol L-1. A diferença entre os coeficientes angulares das 

curvas analíticas, obtidas pelos métodos de calibração externa em solvente e por 

superposição de matriz, foi de - 0,35 %, indicando que não houve efeito matriz. Os 

limites de detecção e quantificação foram 3,1 e 10,3 µmol L-1, respectivamente.  Pela 

primeira vez foi demonstrada o desenvolvimento e validação de um método analítico 

empregando CZE-C4D para a determinação de lactato em suor. Desta forma, o 

método proposto apresenta um potencial significativo para aplicações, tanto na área 

de estudos esportivos e fisiológicos, quanto na medicina diagnóstica. 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

ABSTRACT 

 

This dissertation describes the development and validation of an analytical 

method using Capillary Zone Electrophoresis (CZE) with capacitively-coupled 

contactless conductivity detection (C4D) to determine lactate in sweat. Separations 

were conducted using a fused silica capillary column with a total length of 50 cm (42 

cm effective) and an internal diameter of 50 µm. The background electrolyte was 

composed of 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid (MES) and Histidine (His) at an 

equimolar concentration of 10 mmol L-1. Cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) at 

a concentration of 0.2 mmol L-1 was added to the background electrolyte as an 

electroosmotic flow inverter.  In the validation, the assessed parameters included 

linearity, selectivity, matrix effect, accuracy, precision, limit of detection, and limit of 

quantification. The validation of the method was performed using artificial and human 

sweat samples. The feasibility of the proposed method was demonstrated by the 

good linearity (R2 = 0.9979) and acceptable recovery values (97 to 118%) obtained. 

The original lactate concentration determined in the artificial sweat sample was (8.6 ± 

0.1) mmol L-1, and in the real sample, it was (36 ± 1) mmol L-1. The difference 

between the angular coefficients between the calibration curves, obtained by the 

external calibration methods in solvent and matrix match, was -0.35%, indicating the 

absence of matrix effect. The detection and quantification limits were 3.1 and 10.3 

µmol L-1, respectively. For the first time, the development and validation of an 

analytical method employing CE-C4D for lactate determination in sweat were 

demonstrated. Thus, the proposed method shows significant potential for 

applications in sports, physiology, and diagnostic medicine studies. 
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1 INTRODUÇÃO  

1.1 Fundamentos da Eletroforese Capilar 

A eletroforese capilar teve início com o trabalho do bioquímico sueco Arne 

Tiselius na década de 1930. Usando a eletroforese, ele demonstrou a separação de 

proteínas do plasma sanguíneo em um tubo de quartzo em formato de “U”. Esse 

trabalho pioneiro lhe rendeu o prêmio Nobel de 1948, sendo que nas décadas 

seguintes a técnica evoluiu significamente.1,2 

Em 1967, Stellan Hjetén, demonstrou separações eletroforéticas em um tubo 

de vidro (300 µm de diâmetro) e empregando detecção por absorção de radiação 

ultravioleta (UV). Apesar de outros pesquisadores terem conduzido eletroforese em 

tubo, só a partir de 1981 que esta estratégia se popularizou com o trabalho de 

Jorgenson e Luckacs. Usando tubos capilares, com diâmetro interno menor que 100 

µm, estes pesquisadores demonstraram um significativo aumento na eficiência de 

separação, principalmente devido à redução dos efeitos de aquecimento (efeito 

Joule) gerados, quando altas tensões (campo elétrico) são aplicados.3 

A eletroforese capilar (CE) é um método de separação baseado na diferença 

de velocidade de migração de espécies carregadas em uma solução de eletrólito, 

contida em uma coluna capilar, através da qual há um campo elétrico de corrente 

contínua aplicado.4,5 As técnicas de eletroforese estão fundamentadas no mesmo 

princípio, entretanto com mecanismos de separação distintos. Desta forma, a CE 

pode ser dividida nas seguintes modalidades: eletroforese capilar de zona ou 

solução livre (CZE), cromatografia eletrocinética micelar (MECK), eletroforese capilar 

por focalização isoelétrica (CIEF), eletroforese capilar de gel (CGE), isotacoforese 

(CITP) e a eletrocromatografia (CEC).6 Dentre estas técnicas de eletromigração em 

capilares, a CZE é a modalidade mais utilizada, devido à facilidade de 

implementação e otimização das condições de separação. É realizada em um 

capilar preenchido com um eletrólito (geralmente com capacidade tamponante) no 

qual, sob um campo elétrico, os analitos migram em zonas com distintas 

mobilidades. Em um modo convencional da CZE, os cátions são detectados 

primeiro, por migrarem na mesma direção do fluxo eletrosmótico (EOF, do inglês 

electroosmotic flow), depois as espécies neutras e por último os ânions, se 

possuírem mobilidade menor que a do EOF. Os compostos neutros não são 
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separados nessa modalidade, uma vez que não possuem mobilidade eletroforética, 

sendo arrastados pelo EOF.7  

As características gerais da CE são: curto tempo de análise, alta eficiência e 

resolução, baixos volumes empregados de eletrólito e amostra, além do alto grau de 

automação. Além disso, várias classes de compostos em diferentes matrizes podem 

ser analisadas – desde íons inorgânicos pequenos até macromoléculas. 

 

1.1.1 Instrumentação 

Um aspecto interessante a ser considerado na CE é a simplicidade da 

instrumentação. O sistema básico (Fig. 1) consiste em uma fonte de alta tensão 

(FAT), um capilar mergulhado em dois reservatórios contendo o eletrólito, eletrodos 

inertes (comumente platina) para conexão com a FAT e um detector, posicionado 

em um determinado ponto do capilar. A FAT é usada para propiciar o alto campo 

elétrico ao longo do capilar. Estas fontes podem ser operadas à voltagem constante, 

com valores de até 30 kV, ou à corrente constante, com valores de até 300 mA. O 

detector por absorção de radiação na região do ultravioleta e visível (UV-vis) é o 

mais empregado, devido à sua disponibilidade em equipamentos comerciais. 

Sistemas de detecção baseados em fluorescência, fluorescência induzida por laser 

(LIF) e espectrometria de massas (MS) também podem ser encontrados 

comercialmente. Vários tipos de acoplamento com sistemas de detecção têm sido 

aplicados em CE, como, por exemplo, amperométrico, voltamétrico, condutométrico, 

índice de refração, absorbância termo-óptica, Espectrometria de Emissão Óptica por 

Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-OES), dentre outros.8  
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Figura 1. Diagrama com os principais componentes de um equipamento de CE. Fonte: Da Silva, 

2010. 

 

Para a introdução de amostra em CE, os modos de injeção hidrodinâmica e 

eletrocinética são os mais empregados. A injeção hidrodinâmica é a mais utilizada 

em equipamentos de CE comerciais e consiste na introdução da amostra no capilar 

aplicando-se uma pressão hidrostática. Geralmente, uma extremidade do capilar é 

imersa em um reservatório contendo a amostra, e a outra extremidade permanece 

no reservatório de eletrólito. Durante a injeção, o reservatório com a amostra é 

pressurizado, levando à introdução no capilar de um volume da ordem de nanolitros 

da amostra. Esta pressão hidrostática pode ser também obtida pelo efeito da 

gravidade, elevando-se o reservatório de amostra, durante a injeção, levando ao 

fluxo hidrodinâmico de solução pelo efeito de sifonamento.8,9 

Na injeção eletrocinética, uma voltagem (campo elétrico) é aplicada durante a 

injeção para proporcionar a migração dos analitos para o interior do capilar.9,10 

Embora a injeção eletrocinética seja mais simples para ser realizada, esta 

modalidade está sujeita a influência da condutividade da amostra e pode não ser 

representativa, devido à diferença de mobilidade dos analitos.  

 

1.1.2 Mobilidade eletroforética 

A mobilidade eletroforética (μe) é uma constante física relacionada ao 

movimento de partículas carregadas em um fluido, quando submetido a um campo 

elétrico. A μe é específica para cada íon, sendo fundamental nos processos de 

separações em CE.  A μe é regida pela Lei de Coulomb, que estabelece a relação 
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entre força, carga e distância em um campo elétrico, como indicado na seguinte 

Equação:  

                                                                                                          Equação 1   

Onde: F é a força elétrica; q a carga da partícula; e E é a intensidade do 

campo elétrico.  

Na prática, μe é frequentemente usada para descrever o movimento das 

partículas carregadas e é definida como a velocidade média da partícula por unidade 

de campo elétrico: 

                            μe = 
 

 
                                                                Equação 2 

Onde U = velocidade média da partícula; E = intensidade do campo elétrico. 

Nesse caso, para partículas esféricas a μe pode ser determinada por meio da 

seguinte equação: 

                     
 

    
                                                         Equação 3 

O   :          g        , η     viscosidade do meio, e r o raio iônico. 

Dessa forma podemos perceber que a μe de uma partícula é proporcional à 

sua razão carga/raio. Importante ressaltar que o raio em questão é o solvatado, que 

é por sua vez a camada de íons de carga oposta que se aglomeram ao redor da 

partícula.9,11 

1.1.3 Fluxo Eletrosmótico 

O fluxo eletrosmótico (EOF, do inglês electroosmotic flow) é um fenômeno 

observado na eletroforese capilar, que ocorre devido à interação entre a solução e a 

superfície interna do capilar. Quando um campo elétrico é aplicado tangencialmente 

à superfície do capilar, os grupos silanóis presentes na sílica fundida, que estão 

ionizados em contato com o meio aquoso, conferem uma carga negativa à superfície 

do capilar. Isso resulta em forças elétricas que causam um movimento unilateral de 

íons em direção ao eletrodo de carga oposta, arrastando consigo moléculas de água 

e induzindo o fluxo da solução como um todo em direção ao cátodo (pólo negativo). 

Os íons positivos são atraídos fortemente pela camada interna do capilar, formando 

uma camada fixa. Outros íons positivos presentes na solução ainda são atraídos 

pela camada interna carregada negativamente, porém com menos intensidade, pois 

também sofre repulsão da camada fixa.11,12 Essa camada de cátions que não está 
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aderida fortemente a camada interna, é chamada de camada móvel ou difusa. As 

camadas fixas e difusas são separadas por um plano imaginário, que pode ser 

denominado de plano de cisalhamento. Quando é aplicado o potencial, forças 

     i                vi        i       ,   z                 á i    “ iv   ”    

solução sejam arrastados em direção ao cátodo, juntamente com outras espécies 

(Figura 2). Esse movimento é denominado de fluxo eletrosmótico. Sua velocidade 

pode ser determinada pela seguinte equação: 

                                     = (ε ζ / η) E                      Equação 4  

Onde: 

       é a velocidade do fluxo eletrosmótico; 

ε                i     i  ; 

ζ           i   Z   ; 

η     vi    i               ; 

E é o campo elétrico. 

 

 

Figura 2. Representação de como ocorre o fluxo eletrosmótico normal dentro do capilar. Fonte: 
Simionato, 2023 (Adaptado). 
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O EOF em determinadas separações de íons pode ser importante para 

garantir uma maior resolução dos analitos através do capilar, além disso pode 

permitir uma separação eletroforética mais rápida. O controle adequado do EOF é 

essencial para otimizar as condições de separação e contribuir para   a resolução da 

técnica. 12  

Com intuito de separar ânions, é possível inverter a direção do EOF 

adicionando-se um surfactante catiônico ao eletrólito de corrida, fazendo com que a 

superfície do capilar adquira carga positiva, e inverta a direção do EOF. O 

surfactante mais empregado é o brometo de cetiltrimetilamônio (CTAB), que tem 

uma cabeça polar carregada positivamente e uma cauda apolar. A cabeça polar 

interage com as cargas negativas (devidas aos grupos silanóis) da parede interna do 

capilar. Já a cauda apolar interage com a cauda de outras moléculas do mesmo 

surfactante10-12, como pode ser observado na Figura 3. 

 

Figura 3. Representação de inversão do fluxo eletrosmótico com adição do surfactante CTAB. Fonte: 
Autoria própria, 2023. 

 

1.2 Suor humano 

No corpo humano, há presença de dois tipos principais de glândulas 

sudoríparas, denominadas de apócrinas e écrinas. As glândulas apócrinas são 

consideradas como vestígios evolutivos das glândulas odoríferas encontradas em 

mamíferos. Apesar de serem maiores, suas funções não estão ligadas a regulação 

da temperatura e estão limitadas a certas regiões do corpo, especificamente nas 

axilas e na genitália externa. Essas glândulas liberam um fluido turvo composto por 
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água, proteínas, lipídios e precursores de odor, sendo essencial uma variante 

específica de DNA, o ABCC11, para a produção do odor, sendo mais ativas durante 

a puberdade. Em contraste, as glândulas écrinas são pequenas, porém numerosas, 

com milhões distribuídas por toda a pele humana e abrindo-se diretamente na 

superfície cutânea. Essas glândulas desempenham um papel crucial na regulação 

da temperatura corporal, principalmente liberando água e eletrólitos.13-16  

O suor é um fluído biológico com faixa de pH 4,0 a 6,8. A composição 

majoritária é de água, porém apresenta vários eletrólitos, como sódio, cloreto, 

potássio, aminoácidos, proteínas etc. A Tabela 1 mostra a composição e a 

concentração média de algumas das principais substâncias presentes no suor 

humano. 

 

                 Tabela 1. Principais componentes e suas concentrações médias em suor humano 
16 

 

Componente Concentração (mmol/L) 

Cl- 23 
Na+ 31 
K+ 6,1 

Ca2+ 5,2 
Mg2+ 0,82 
NH4

+ 5,2 
HCO3

- 3 
PO4

3- 0,31 
Lactato 14 
Ureia 10 

Glicose 0,17 

 

A amostragem de suor em análise clínicas possui vantagens pelo caráter não 

invasivo comparado a outros fluídos biológicos, como o sangue. Esta vantagem é 

interessante, principalmente em pessoas hemofílicas, neonatos ou idosos. É um 

fluído com boa estabilidade, evitando que alguns analitos degradem. Outra 

vantagem é em relação ao preparo da amostra, geralmente apenas uma simples 

diluição é necessária para ser introduzida em instrumentos analíticos.17,18 

Apesar destas vantagens, o suor é pouco explorado, para fins analíticos, 

devido a alguns desafios impostos, como a possibilidade de contaminação pela 

superfície da pele, o que pode afetar a pureza da amostra, mistura de suor 
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excretado em períodos diferentes (antigo e novo), baixas taxas de produção do 

fluido, o que pode dificultar a coleta em volumes adequados para análises. Canais 

ativos de analitos na glândula sudorípara écrina podem distorcer as concentrações 

de alguns analitos em relação às concentrações observadas no sangue.19-22 

Em relação às formas de coleta do suor, podem ser destacados o método 

clássico por iontoforese por pilocarpina, que foi desenvolvida por Gibson e Cooke.23 

E o método que emprega o  sistema de coleta por um dispositivo comercial chamado 

macroduct®.21 

Na coleta usando iontoforese por pilocarpina, a liberação de suor é 

estimulada por meio de eletrodos de cobre. O processo de estímulo do suor por 

pilocarpina envolve a impregnação da área (geralmente o braço ou a perna) com 

este composto, acompanhado por uma corrente elétrica de baixa intensidade (2,5-

3,0 mA) por um curto período de tempo (cerca de 5 minutos).22 A pilocarpina é um 

alcaloide que estimula as glândulas sudoríparas, aumentando a produção de suor. 

Esse método é usado para obter um volume suficiente de suor para análise. A 

amostra coletada pode ser usada para diagnóstico de doenças, monitoramento de 

drogas e outras aplicações clínicas.22 

Em se tratando do Macroduct, é um dispositivo comercial utilizado para 

coletar suor para análises, especialmente no contexto do diagnóstico da fibrose 

cística (CF). Ele é usado logo após a iontoforese, fixado com auxílio de uma  

pulseira. Consiste em um disco côncavo de material plástico com um orifício central. 

O orifício é conectado a um cateter de plástico, onde o suor é armazenado.23 

Esses desafios de amostragem destacam a complexidade de usar o suor e a 

necessidade de superar essas limitações para sua aplicação efetiva em análises 

clínicas e tecnologias de sensores “vestíveis”. Alguns desses desafios podem ser 

resolvidos com inovações tecnológicas, avanços em estimulação do suor, eficiência 

na coleta de amostras, e sensores compactos, enquanto outros são desafios 

fundamentais que exigem soluções indiretas e complexas. Uma das soluções para o 

desafio da possibilidade de contaminação da superfície da pele é o uso de 

dispositivos integrados ou patches que colocam sensores ou coletam suor 

diretamente contra a pele. Essa abordagem resolve o problema da contaminação, 

uma vez que os sensores ou dispositivos de coleta ficam em contato direto com a 

pele, evitando a contaminação externa. Para o desafio da mistura de suor antigo e 
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novo, é importante minimizar o volume morto entre o dispositivo e a pele para 

reduzir o tempo que o suor fica estagnado na pele e, assim, diminuir a 

contaminação.21,22 

 

1.3 Lactato 

Lactato é um metabólito resultante da glicólise e um marcador químico do 

metabolismo anaeróbico. É formado a partir do piruvato por meio da ação da enzima 

lactato desidrogenase (LDH)24 e é encontrado em fluidos biológicos, tais como 

sangue, suor e urina.  

A fisiologia do lactato está intimamente ligada ao metabolismo do ácido lático, 

um composto orgânico que desempenha um papel crucial no corpo humano. O 

lactato é um íon que deriva do ácido lático, que, por sua vez, é produzido durante 

processos metabólicos, principalmente através da glicólise.25 O processo de 

produção de lactato geralmente ocorre no citoplasma celular, mais especificamente 

durante a glicólise. A glicólise é a via metabólica que quebra a glicose em piruvato, 

gerando ATP (adenosina trifosfato) no processo.26 Durante a glicólise, uma molécula 

de glicose é quebrada em duas moléculas de piruvato. Esse processo é anaeróbico, 

o que significa que não requer oxigênio. Em condições normais, na presença de 

oxigênio suficiente, o piruvato é transportado para a mitocôndria, onde entra no ciclo 

do ácido cítrico (ciclo de Krebs) e, eventualmente, na cadeia respiratória para 

produzir mais ATP. 25,26 No entanto, em situações de demanda energética intensa ou 

quando a oferta de oxigênio é limitada, o piruvato é convertido em lactato através da 

ação da enzima lactato desidrogenase (LDH). Isso ocorre como um mecanismo para 

regenerar NAD+ (nicotinamida adenina dinucleotídeo), permitindo que a glicólise 

continue a gerar ATP.27 

O lactato não é apenas um subproduto indesejado, mas também pode ser 

uma fonte de energia valiosa em certos tecidos e órgãos, como o coração e os 

músculos esqueléticos. O lactato também está envolvido no ciclo lactato-alanina, 

que permite o transporte de lactato produzido nos músculos esqueléticos para o 

fígado, onde pode ser convertido novamente em glicose (neoglicogênese) e 

devolvido aos músculos para ser utilizado como fonte de energia.  O lactato também 

desempenha um papel na regulação do pH intracelular e sanguíneo. Em condições 



25 
 

de esforço intenso, o acúmulo de íons de hidrogênio (acidificação) pode ocorrer, 

levando à acidose. O lactato ajuda a neutralizar parte desse excesso de ácido. 27 

A concentração de lactato no suor humano varia de 1 a 25 mmol L-1 em 

pessoas saudáveis.28,29 Seu monitoramento em análises clínicas pode indicar 

doenças cardiovasculares, como por exemplo isquemia, hipoxemia, dentre 

outras30. Outro fator importante no monitoramento da concentração de lactato está 

relacionado ao controle de diabetes.31-33 Na medicina esportiva, sua concentração 

no sangue geralmente é monitorada como forma de adaptação ao treinamento, com 

intuito de avaliar o nível máximo de desempenho dos atletas. 34-37  

Os métodos analíticos mais empregados para a determinação rotineira de 

lactato em amostras biológicas são baseados em reações enzimáticas, 

espectrofotometria e cromatografia de alta eficiência líquida. 29,38 No entanto, 

também são encontrados outros métodos empregando CE39,40 e sensores 

eletroquímicos.38 Recentemente, a determinação de lactato em suor vem sendo 

bastante explorada, empregando-se sensores           i    “v    v i ”.41-43  

Atualmente, a forma mais utilizada para a determinação de lactato durante 

uma sessão de treinamento por atletas é por meio de analisadores portáteis de 

lactato, que são equipados com tiras de sensor descartáveis e estão disponíveis 

comercialmente. O intuito é determinar a concentração de lactato no sangue, o qual 

é retirado por meio de uma picada no dedo ou punção do lóbulo da orelha.44-46 No 

entanto, este método é invasivo, implica em riscos de infecções para o indivíduo. 

Além disso, durante a coleta de sangue por meio da picada no dedo, do ponto de 

vista analítico, pode ocorrer contaminação na amostra com o suor, fornecendo 

valores elevados na concentração de lactato.47 Dessa forma, o suor pode ser uma 

excelente matriz alternativa para o monitoramento não invasivo de lactato.  

 1.4 Eletroforese capilar em análise de suor 

Dentre os desafios em analisar amostras biológicas empregando CE, incluem 

a complexidade das matrizes, devido à presença de proteínas, lipídios, açúcares e 

outras biomoléculas, o que pode resultar em uma diminuição na reprodutibilidade do 

tempo de migração e na eficiência dos picos. Desta forma, as amostras biológicas 

frequentemente requerem tratamento adequado antes de serem introduzidas nos 

equipamentos de CE.48 Métodos clássicos de tratamento de amostras, como 
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extração/microextração, extração líquido-líquido, precipitação acompanhada de 

centrifugação, ultrafiltração e eletrodiálise, são frequentemente utilizados para 

remover as proteínas e outras interferências das amostras. No entanto, esses 

métodos podem ser demorados, caros e envolver o uso de volumes grandes de 

amostra, solventes orgânicos e instrumentação adicional. Além disso, eles 

geralmente não podem ser integrados online com a CE. Portanto, a superação 

desses desafios é essencial para a análise bem-sucedida de íons inorgânicos e 

orgânicos em amostras biológicas utilizando CE.48-51 Entretanto, o suor possui uma 

matriz menos complexa, simplificando o preparo de amostras que muitas vezes se 

resume a uma simples diluição em água. 

CE com detecção eletroquímica foi empregada na determinação de piruvato 

em suor humano.52 Além disso, vários cátions inorgânicos, como NH4
+, K+, Na+, 

Ca2+, Mg2+, aminas e aminoácidos foram determinados por CE com detecção UV-

vis.53.  Terasawa et al. analisaram os principais constituintes catiônicos inorgânicos 

do suor por CE.  Os autores sugeriram o método para detectar potássio e sódio 

nesta amostra. Como a detecção UV direta não proporcionava a sensibilidade 

necessária, a detecção indireta empregando imidazol, como cromóforo, foi usada.54 

Em outro estudo, um método foi desenvolvido para a determinação de taurina em 

formulações farmacêuticas (microemulsão) e em meios biológicos como o suor. O 

sistema CE com detecção amperométrica pulsada na coluna final revelou-se um 

método interessante em comparação com a detecção UV e por fluorescência, pela 

sua simplicidade e rapidez.22 

Percebe-se na literatura que há poucos trabalhos, envolvendo análise de suor 

por CE, sendo que a maioria são relacionados à determinação de cloreto, com 

objetivo de diagnosticar a fibrose cística.55,48,49,56.  No entanto, a CE é uma técnica 

analítica interessante para a determinação de lactato em suor, uma vez que se trata 

de uma espécie iônica. Embora sejam encontrados na literatura vários trabalhos de 

determinação de lactato por CE em diversas amostras, principalmente em matrizes 

biológicas29,30, a determinação de lactato em suor empregando esta técnica ainda 

não foi reportada na literatura.  Esta aplicação é bastante promissora, uma vez que 

amostras de suor são coletadas em pequenas quantidades e a CE possibilitaria 

análises rápidas, com baixo custo, alta eficiência de separação e alta 
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compatibilidade com os princípios da química verde, devido à pequena quantidade 

de resíduos gerados.  

 

1.5 Detecção condutométrica sem contato 

Em 1998, os pesquisadores Zeeman et al. e Fracassi et al., em grupos de 

pesquisas independentes, introduziram a disposição de eletrodos axiais, 

posicionados externamente à coluna capilar para detecção condutométrica sem 

contato em CE. Esta configuração foi um marco importante no desenvolvimento da 

técnica, pois a construção dessas células de detecção é muito mais simples do que 

as convencionais, uma vez que os eletrodos não precisam ter a escala e 

alinhamento com os diâmetros internos dos capilares de separação, que 

                   i    i       50 μ .57 Esta estratégia, chamada de detecção 

condutométrica sem contato (C4D, do inglês capacitively-coupled contactless 

conductivity detection)58 vem sendo amplamente utilizada em CE. Na C4D, um sinal 

senoidal de alta frequência (centenas de kHz) é aplicado entre dois eletrodos 

tubulares que envolvem a coluna capilar, como é mostrado na Figura 4. Estes 

eletrodos juntamente com a parede do capilar e a solução de eletrólito comportam-

se como capacitores. A alta frequência do sinal aplicado reduz a impedância destes 

capacitores, de maneira que a corrente alternada que flui entre os eletrodos 

depende da condutividade do eletrólito no interior do capilar. Desta forma, variações 

na condutividade do eletrólito de corrida podem ser detectadas sem que os eletrodos 

entrem em contato direto com a solução. A C4D apresenta a vantagem de possibilitar 

a detecção de espécies que apresentam ausência ou baixa absorção de radiação 

(UV-vis), como é o caso dos íons lactato. Além disso, é uma técnica de detecção de 

baixo custo e simples, que pode ser facilmente implementada em sistemas de 

eletroforese capilar, cromatografia líquida e microfluídica, por exemplo. A ausência 

de contato físico direto entre os eletrodos e a solução evita reações adversas e  

permite maior liberdade na geometria da célula de detecção.40,57 
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Figura 4. Diagrama esquemático da C
4
D. Adaptado da referência 

29
. 

 

. 

A CE-C4D é ideal para detecção direta de íons sem a necessidade de 

derivatização dos analitos, o que é especialmente vantajoso em comparação com 

outros métodos de detecção, como a detecção UV-vis, que requer a presença de 

moléculas com grupos cromóforos no eletrólito de corrida para obtenção de uma 

detecção indireta. Várias aplicações são encontradas na literatura, em que a C4D 

possibilitou a detecção direta de analitos em amostras biológicas, sem a 

necessidade de otimização complicada dos eletrólitos de corrida para a 

determinação simultânea de cátions e ânions.58-69 

Silva et al. abordaram a utilização de ácido acético (HAc) como parte do 

eletrólito de corrida para a determinação de íons inorgânicos em fluidos biológicos 

por CE-C4D. Foi realizada eletroextração em membrana para determinar vestígios 

de metais em amostras de urina, água potável e água do mar.66 D    ě  vá et al. 

analisaram saliva para determinação de bicarbonato, fosfato e outros ânions por 

meio da CE-C4D. O eletrólito otimizado foi composto de ácido 2-(N-morfolino) 

etanossulfônico 10 mmol L-1, arginina 20 mmol L-1 e brometo de cetiltrimetilamônio 

30 µmol L-1, pH 8,95.67 Um procedimento utilizando CE e uma minicélula para C4D 

acoplada  à extração em fase sólida foi usado para determinar metabólitos de citrato 

e oxalato na urina. Uma boa reprodutibilidade foi alcançada por meio do uso desta 

técnica. O eletrólito era composto de 10% de MeOH (pH 5,82), 10 mmol L-1 de MES, 

10 mmol L-1 de HIS e 50 mmol L-1 de CTAB. O tempo de separação foi em torno de 

4 min.68 Alhusban et al. apresentaram um estudo da formação de lactato em culturas 

celulares usando injeção sequencial com CE-C4D. O eletrólito otimizado foi 

constituído de tris(hidroximetil)aminometano (Tris) e ácido N-ciclohexil-2-
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aminoetanossulfônico (CHES) recém-preparados com concentrações de 30  mmol L-

1, pH 8,4. Para o revestimento do capilar foi adicionado 0,025% (m/v) de polieletrólito 

catiônico poli(etilenimina) (PEI).69 Tů   et al. demonstraram a separação e detecção 

de 28 aminoácidos biogênicos empregando capilares curtos. O tempo de análise 

não excedeu 6 minutos, com limites de detecção       0,1   1,7 μ    L-1. Como a 

maioria dos aminoácidos não produz sinais para detecção espectrofotométrica (UV-

vis) ou de fluorescência, o C4D foi ideal nessa investigação.70 Muitos outros estudos 

de análise de aminoácidos em fluidos biológicos por CE-C4D são relatados na 

literatura. 71-75 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Geral: 

Desenvolver e validar um método eletroforético inédito, simples e rápido para 

monitoramento da concentração de lactato em suor humano, com potencial para 

aplicações em diagnósticos ou estudos de fisiologia do esporte. 

 

2.2 Específicos 

 Otimizar parâmetros eletroforéticos para separação de íons presentes 

em suor; 

 Otimizar o método eletroforético para a quantificação de íons lactato 

em suor; 

 Validar o método analítico desenvolvido para determinação de lactato 

em suor. 
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3 PARTE EXPERIMENTAL 

3.1Reagentes 

Hidróxido de sódio e ácido clorídrico foram obtidos da Labsynth (Diadema, 

SP, Brasil). Brometo de cetiltrimetil amônio (CTAB), ácido láctico (90 % m/m), lactato 

de sódio, formiato de sódio, fosfato de sódio, lactato de lítio e ácido morfolino-etano-

sulfônico (MES) monohidratado e Histidina (His) foram adquiridos da Sigma- 

Aldrich (Steinheim, Nordrhein Westfalen, Alemanha). Água ultrapura foi obtida de um 

sistema de purificação Direct- Q3 UV (Millipore, Molsheim, Alsácia, França). Suor 

artificial (Artificial Eccrine Perspiration) pH 6,8, foi adquirido da empresa 

Biochemazone (Edmonton, Canadá). A amostra de suor humano (1 mL) foi obtida 

comercialmente da Innovative Research (Novi, MI). Todos os reagentes utilizados 

eram de grau de pureza analítica (PA), com exceção do ácido láctico que foi 

utilizado para os testes preliminares. 

3.2 Preparo das Soluções–Padrão 

A partir da dissolução em água ultrapura dos respectivos reagentes sólidos, 

foram preparadas soluções padrão estoque individuais de lactato de sódio, lactato 

de lítio, formiato de sódio, ácido láctico e CTAB, na concentração de 10 mmol L-1, 

cada. As demais soluções de trabalho foram preparadas a partir da diluição das 

soluções-padrão estoque, utilizando água ultrapura. 

3.3 Preparo do Eletrólito de corrida  

A composição do eletrólito de corrida, foi escolhida com base no trabalho de 

Pormsila et al.75 com algumas adaptações, especificamente na concentração de 

CTAB, que ao invés de 0,070 mmol L-1 utilizou-se 0,2 mmol L-1. O BGE foi 

diariamente preparado a partir dos reagente sólidos MES e His, que foram pesados 

e dissolvidos em água ultrapura em quantidades equimolares (10 mmol L-1), na 

presença de 0,2 mmol L-1 de CTAB, resultando em pH 6,1.  
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3.4 Condicionamento do capilar 

Uma coluna capilar de sílica fundida foi utilizada e para garantir a 

reprodutibilidade das condições da superfície da sílica, antes de iniciar a primeira 

corrida do dia, a parede interna do capilar era lavada (flush) sequencialmente com 

solução de HCl 1 mol L-1 (10 min), água ultrapura (2 min), solução de NaOH 1 mol L-

1 (10 min), água ultrapura (2 min) e eletrólito de corrida (10 min). Após a última 

corrida do dia, um condicionamento final era realizado pela passagem sequencial de 

soluções de HCl 1 mol L-1 (10 min), água ultrapura (5 min) e ar para secagem da 

coluna capilar para fins de armazenamento. 

3.5 Instrumentação de CE 

Os experimentos de separação eletroforética foram realizados em um 

equipamento de CE (Fig. 5) que foi montado no Grupo de Pesquisa em Eletroforese 

e Microssistemas de Análise (GEM) do Instituto de Química/UNICAMP (IQ-Unicamp) 

e que estava alocado no laboratório de ensino do IQ-Unicamp para experimentos 

didáticos. Este equipamento possui uma fonte de alta tensão que pode aplicar até 30 

kV (positivo ou negativo) de potencial de separação. A injeção de amostra é 

hidrodinâmica por gravidade, ou seja, um sistema eleva, por um determinado tempo, 

o reservatório de amostra em relação ao outro reservatório de BGE, causando a 

injeção de amostra na coluna capilar por sifonamento. Foi empregada a detecção 

C4D, a qual faz uso de um gerador de funções para aplicar o sinal senoidal de 

excitação de alta frequência do detector. Um software implementado em Labview 

permite selecionar o potencial de separação e o tempo de injeção de amostra, além 

de monitorar e registrar a corrente elétrica e o sinal do C4D.  

As condições experimentais otimizadas foram tempo de injeção hidrodinâmica 

por gravidade de 50 s, eletrólito de corrida composto por MES/His 10 mmol L-1 e 

CTAB 0,2 mmol L-1, potencial de separação de -20 kV, capilar com 50 cm (42 cm 

efetivo) de comprimento e 50 µm de diâmetro interno, detecção C4D operando em 

510 kHz e 3V de amplitude. 
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Figura 5. Foto do equipamento de CE-C
4
D utilizado.  

 

3.6 Validação do método analítico 

Para validação do método CE-C4D proposto, foi adotado o protocolo da 

ANVISA, especificamente a Resolução Nº 166, de 24 de julho de 201776, que dispõe 

sobre a validação de métodos analíticos em insumos farmacêuticos, medicamentos 

e produtos biológicos. Os parâmetros analisados foram linearidade, seletividade, 

efeito matriz, exatidão, precisão, limite de detecção e limite de quantificação. A 

validação foi realizada com amostras de suor artificial e real (humano), sendo que 

para a amostra real apenas o teste de adição e recuperação foi considerado devido 

ao volume limitado de amostra adquirido (1 mL).  

A linearidade na faixa de concentrações de 50 a 250 µmol L-1 foi avaliada 

levando-se em consideração o coeficiente de determinação (R2) e o teste de 

hipótese de linearidade (a priori), que consiste em comparar os desvios padrão 

residual,      com o desvio padrão dos valores     em relação suas médias, de 

acordo com a seguinte equação77: 

                  ̂   
     
 

  
   

∑     ̅    ̂  
       

 
   

∑ ∑      
  
   

 
     ̅  

       
                    Equação 5 

 

Em que         ú           i         i               ( )       ib     ;  

 ∑   
 
     ; normalmente      =...=   ,         ). O teste é feito 

comparando-se o resultado da Equação 5 (          ) com                    (   í𝑡    . 
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O efeito de matriz foi avaliado comparando-se estatisticamente os 

coeficientes angulares das curvas analíticas obtidas com o padrão analítico em 

solvente (calibração externa) e com a amostra fortificada (método de adição de 

padrão). 

A curva analítica por calibração externa foi obtida a partir da diluição da 

solução estoque de 10 mmol L-1 de lactato, nas concentrações de 50, 100,150, 200 e 

250 µmol L-1, preparadas em triplicata, cada. Já as soluções empregadas para 

obtenção da curva pelo método de adição de padrão, foram obtidas adicionando-se, 

na amostra de suor artificial diluída (1:100), volumes adequados da solução estoque 

de lactato, de maneira a obter a faixa de concentração de lactato de 50 a 250 µmol 

L-1. Para as duas curvas, utilizou-se o padrão interno formiato na concentração de 

200 µmol L-1, através da adição de volumes adequadas de sua solução estoque 10 

mmol L-1. As razões entre as áreas dos picos de cada concentração do lactato e 

formiato foram empregadas para plotar as curvas analíticas. Os valores de efeito 

matriz (EM) foram calculados de acordo com a seguinte Equação:78 

                                                                                 Equação 6 

Onde: bm = coeficiente angular da curva obtida por adição de padrão , bs = 

coeficiente angular da curva obtida por calibração externa. 

Além disso, foi determinado o teste F (Fischer-Snedecor) pela Equação 7, em 

que o valor de F calculado (Fcal) é encontrado pela razão entre as variâncias dos 

coeficientes angulares das curvas analíticas por adição de padrão e externa.  

 

      
  
 

  
  

                                

Em que   
  e   

  são as variâncias dos coeficientes angulares por adição de 

padrão e calibração externa, respectivamente. 

Já o teste t de Student, foi calculado pela Equação 8: 

                                                             
|  ̅̅̅̅    ̅̅̅̅ |

√(
  
 

  
 

  
 

  )

                                 Equação 8 

 

     Equação 7 
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Sendo que,   ̅̅ ̅    ̅̅ ̅ são as médias dos coeficientes angulares das duas 

curvas analíticas, e n1 e n2, número de pontos de dados de cada uma. 

A exatidão foi avaliada por testes de recuperação das amostras fortificadas 

pela adição de lactato em três níveis de concentrações (4,0, 8,0 e 12,0 mmol L-1), 

em triplicata cada. As porcentagens de recuperação foram calculadas de acordo 

com a seguinte equação: 

 

                                                               
       

  
                         Equação 9 

 

Sendo: C1 = Concentração determinada na amostra fortificada 

             C2 = Concentração determinada na amostra não fortificada  

             C3 = Concentração  adicionada na fortificação 

A precisão intra-dia foi avaliada por meio das determinações de lactato na 

amostra de suor artificial, em seis réplicas. A precisão inter-dia foi avaliada pela 

determinação do analito na amostra em três dias diferentes. O limite de detecção 

(LOD, do inglês limit of detection) e limite de quantificação (LOQ, do inglês limit of 

quantification) foram determinados utilizando o eletroferograma para a menor 

concentração da faixa linear (50 µmol L-1), por meio da relação sinal-ruído.  O LOD 

foi calculado com base na Equação 10: 

                           
 

 
 

  
 
                                                                   Equação 10 

Sendo, C = concentração; h = altura do pico; S = desvio padrão do ruído da 

linha de base. 

Já o limite de quantificação foi calculado de acordo com a Equação: 

                                                                                             Equação 11                           
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

4.1 Otimização da Separação por CE 

Antes da aquisição de um reagente padrão de lactato com alto grau de 

pureza, para o desenvolvimento do método de separação, inicialmente realizou-se 

testes preliminares com uma solução de ácido láctico (90% m/m). Esses testes 

foram realizados primeiramente apenas com uma solução padrão de ácido láctico 

diluída na concentração de 200 µmol L-1. Posteriormente, avaliou-se a separação 

eletroforética na presença de outros compostos, selecionados de acordo com a 

composição típica do suor humano. Esses testes foram importantes para avaliar o 

eletrólito de corrida em relação à detectabilidade e seletividade da separação entre o 

lactato e os íons que poderiam estar presentes em amostras de suor humano.   

 O ácido láctico possui um pKa de 3,86, então foi necessário utilizar um 

eletrólito de corrida com pH acima deste pKa para que os ânions lactato 

prevalecessem. O eletrólito contendo MES/His 10 mmol L-1 e CTAB 0,2 mmol L-1 (pH 

6,1), demonstrou-se adequado como pode ser observado no eletroferograma na 

Figura 6. O pico negativo é um marcador do EOF e corresponde a zona de água na 

amostra. Um fator importante na escolha desse eletrólito é sua baixa condutividade, 

uma vez que na detecção C4D quanto maior a diferença de mobilidade eletroforética 

entre os íons do eletrólito e dos analitos, maior a detectabilidade.  
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Figura 6. Eletroferograma de uma solução de ácido láctico (200 µmol L
-1

). Condições experimentais: 
Eletrólito: MES/His 10 mmol L

-1
, CTAB 0,2 mmol L

-1
 a pH 6,1. Tempo de injeção hidrodinâmica por 

gravidade (50 s e 10 cm), potencial de separação de -25 kV, capilar de sílica 50 cm (42 cm efetivo) de 
comprimento e 50 µm de diâmetro interno, detector C

4
D operando em 510 kHz e 3V de amplitude. 

. 

A solução de ácido láctico utilizado não apresentava grau de pureza 

adequado (~90%), o que pode explicar o surgimento de mais de um pico no 

eletroferograma (Figura 6), tendo em vista a repetição desse fato em várias outras 

corridas.  

Posteriormente, realizou-se testes com o lactato de lítio 200 µmol L-1, como 

pode ser observado nos eletroferogramas nas Figuras 7 e 8. Além do lactato, íons 

cloreto foram adicionados (200 µmol L-1) na amostra (Fig. 8), para avaliar a 

seletividade da separação, uma vez que seria esperada uma concentração elevada 

deste ânion em suor.  
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Figura 7. Eletroferograma de uma solução de lactato de lítio (200 µmol L
-1

). Condições experimentais: 
BGE MES/His 10 mmol L

-1
 e CTAB 0,2 mmol L

-1
 a pH 6,1. Tempo de injeção hidrodinâmica por 

gravidade (50 s e 10 cm), potencial de separação de -25 kV, capilar de sílica 50 cm (42 cm efetivo) de 
comprimento e 50 µm de diâmetro interno, detecção C

4
D operando em 510 kHz e 3V de amplitude. 

 

Figura 8. Eletroferograma de solução de lactato de lítio (200 µmol L
-1

) e cloreto (200 µmol L
-1

). 
Condições de separação como na Fig. 7 



39 
 

De acordo com os eletroferogramas das Figuras 7 e 8, pode-se constatar  que 

os picos eram bem definidos e com boa resolução . Além disso, boa linearidade de 

resposta foi obtida, ratificada pela curva analítica, apresentada na Figura 9, cujo 

coeficiente de determinação (R2) foi de 0,9996. 

 

Figura 9. Curva analítica para lactato (0 a 250 µmol L
-1

) obtida com as condições de separação como 
na Fig. 7. 

 

Apesar dos bons resultados obtidos com o lactato de lítio, este reagente é 

menos disponível que o lactato de sódio e tem custo maior e, por isso, optou-se por 

utilizar o último (pureza maior que 99%) como reagente padrão. Os eletroferogramas 

obtidos com soluções de lactato de sódio são apresentados nas Figuras 10 e 11. 

Nelas podem ser observadas também um pico de sistema79, que foi atribuído à 

presença de íons brometo provenientes do CTAB adicionado (como inversor EOF) 

ao eletrólito de corrida. 
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Figura 10. Eletroferograma de uma solução de lactato de sódio (200 µmol L
-1

). Condições 
experimentais: BGE: MES/His 10 mmol L

-1
 e CTAB 0,2 mmol L

-1
 a pH 6,0. Tempo de injeção 

hidrodinâmica por gravidade (50 s e 10 cm), potencial de separação de -20 kV, capilar de sílica 50 cm 
(42 cm efetivo) de comprimento e 50 µm de diâmetro interno, detecção C

4
D operando em 510 kHz e 

3V de amplitude. 

 

Com intuito de corrigir os efeitos de variações nas injeções de amostra e 

melhorar a precisão instrumental, foram pesquisados reagentes que poderiam ser 

utilizados como padrão interno. Foram selecionados alguns compostos aniônicos 

(ciclamato, formiato, propionato, salicilato e tartarato) para serem avaliados como 

candidatos a padrão interno, por meio de simulação no software PeakMaster 5.180. 

Estes compostos foram considerados ausentes no suor humano e tinham uma 

mobilidade eletroforética próxima àquela do lactato. No entanto, a avaliação 

experimental demonstrou que a maioria deles apresentava baixa detectabilidade ou 

co-migração com outros íons presentes no suor artificial. Apenas o íon formiato 

demonstrou ser adequado para utilização como padrão interno, uma vez que 

apresentava um tempo de migração próximo do lactato e ausência de sobreposição 

de picos, como pode ser observado nas Figuras 11 e 12. A concentração de formiato 

de 200 µmol L-1 foi considerada adequada para ser adicionada, como padrão 

interno, às soluções padrão e às amostras. 
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Durante as simulações com PeakMaster constatou-se que, para o eletrólito 

empregado, o fosfato possuía mobilidade eletroforética próxima à do lactato, o que 

poderia ser uma interferência no método analítico proposto. Entretanto, para 

concentrações de até 50 µmol L-1 de fosfato, não foram detectados picos para este 

ânion, como pode ser observado na Figura 11. É importante destacar que foram 

feitas comparações das áreas do pico do lactato na presença com e na ausência de 

íons fosfato. Desta forma, tendo como base a concentração máxima de fosfato 

geralmente presente no suor 28, em torno de 1 mmol L-1, uma diluição adequada da 

amostra seria suficiente para evitar interferência de fosfato.   

 

 

 

Figura 11. Eletroferograma de solução de lactato de sódio (200 µmol L
-1

), formiato (200 µmol L
-1

) e 
Fosfato (50 µmol L

-1
). Condições experimentais: BGE MES/His 10 mmol L

-1
e CTAB 0,2 mmol L

-1
 a pH 

6,0. Tempo de injeção hidrodinâmica por gravidade (50 s e 10 cm), potencial de separação de -20 kV, 
capilar de sílica 50 cm (42 cm efetivo) de comprimento e 50 µm de diâmetro interno, detecção C

4
D 

operando em 510 kHz e 3V de amplitude. 

 

Como a amostra de suor artificial era composta por vários íons com diferentes 

concentrações, foi necessária uma diluição adequada para evitar a sobreposição de 

picos e garantir a detecção e quantificação do lactato. Para alcançar este objetivo, 
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considerou-se mais adequada uma diluição de 100 vezes. As Figuras 12 e 13 

mostram os eletroferogramas para as amostras de suor artificial e real (humano), 

respectivamente, diluída nessa proporção. 

 

Figura 12. Eletroferograma da amostra de suor artificial diluída 1:100. Condições de separação como 
na Fig. 11. 



43 
 

 

Figura 13. Eletroferograma da amostra de suor humano diluída 1:100. Mesma condições 
experimentais da Figura 11. 

 

As separações foram obtidas em menos de 2 min com boa resolução dos 

picos dos principais íons presentes em ambas as amostras. Os eletroferogramas 

apresentaram algumas diferenças, sendo a principal que o pico do acetato na 

amostra de suor humano é muito pequeno.  

Posteriormente, com o intuito de observar se haveria co-migração do formiato 

(padrão interno) com outro componente da amostra, foi feita a adição de 200 µmol L-

1 de formiato às amostras de suor diluídas em 1:100.  Observando os 

eletroferogramas das Figuras 14 e 15 é possível constatar a ausência de co-

migração envolvendo o pico do padrão interno.  
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Figura 14. Eletroferograma da amostra de suor artificial diluída 1:100 com adição de 200 µmol L
-1

 de 
formiato (padrão interno). Condições de separação como na Fig. 12 

 

Figura 15. Eletroferograma da amostra de suor humano diluída 1:100 com adição de 200 µmol L-1 de 
formiato (padrão interno). Condições de separação como na Fig. 12 
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4.2 Validação do método 

Foram avaliados os parâmetros de adequação do sistema e dos principais 

parâmetros analíticos, a fim de verificar a viabilidade e confiabilidade do método 

proposto. A Tabela 2 sumariza alguns dos principais parâmetros avaliados na 

validação. O desvio padrão do tempo de migração para o lactato foi de 1,2 %, 

demonstrando uma boa repetibilidade. Como esperado em uma separação por CE, 

uma boa eficiência de separação foi obtida, expressa pelo elevado número de pratos 

por metro de coluna capilar. 

 
 
Tabela 2. Parâmetros analíticos do método CE-C

4
D para a determinação do lactato no suor artificial 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a Média ± desvio padrão para 7 repetições consecutivas 

b Número de pratos por metro;  

 

A linearidade da curva analítica foi validada considerando o coeficiente de 

determinação (R2 = 0,9979), uma vez que quanto mais próximo de 1,0 menor a 

dispersão do conjunto de pontos experimentais, melhor o ajuste e menor o erro 

associado. No teste de hipótese de linearidade, a um nível de confiança de 95%, 

      e       , o            foi igual a 2,412 e    í𝑡    igual a 3,260. Isso 

Parâmetros Analíticos 
 

Tempo de migração (min)a 1,67 ± 0,02 

N/mb 184.356 

Equação de regressão y = 2,9·10-3 x – 1,2·10-2  

Faixa linear de calibração (µmol L-1) 

Coeficiente angular  

50-250 

(2.9 ± 0,09) x 10-3 

 

Coeficiente linear 

Coeficiente de determinação (R2) 

(1,2 ± 1) 10-2 

0,9979 

Lack of fit 
P-value = 0,0747 

F-value = 2,412 

LOD (µmol L-1) 3,1 

LOQ (µmol L-1) 10,3 

Precisão intradia (n = 6) (%) 1,49 

Precisão interdia (n = 3) (%) 7,08 
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significa que há linearidade significativa, pois o            <    í𝑡      A curva analítica 

está representada na Figura 16 e o gráfico de resíduos Figura 17. 

 

 

Figura 16. Curva analítica obtida pela razão entre as áreas dos picos de lactato e formiato (200 µmol 
L

-1
). 
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Figura 17. Gráfico de resíduos obtido a partir da curva analítica da figura 16. 
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O efeito de matriz foi avaliado e as curvas analíticas obtidas na calibração 

externa e com adição de padrão estão representadas na Figura 18. 

 

Figura 18. Curvas analíticas obtidas pela razão entre as áreas dos picos de lactato e formiato 
(padrão interno), por adição de padrão na amostra e no solvente (calibração externa). 

  

De acordo com a equação do efeito matriz (EM), a diferença entre os 

coeficientes angulares foi de - 0,35 %. Isso significa que não houve efeito matriz, 

pois a diferença entre os coeficientes angulares das curvas analíticas está dentro do 

intervalo aceitável, -10% < EM < 10%.32 Além disso, a RDC31 estabelece que, antes 

da aplicação do teste t, é importante que as variâncias sejam comparadas por meio 

do teste F, pois o método de cálculo do teste t vai depender da igualdade ou não 

dessas variâncias. Portanto, primeiramente foi feito o Teste F e, posteriormente o 

teste t, com 5 e 6 graus de liberdade, respectivamente. Foram avaliados a um nível 

de 95% de confiança.  

A Tabela 3 mostra os resultados do teste de efeito de matriz para 

determinação de lactato . 
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Tabela 3. : Resultados do efeito de matriz para curvas analíticas por método de adição de padrão e 
calibração externa. 

 

Método de calibração externa 
a  

Método por adição de 
padrãob 

Diferença 
entre as 

inclinações 
(%)c 

Teste -td 

Coeficiente 
angular 
(x 103) 

Média 
(x 103) 

DP (x 103) 
 

Coeficient
e angular  

(x 103) 

Média 
(x 103) 

DP 
(x103)   

2,80 
   

2,97 
    

2,88 
   

3,15 
    

2,69 2,86 0,14 
 

2,67 2,87 0,36 - 0,35 

tcal 
(0,053) 

 <  
ttab (2,45) 

3,09 
   

3,34 
    

2,79 
   

2,73 
    

2,91 
   

2,35 
    

a curva analíticas do lactato em solvente  

b curvas analíticas para o lactato no suor artificial.  

c diferença relativa (%) entre as médias dos coeficientes angulares das 
curvas analíticas no solvente e na amostra de suor artificial. 

d nível de significância de 95 % 

DP: desvio padrão 

 

Para o teste F, o valor tabelado (Ftab) é 5,05 e calculado (Fcal) 6,86. Nesse 

caso, como o Fcal > Ftab, considera-se a hipótese em que as variâncias são 

estatisticamente diferentes, possibilitando a aplicação do teste t. Posteriormente foi 

determinado o teste t, sendo o valor calculado igual a 0,053 e o tabelado 2,45. 

Portanto, o tcal < ttab, indicando que não há diferença significativa entre os 

coeficientes angulares, e consequentemente sem efeito de matriz. Nesse sentido, as 

quantificações foram realizadas por meio de calibração externa. 

Embora a RDC 166/2017 não estabeleça valores de precisão intradia e 

interdia, os valores obtidos (Tabela 2) foram menores que 5% e 10%, 
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respectivamente, podendo ser considerados aceitáveis para fins de análises 

quantitativas. 

A concentração original de lactato na amostra de suor artificial foi 

determinada pelo método CE-C4D como (8,6 ± 0,1) mmol L-1 e na amostra real (36 ± 

1) mmol L-1. A exatidão do método foi avaliada por testes de recuperação realizados 

em três níveis de concentração de lactato, e os resultados estão resumidos na 

Tabela 4. Os valores de recuperação variaram de 97 a 118%, dentro da faixa (80 - 

120%) recomendada pela RDC 166/2017. 

 

 
Tabela 4. Porcentagem de recuperação (média ± DP) de lactato em amostras fortificadas analisadas 
pelo método proposto (n=3). 

 

Amostra 
C1 (mmol L-1) C2 (mmol L-1) 

Recuperação 
(%) 

 4,00 3,88 97 ± 14 

Suor artificial 8,00 8,24 103 ± 14 

 12,00 13,20 110 ± 2 

    

 4,00 4,40 110 ± 2 

Suor humano 8,00 9,20 115 ± 4 

 12,00 14,16 118 ± 2 

 
C1 = Concentração adicionada (mmol L-1) 
C2 = Concentração média encontrada (mmol L-1) 

 

 

A Figura 19 mostra os eletroferogramas das amostras de suor artificial antes e 

depois da fortificação com lactato em três níveis de concentração. 
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Figura 19. Eletroferogramas da amostra de suor artificial diluída 100 vezes. (A) sem e com adição de 
lactato (B) 4,0 (C) 8,0 (D) 12,0 mmol L

-1
. Condições de separação como na Figura 14. Picos (1) 

brometo (2) cloreto (3) formiato (4) acetato (5) lactato. 

 

Não foram encontrados na literatura outros métodos analíticos para 

determinação de lactato no suor utilizando CE, particularmente com C4D. No 

entanto, o método proposto, quando comparado com métodos eletroquímicos81, 

biossensor enzimático82, cromatografia29 e colorimétricos83-85, apresentou LOD e 

LOQ semelhantes ou melhores. Além disso, o método CE-C4D é mais simples de 

efetuar, exigindo apenas uma simples diluição da amostra. Acreditamos que o 

método proposto pode ser aplicado em estudos fisiológicos e desempenho esportivo 

visando determinar concentrações de íons lactato em suor e, pode ser adaptado 

para análises de outros íons presentes nesta matriz. Os resultados referentes a essa 

dissertação foram publicados na revista Electrophoresis.86 
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5 CONCLUSÕES  

O método analítico proposto, empregando CE-C4D, é inédito e demonstrou 

ser simples, rápido e confiável para a determinação de lactato em suor artificial e 

humano. A CE-C4D demonstrou ser uma técnica promissora para este tipo de 

análise, devido ao baixo volume de amostra requerido e a possibilidade de detecção 

direta do lactato, cuja detecção espectrofotométrica é limitada pela baixa absorção 

na região do UV-Vis.  

Os resultados obtidos são de grande relevância, considerando o papel crucial 

do lactato como um indicador metabólico e sua relação com o desempenho físico, 

bem como com a saúde e o diagnóstico de certas doenças. Desta forma, o método 

CE-C4D apresenta um potencial significativo para aplicações futuras, tanto na área 

de estudos esportivos e fisiológicos, quanto na medicina diagnóstica. Além disso, o 

método proposto pode ser utilizado ou adaptado para a determinação de outros íons 

em suor. Acredita-se que este trabalho contribua para a disseminação e utilização 

da CE como uma ferramenta analítica no monitoramento metabólico não invasivo e 

no diagnóstico de condições clínicas relacionadas a quantificação de íons lactato. 
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