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RESUMO

Os liquidos idnicos sdo sais organicos, compostos por um cation organico e um anion que pode
ser organico ou inorganico, com ponto de fusdo abaixo de 100 °C, e propriedades caracteristicas
como baixa pressdo de vapor e excelente estabilidade térmica. Os amino4cidos tém despertado
grande interesse para a preparacao de liquidos idnicos devido as caracteristicas como a presenca
de um carbono quiral em sua estrutura e a biodegradabilidade, sendo possivel estarem presentes
nesses sais como um cation ou anion.

Nesse trabalho, foram analisados liquidos idnicos cujos aminoéacidos L-leucina, L-valina e L-
prolina agiram como anions, sendo os cations formados por sais de aménio quaternarios
derivados do glicerol. A sintese desses liquidos idnicos gerou o ion iodeto como impureza.
Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi desenvolver métodos por eletroforese capilar de zona
com deteccdo direta no UV para a determinacgéo de iodeto como impureza desses sais organicos.
A metodologia consistiu na utilizagdo de 40 mmol L™ de TRIS e 20 mmol L de HCI (pH 8,20)
como eletrélito, sendo realizada em fluxo eletrosmotico normal com polaridade invertida e
injecdo hidrodindmica. Foi utilizando capilar de silica fundida revestido com poliimida de 35
cm (26,5 ou 8,5 cm de comprimento efetivo) e 75 um de diametro interno.

Foram avaliados diferentes modos de injecdo de amostra, os quais foram a injecdo
convencional, a injecdo pelo lado mais proximo ao detector (outlet - SEIP) e injecdo multipla
(MICZE) para diminuir o tempo total da analise. As metodologias de injecdo pelo outlet e
maltipla foram desenvolvidas a partir da convencional.

Para a injecdo pelo outlet, houve a inverséo da pressao aplicada e da voltagem em relacdo ao
método convencional. Para desenvolver o método por injecdo maultipla, foram realizados dois
planejamentos fatoriais, 0 primeiro 22 e o segundo, 32, para obter as melhores condicdes que
fornecessem o maior numero de inje¢des, com melhor resolugdo e no menor tempo possivel.
Esses estudos possibilitaram a obtencdo de um método que realizou 5 injecdes consecutivas em
menos de trés minutos. Posteriormente, foi otimizada a forma de injecdo das amostras, de modo
que a melhor condicéo foi a que injetou a mesma amostra em uma Unica corrida, gerando uma
analise em quintuplicata.

A quantificacdo das amostras e posterior comparacdo dos resultados usando a ANOVA a um
fator, concluiu que ha evidéncia de que ndo existem diferencas significativas entre eles, a 95%

de confianca, sendo, portanto equivalentes.



Comparando o tempo total de anélise dos métodos otimizados, conclui-se que a implementacéao
da metodologia com injecdo mdltipla levou a sua diminuicdo assim como ao aumento da
frequéncia analitica, ja que ela permitiu trinta e uma injecdes em uma hora, enquanto os outros
dois métodos, injecdo convencional e pelo outlet, possibilitaram sete e nove injecGes por hora,

respectivamente.

Palavras-chave: CZE-UV. Liquidos idnicos de amino&cidos. fon iodeto.



ABSTRACT

lonic liquids are organic salts, composed by an organic cation and an organic or inorganic anion,
with melting point below 100 °C, and characteristic properties like low vapor pressure and
excellent thermal stability. The amino acids have aroused great interest for the preparation of
ionic liquids due to characteristics like a chiral carbon in its structure and biodegradability,
being able to be present in these salts as a cation or an anion.

In this work, the ionic liquids analyzed were the ones in which the amino acids L-leucine, L-
valine and L-proline acted as anions, being the cations composed by salts of quaternary
ammonium derivatives of glycerol. These ionic liquids synthesis generated the ion iodide as
impurity. Thus, the aim of this work was to develop methods by capillary zone electrophoresis
with direct UV detection for the determination of iodide as impurity in these organic salts.
The methodology consisted of 40 mmol L™ of TRIS and 20 mmol L of HCI (pH 8.20) as
background electrolyte (BGE), being performed in normal electroosmotic flow with inverted
polarity and hydrodynamic injection. Coated fused silica capillary with polyimide of 35 cm
(26.5 or 8.5 cm of effective length) and 75 um of internal diameter was used.

Different modes of sample injection were evaluated, conventional injection, injection from the
side closest to the detector (outlet — SEIP) and multiple injection (MICZE) to reduce the total
analysis time. The outlet and multiple injection methodologies were developed from the
conventional one.

For the outlet injection, the applied pressure and voltage were reversed in relation to the
conventional method. To develop the multiple injection method, two factorial designs were
performed, the first a 23 and the second, 32, in order to obtain the best conditions that provides
the higher number of injections, with better resolution and in the shortest possible time. These
studies allowed to obtain a method that performs five consecutive injections in less than three
minutes. After that, the sample injection mode was optimized in a way that the best condition
was the one which injected the same sample in a single run, generating a five-fold analysis.
The samples quantification and posterior comparison of the results using the one-way ANOVA,
concluded that there is evidence of no significant differences between them, in the 95% interval,
being therefore equivalents.

Comparing the total analysis time of optimized methods, it was concluded that the
implementation of multiple injection methodologies led to its decrease as well as the increase

in analytical frequency, since it allowed thirty-one injections in one hour, while the other two



methods, conventional and outlet injection, enabled seven and nine injections per hour,

respectively.

Key-words: CZE-UV. Amino acids ionic liquids. lodide ion.
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1. INTRODUCAO

Liquidos idnicos (LI) sdo sais organicos constituidos, em geral, por um cétion organico
e um anion que pode ser organico ou inorganico, com ponto de fusdo abaixo de 100 °C. Muitas
vezes, eles sdo liquidos a temperatura ambiente (25 °C) ou proximo dela (PEREIRA, 2013;
SEDDON et al., 2000).

Entre os cations comumente encontrados em L1, estdo os ions 1-alquil-3-metilimidazol,
N-alquilpiridina, tetraalquilamonio, tetraalquilfosfonio e N-alquil-N-metil-pirrolizidinio. Ja os
anions tipicos de serem encontrados nos mesmos sdo o cloreto, brometo, tiocianato, acetato,
tetrafluoroborato, hexafluorofosfato, triflato e bis(trifluorometilsulfonil)imida
(HOOGERSTRAETE et al., 2014).

Os LI tém como caracteristicas a baixa pressdo de vapor, excelente estabilidade térmica,
condutividade elétrica, ndo inflamabilidade e alta polaridade (HOOGERSTRAETE et al.,
2014).

Entre as varias aplicacdes, encontram-se 0 uso como solventes em reacGes organicas e
catélise (HOOGERSTRAETE et al., 2014; PORTER et al., 2014).

1.1. LIQUIDOS IONICOS DERIVADOS DE AMINOACIDOS

Entre os varios LI sendo sintetizados atualmente, encontram-se 0s que tem em sua
composicdo cations formados por sais de aménio quaternarios derivados do glicerol e anions,
formados por aminoacidos (PEREIRA, 2013).

Para a preparacdo desses LI, o glicerol tem sido utilizado como material de partida para
geragdo dos cations, pois como ele é abundante no Brasil, ha agregacdo de valor ao produto
final (PEREIRA et al., 2018).

Os aminoacidos contém em sua estrutura grupo amino e grupo carboxilico, além de
carbono quiral. Essas caracteristicas associadas a sua biodegradabilidade, atividade biol6gica e
baixo custo tém feito aumentar o interesse pela sua utilizagdo na preparacdo de LI, gerando o
que é denominado por LI derivados de aminoacidos (OHNO & FUKUMOTO, 2007; PEREIRA
etal., 2018).

Devido a presenca de grupo amino e grupo carboxilico na estrutura dos aminodcidos,
eles poderiam ser utilizados como anions ou como cations na formacéo do LI, por causa da
possibilidade de haver protonacdo do grupo amino, gerando o cation ou ionizagdo do grupo
acido carboxilico gerando o anion (OHNO & FUKUMOTO, 2007).
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Dos LI nos quais os aminoécidos aparecem como anions, encontram-se 0s que estdo
ligados a dois tipos de cations diferentes, ambos correspondentes a sais de amdnio quaternarios
derivados do glicerol. O primeiro cation, aqui chamado cation tipo 1, é o 3-(tri-
etilamoénio)propano-1,2-diol, que apresenta duas hidroxilas livres, uma priméaria e outra

secundaria, como mostrado na Figura 1 (PEREIRA, 2013).

Figura 1: Estrutura do cation 1 - 3-(tri-etilaménio)propano-1,2-diol.

K
/\[/\K

Fonte: Adaptado de PEREIRA et al., 2018.

O segundo cétion, chamado cation tipo 2, é o cation N-((1,3-dioxolan-4-il)metil)-
N,N,N-trietilaménio, em que as duas hidroxilas livres presentes no céation tipo 1 estdo

protegidos na forma de cetal, como mostrado na Figura 2 (PEREIRA et al., 2018).

Figura 2: Estrutura do céation tipo 2 - N-((1,3-dioxolan-4-il)metil)-N,N,N-trietilaménio.

~
(1

Fonte: Adaptado de PEREIRA et al., 2018.

Entre os aminoacidos utilizados na preparacdo de LI, sdo encontrados os que estdo
mostrados na Figura 3. Sendo eles: L-leucina (Figura 3a), L-valina (Figura 3b), e L-prolina
(Figura 3c) (PEREIRA, 2013; PEREIRA et al., 2018).
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Figura 3: Estrutura dos amino&cidos.

O 0
0]
o o m
NH, NH, N o
a) L - Leucina b) L - Valina ¢) L - Prolina

Fonte: Adaptado de PEREIRA et al., 2018.

Dessa forma, o LI formado entre o cation tipo 1 e um aminodacido, € denominado LI tipo
1. Enquanto o LI composto pelo cation tipo 2 e um aminoacido, tem a denominacéo LI tipo 2.

A estrutura geral dos dois tipos de LI é apresentada na Figura 4:

Figura 4: Estrutura geral dos liquidos idnicos derivados de aminoacidos contendo o cation
tipo 1 ou o cation tipo 2.

— — — — _— —_

- N
L M

a) Liquido iénico tipo 1 b) Liquido iénico tipo 2

[AA-] = Aminoacidos

Fonte: Adaptado de PEREIRA et al., 2018.

1.2. PREPARACAO DOS LI DERIVADOS DE AMINOACIDOS COM SAIS DE AMONIO
QUATERNARIOS ORIGINADOS DO GLICEROL COMO CATIONS

Os dois céations usados na preparacdo desses LI derivados de aminoécidos s&o
preparados a partir do sal de amdnio quaternario 3-(tri-etilamdnio)propan-1,2-diol iodeto,
originado do glicerol, mostrado na Figura 5, como substancia intermediaria, em elevado grau

de pureza de modo a evitar a obtencgéo de produtos contaminados (PEREIRA, 2013).
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E possivel perceber analisando a Figura 5, que essa estrutura apresenta um ion iodeto
como contra-ion (PEREIRA, 2013).

Figura 5: Estrutura do sal 3-(tri-etilamoénio)propan-1,2-diol iodeto usado na preparagdo dos LI

de aminoacidos e sais de amonio quaternarios.

N
A

Fonte: Adaptado de PEREIRA et al., 2018.

O sal 3-(tri-etilaménio)propan-1,2-diol iodeto é obtido a partir do glicerol em quatro

etapas, conforme mostra o esquema da Figura 6 (PEREIRA et al., 2018).

Figura 6: Esquema de obtencdo do sal 3-(tri-etilaménio)propan-1,2-diol a partir do glicerol.

HO/\(\OH (1()—()11)’_ O/\‘/\I ﬂ» HO/Y\N,,C\
111
CH OH OH \\

(i) Acetona, acido p-toluenosulfonico, éter de petréleo, Dean-Stark, 32 h, 60 °C;
(i) trifenilfosfina, I, imidazol, tolueno, 2 h, 90 °C; (iii) HCI 2 mol L™, acetona, 4
h, 50 °C; (iv) trietilamina, etanol, 16 h, 60 °C.

Fonte: Adaptado de PEREIRA et al., 2018.

Os LI do tipo 1 sdo preparados a partir da troca aniénica do ion iodeto no sal 3-(tri-
etilamonio)propan-1,2-diol iodeto pela hidroxila. Esse procedimento é realizado pela eluicéo
do LI em coluna cromatografica contendo a resina de troca aniénica Amberlyst A-26 ion
hidroxido livre como fase estaciondria e dgua deionizada como eluente, obtendo a estrutura
mostrada na Figura 7 (PEREIRA, 2013).
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Figura 7: Estrutura do sal intermediario 3-(tri-etilamonio)propan-1,2-diol iodeto apds
troca anidnica do iodeto por hidroxila.

5 ( "OH
HO/\I/\ N7 Amberlyst A - 26 .~ HO/Y\N{\
on WU

Fonte: Adaptado de PEREIRA et al., 2018.

Apos a troca anidnica, os hidroxidos de sais de amonio quaternarios sdo neutralizados
utilizando os trés aminoacidos mostrados na Figura 3, em excesso, separadamente (PEREIRA,
2013).

Jaos LI do tipo 2, como apresentam as duas hidroxilas do LI tipo 1 protegidas na forma
de cetal, necessitam de um método de preparo diferenciado. Dessa forma, de inicio ha a
prote¢do das hidroxilas da substancia intermediaria 3-(tri-etilaménio)propan-1,2-diol iodeto na

forma de cetal, tal como mostrado no esquema da Figura 8 (PEREIRA, 2013).

Figura 8: Esquema de protecéo das hidroxilas do sal intermediario 3-(tri-etilaménio)propan-
1,2-diol iodeto.

" o ~
MK /\I/\K

(i)Paraformaldeido (CH20), &cido p-toluenosulfonico, acetonitrila, 4 h, 90 °C.

Fonte: Adaptado de PEREIRA, 2013.

Como esta apresenta o ion iodeto como contra-ion, é necessario haver a troca anionica
do ion iodeto, usando o mesmo procedimento discutido anteriormente, de acordo com a Figura
9 (PEREIRA, 2013).
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Figura 9: Troca aniodnica realizada para a preparagdo do LI tipo 2.

I/ I “OH
O/Y\t Amberlyst A - 26 . O/\[/\ h{\\

\_-O \_-0

Fonte: Adaptado de PEREIRA et al., 2018.

Como o procedimento de preparo desses LI envolve a troca aniénica do ion iodeto por
hidroxila, é possivel que nesse procedimento ndo haja a troca total entre os ions, restando ions
iodeto ao final do processo.

Assim, apés a preparacdo dos dois tipos de LI mostrados anteriormente, € necessario
averiguar se a troca anibnica foi efetiva, ou seja, se ainda ha iodeto nos compostos formados.

Caso esse ion esteja presente, ele é considerado impureza da sintese do LI (PEREIRA, 2013).

1.3. IMPUREZAS

Uma das limita¢des do trabalho com LI é a sua obtencdo com alta e conhecida pureza,
com as impurezas vindo, principalmente, da sua sintese (ANDANSON et al., 2016).

As impurezas que mais se destacam em LI sdo a agua e haletos. A importancia dessas
impurezas consiste na potencial alteracdo das propriedades fisico-quimicas como ponto de
fusdo, viscosidade, densidade, condutividade e estabilidade térmica.

O efeito dos haletos aos LI se estendem a reatividade de reacbes com catélise
organometalica (HOOGERSTRAETE et al., 2014).

Para determinar a auséncia de haletos, como é o caso do ion iodeto em LI, e sua
consequente pureza, ¢ relatado na literatura o “teste do nitrato de prata (AgNOz)” usando
AgNO3 a 1 %. Para isso, algumas gotas de AgNO3 séo adicionados a uma solugédo aquosa de
liquido i6nico (para LI hidrofilicos) ou a agua de lavagem de um LI hidrofébico. O cation Ag*
na presenca de iodeto forma um precipitado amarelo formado por iodeto de prata (Agl),
indicando assim a troca incompleta do ion iodeto pela hidroxila. Porém, na auséncia do iodeto
e alta concentragéo de hidroxila, h4 formagéo de um precipitado de hidroxido de prata (AgOH),
gue se desproporciona em 6xido de prata 11 (AgO), que consiste em um precipitado preto, e
prata elementar (Ag), indicando a auséncia do ion iodeto, ou seja, indicando a troca efetiva
deste pela hidroxila (HOOGERSTRAETE et al., 2014; PEREIRA, 2013).
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Esse método € aceito como prova da pureza do LI. Porém, este teste ndo consegue
quantificar a concentracdo destas impurezas (PORTER et al., 2014).

Uma forma de determinar haletos em LI de forma quantitativa é a titulacdo por VVolhard.
Seu principio consiste na precipitacdo dos haletos, presentes em uma solucéo aquosa de L1, pela
adicao de excesso de AgNOs. O precipitado, entdo, é filtrado e o0 excesso de ions prata é titulado
com solucéo de tiocianato (SCN™) (STARK et al., 2008).

Excesso de tiocianato forma um complexo vermelho-tijolo, formado por FeSCN2*, com
o indicador (Fe (111)) e o ponto final é determinado visualmente pela aparicdo permanente da
coloracédo vermelha (STARK et al., 2008).

Apesar desse método ser confidvel, ele apresenta algumas desvantagens, como a grande
quantidade de amostra usada (0,5 g) e a impossibilidade de sua regeneracdo. Assim, para uma
realidade em que é obtido pouca quantidade de LI, seu uso se torna inviavel (STARK et al.,
2008).

Hoogerstraete e colaboradores (2014) descrevem a técnica de fluorescéncia de reflexao
total de raio-X para determinar impurezas halogénicas em liquidos idnicos formados pelo cation
1-butil-3-metilimidazol e os anions acetato, nitrato, trifluorometanossulfonato e
bis(trifluorometilsulfonil(imida). Esta técnica apresenta como vantagens, a simples preparacao
de amostra, o fato de a analise ser rapida e o pequeno gasto de amostra. Porém, ela tem como
desvantagem o preparo da amostra envolver solucdes padrdo de metais, que sdo diluidas em
acido para ndo possibilitar a hidrélise deles. Assim, o acido pode reagir com o haleto formando
haleto de hidrogénio que sdo volateis e podem evaporar na etapa de secagem da amostra,
gerando resultados imprecisos (HOOGERSTRAETE et al., 2014).

Berthier e colaboradores (2004) desenvolveram um método por eletroforese capilar, em
que € determinado cloreto em LI formado pelo cation 1-butil-3-metil-imidazol e pelo anion
bis(trifluorometanossulfonil)amida. Neste, foi usado como eletrélito 24 mmol L de amediol
(2-amino-2-metil-1,3-propanodiol) e 20 mmol L de cromato (CrO2~) em pH 8,4, capilar de
silica sem revestimento de 35 cm (26,5 cm até o detector) e 50 um de diametro interno. A
temperatura correspondeu a 35 °C e a voltagem aplicada de — 10 kV. A injecdo ocorreu em duas
etapas, injecdo hidrodindmica de agua (50 mbar por 40 s) seguida pela injecao eletrocinética do
LI (- 20 kV por 20 s). Essa metodologia proporcionou tempo de migracéo do cloreto menor do
que 4 minutos. Esse método foi empregado, com alteracGes, para a determinacdo de brometo
em LI de mesmo céation, mas com o anion hexafluorofosfato (BERTHIER et al., 2004).

Como a performance do LI é altamente dependente da sua pureza, métodos que

consigam quantificar essas impurezas, em baixas concentragcdes, se tornam necessarios
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(GORDON et al., 2008; HOOGERSTRAETE et al., 2014; PORTER et al., 2014). Sendo assim,
a eletroforese capilar € uma alternativa para a quantificacdo de iodeto como impureza em

liquidos i6nicos.

1.4. ELETROFORESE CAPILAR

A eletroforese capilar (CE, do inglés capillary electrophoresis) € uma técnica de separacao
analitica em meio liquido baseada na migracdo diferenciada de compostos neutros, espécies
ionizaveis e ions solvatados mediante a aplicagdo de um campo elétrico a um tubo capilar contendo
uma solucdo eletrolitica. Esta apresenta algumas vantagens em relacdo a outras técnicas, como
pegueno volume de amostra utilizado, pouco ou nenhum solvente organico, curto tempo de analise
e auséncia de pré-tratamento das amostras antes da injecdo (OLIVEIRA et al., 2012).

Uma representacao esquematica do equipamento de eletroforese capilar é demonstrada

na Figura 10.

Figura 10: Representacdo esquematica do equipamento de CE.
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Fonte: SPUDEIT et al., 2012.

O instrumento consiste, basicamente, em um tubo capilar onde a separagdo ocorre, uma
fonte de alta tensdo (F, que opera com voltagens de até 30 kV), um par de eletrodos (e1 € €2)
(geralmente, de platina), um detector (D), frascos reservatorios de amostra e eletrélito (R1 e Ry)
e um computador (C) para obtencdo e tratamento de dados (BAKER, 1995; SPUDEIT et al.,
2012).

Entre os varios modos de eletroforese capilar disponiveis, um dois mais utilizados

consiste na eletroforese capilar de zona (CZE, do inglés capillary zone electrophoresis),
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também conhecida como eletroforese capilar em solucdo livre, porém este é o termo menos
utilizado (BAKER, 1995; TAVARES, 1997).

Em CZE, o tubo capilar é preenchido com um eletrolito, geralmente de composicéao
constante e caracteristicas tamponantes. Ao ser aplicada uma tensdo constante, os solutos
migram atraves do capilar em zonas com velocidades constantes, mas distintas, o que gera a
separagdo dos analitos em fungdo das suas mobilidades eletroforéticas (BAKER, 1995;
TAVARES, 1996).

Os capilares mais comumente utilizados em CE sdo os de silica fundida, os quais contém
grupos silanol (Si-OH). Ao se inserir o eletrdlito neste capilar, esses grupos sdo ionizados a
grupos silanoato (Si — 0~) em pH em torno de trés. Para melhorar essa ionizacao, passa-se uma
solucdo basica como o hidréxido de sédio (NaOH) através do capilar, seguida pela passagem
de eletrolito (BAKER, 1995).

Assim, a superficie carregada negativamente atrai cations do eletrélito formando uma
camada interna dos mesmos, que € denominada como camada fixa. Porém, ela ndo possui carga
positiva suficiente para neutralizar as cargas negativas da superficie do capilar, entdo uma
segunda camada de cétions, que é chamada de camada maével, se forma nas proximidades da
primeira, gerando a dupla camada difusa (BAKER, 1995).

Quando um campo elétrico é aplicado, os cations da camada movel sdo atraidos em
direcdo ao catodo (polo negativo). Como esses cations sao solvatados, ha o arraste do eletrolito
com eles, causando o que se chama de fluxo eletrosmético (EOF, do inglés electroosmotic
flow), cuja velocidade, denominada velocidade do EOF (veor) € dada pela equacdo (1)
(BAKER, 1995):

&(E

ppe ¢y

VEoF =

Em que ¢ ¢ a constante dielétrica do tampao, { ¢ o potencial zeta, E 0 campo elétrico
aplicado (V/cm) e 1 corresponde a viscosidade do tampao. O potencial zeta ({) é determinado
pela carga na superficie do capilar e é proporcional a espessura da dupla camada difusa
(BAKER, 1995).

Os solutos carregados, sob a influéncia do campo elétrico, migrardo através do capilar
com uma velocidade, caracteristica e distinta para cada um, que é chamada de velocidade
eletroforeética (vep), dada pela equacéo (2), que é dependente da mobilidade eletroforética (liep)
e do campo elétrico aplicado (E) (BAKER, 1995).
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Vep = Her E (2)

A mobilidade eletroforética (Ler) € a mobilidade caracteristica que cada ion possui em
solucéo e € dado pela equacéo (3) (BAKER, 1995):

_q
T — (3)

Em que, q ¢ a carga do analito ionizado, 1 € a viscosidade do eletrolito e r, 0 raio do

soluto, que é assumido como radial. Dessa forma, tem-se que quanto maior a razao carga/raio

(%) do ion, maior a mobilidade eletroforética dele para um dado campo elétrico e eletrolito

usado, o que resulta em maior velocidade.

A mobilidade eletroforética (Uer) também pode ser expressa em funcdo do campo
elétrico, pela equacdo (4). Em que, ver é a velocidade eletroforética, E é o campo elétrico,
definido como a razdo entre a voltagem aplicada (V) e o comprimento do capilar (L) (BAKER,
1995).

Vep _ Vep L

—_— — 4
HEp E v (4)

A separacdo das espécies ocorre devido a diferenca da velocidade eletroforética entre
elas (BAKER, 1995; SPUDEIT et al., 2012).

A velocidade do soluto é influenciada tanto pela mobilidade eletrosmotica quanto pela
velocidade eletroforética, originando a velocidade eletroforética observada (vogss) dada pela
equacéo (5) (BAKER, 1995).

voBs = Vep + Veor (5)

A mobilidade eletroforética observada (poss) também é influenciada pela mobilidade

eletrosmatica (ueor) e eletroforética pela equacéo (6) (BAKER, 1995):

HoBs = Mep + HeoF (6)
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O equipamento de CE possibilita 0 uso de voltagem tanto positiva quanto negativa. Assim,
o controle do EOF e da polaridade da fonte de alta tens&o é importante para a anélise de cations e
de anions (TAVARES, 1997).

Na cletroforese capilar “normal”, a separacdo é conduzida sob EOF normal, ou seja, na qual
0 EOF esté direcionado ao catodo (-). Se polaridade da fonte de alta tensdo também é normal —
positiva na extremidade em que é feita a introducéo da amostra —, 0s cations que séo atraidos pelo
polo negativo, assim como a sua mobilidade eletroforética, estardo na mesma dire¢cdo do EOF
(BAKER, 1995; COLOMBARA et al., 1997; TAVARES, 1997), conforme a Figura 11.

Figura 11: CE com polaridade e EOF normais para cétions.

DETECGAO NJECAD
EOF normal

o+ ) -
- veor *—  polaridace
VeR

Fonte: Adaptado de COLOMBARA et al., 1997.

Na mesma condicdo, os anions sao atraidos pelo anodo (polo positivo). Dessa forma, a
mobilidade eletroforética dos anions se direciona ao mesmo, de modo que eles se movem na dire¢éo
oposta ao EOF (BAKER, 1995; COLOMBARA et al., 1997; TAVARES, 1997), conforme mostra
a Figura 12. Assim, passam pelo detector os anions maiores, que sdo mais lentos, por serem
arrastados pelo EOF, ja que possuem mobilidade menor do que este ultimo. Se os anions forem
rapidos ou moderadamente lentos, eles deixam a coluna assim que o campo elétrico é aplicado e
ndo atingem o detector (BAKER, 1995; COLOMBARA et al., 1997; TAVARES, 1997).

Figura 12: CE com polaridade e EOF normais para anions.
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Fonte: Adaptado de COLOMBARA et al., 1997.
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Dessa forma, para a analise de anions répidos, é interessante a inversdo da polaridade da
fonte de alta tens&o. Assim, o detector fica posicionado do lado positivo (anodo), exercendo atracao
sobre os anions, enquanto o EOF continua direcionado ao catodo (polo negativo), conforme a
Figura 13. Os anions continuam migrando na direcéo oposta ao EOF, porém como 0s anions rapidos
possuem mobilidade maior do que o EOF, apesar de migrarem em dire¢éo oposta a eles, conseguem
ser detectados no detector. Entretanto, o fato de migrarem no fluxo contraeletrosmético pode levar
a analises com tempo mais elevado (BAKER, 1995; COLOMBARA et al., 1997; TAVARES,
1997).

Figura 13: CE com EOF normal e polaridade invertida para anions.

N SO
— VEOF . polaridade
VED inverida

Fonte: Adaptado de COLOMBARA et al., 1997.

Nas duas situacdes, solutos neutros migram na mesma velocidade do EOF, chegando ao
detector junto com o mesmo, ndo sendo possivel detecta-los usando CZE. Dessa forma, outros
modos de CE devem ser utilizados de forma a detecta-los, como a Cromatografia Eletrocinética
Micelar, do inglés Micellar Electrokinetic Chromatography (MEKC) (BAKER, 1995; SILVA et
al., 2007).

Uma outra possibilidade para a analise de anions consiste na inversdo do EOF, mantendo a
polaridade invertida. Para essa inversdo, é adicionado ao eletrolito um surfactante cationico,
principalmente os derivados de sais quaternarios de aménio de cadeia longa, como o brometo de
cetiltrimetilaménio (CTAB, do inglés cetiltrimethylammoniumbromide). Nesse, como
demonstrado na Figura 14, a cauda hidrofilica da amina quaternaria carregada positivamente,
interage com os grupos silanoato (Si — 0~) da parede do capilar, enquanto a cauda hidrofébica se
associa entre si. Assim, a cauda hidrofilica também interage com os anions do eletrélito, que sdo
atraidos pelo polo positivo (anodo), invertendo assim o EOF sob a acdo de um campo elétrico
(BAKER, 1995; COLOMBARA et al., 1997; TAVARES, 1997).
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Figura 14: CE com polaridade de EOF invertido.
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Fonte: Adaptado de COLOMBARA et al., 1997.

1.4.1. Curva de mobilidade eletroforética efetiva

A mobilidade efetiva (uf) de uma determinada espécie i, em solucdo, em equilibrio com
diferentes espécies j, pode ser calculada pela definicdo de Tiselius, que afirma que as espécies
em equilibrio irdo migrar sob a influéncia de um campo elétrico com uma mobilidade efetiva,
dada pela equacéo (7) (TAVARES, 1996):

(Mer)i = Z (b o) (7)

Em que, a; representa a funcdo de distribuicdo das espécies e p; a mobilidade ionica de
cada espécie em equilibrio (TAVARES, 1996).

A funcdo de distribuicdo depende da magnitude da constante de dissociagédo do soluto
(pKa) e determina as espécies que predominam em um dado valor de pH. Dessa forma,
possuindo os valores de pKa é possivel calcular a funcdo de distribuicdo das espécies em
equilibrio, em um dado pH.

Construida essa funcdo, e com o auxilio das mobilidades ibnicas das espécies,
determina-se os valores de mobilidade efetiva das espécies em um determinado pH. Com esses
valores, € possivel construir uma curva de mobilidade efetiva versus pH. Essa curva é um modo
tedrico util para escolha do melhor pH para uma determinada separacdo ocorrer, além de

auxiliar na escolha dos constituintes dos eletrolitos de corrida (TAVARES, 1996).

1.4.2. Detecgdo UV/Vis

Em CE, o modo de deteccdo mais utilizado é o baseado na absorbéancia da luz
ultravioleta (UV) ou visivel (Vis). Ele é usado quando as especies de interesse apresentam
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absorcdo na regido do ultravioleta e/ou visivel. Quando se incide luz sobre o capilar, a amostra
absorve parte dessa luz e 0 que ndo é absorvido é detectada por um fotodetector, também
chamado de fotodiodo (BAKER, 1995; SPUDEIT et al., 2012).

O principio da detec¢do por UV/Vis é baseada na lei de Lambert Beer, em que a
absorbancia (A) é dada pela equacéo (8) (BAKER, 1995; SATO, 2014):

A=¢bC(8)

Em que “g” ¢ a absortividade molar e “b”, o comprimento éptico. Para a CE, b serd o
proprio didmetro interno do capilar. J& o simbolo “C” corresponde a concentragédo do soluto. A
absortividade molar depende das caracteristicas do grupo croméforo do soluto, do comprimento
de onda incidente e da composicéo do eletrolito (BAKER, 1995; SATO, 2014).

Para compostos que apresentam baixa absortividade molar no UV/Vis é possivel usar a
deteccdo indireta. Para isso, um cromdforo ibnico é adicionado ao eletrélito. Durante a analise
0 comprimento de onda de absorcdo do sinal do cromoforo adicionado ao background
electrolyte (BGE) é monitorado pelo sistema de deteccdo, de maneira que quando um soluto
apresentando grupo cromoforo com baixa ou completa auséncia de absor¢do molecular no
comprimento de onda do cromodforo do BGE, desloca o ion cromdforo do mesmo
proporcionando um decréscimo do sinal de absorbancia, resultando em um pico negativo
(BAKER, 1995; SATO, 2014).

1.4.3. Modos de injecdo em CE

As amostras podem ser injetadas de duas formas, por injecdo hidrodindmica ou
eletrocinética. Na injecdo hidrodindmica, é aplicada uma diferenca de pressdo que se estabelece
entre o reservatorio de amostra e o capilar. Essa forma de introducéo de amostra permite que essa
seja realizada de forma individual ou em sequéncia, denominadas como injecéo simples e multipla,
respectivamente (SPUDEIT et al., 2012).

A segunda forma de injecdo de amostra é a eletrocinética ou por eletromigracao. Nesse tipo
de introducéo de amostra, ela é introduzida atraves da aplicacéo de voltagem (SPUDEIT et al.,
2012).

Nos equipamentos de CE, o detector esta posicionado assimetricamente, de forma que ha

uma extremidade do capilar mais proxima ao detector e outra mais distante a0 mesmo, havendo
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possibilidade de realizar a injecdo de amostras ou padrdes em uma dessas extremidades (GLATZ,
2013).

A injecdo convencional ocorre quando ela € realizada na extremidade do capilar mais
distante ao detector (ALTRIA et al., 1996), como mostra a representacdo esquematica mostrada na
Figura 15.

Figura 15: Representacdo esquematica da injecdo convencional.
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Fonte: Prdpria autora.

Quando a inje¢do de amostras ou padrdes ocorre na extremidade mais préxima ao detector,
0 modo de injecdo é conhecido em inglés como short-end injection procedure (SEIP), ou seja,
procedimento de injecdo pelo lado mais curto ou proximo ao detecttor, ou simplesmente, injecdo
pelo outlet (termo que foi utilizado nesse trabalho), como mostrado na Figura 16. Esse método de
injecdo minimiza a distancia que o soluto deve percorrer antes da detec¢do, levando a diminuicao
do tempo de corrida (ALTRIA et al., 1996; GLATZ, 2013).

Figura 16: Representacdo esquematica da injecdo pelo outlet.

Injecdo Detector

I

Fonte: Prdpria autora.

A menor distancia entre o detector e a extremidade tem, em geral, entre 7 e 10 centimetros
de comprimento. Para implementar o método de injecéo pelo outlet, ndo é necessario fazer grandes
modificagOes em relagdo a injegdo convencional, com possibilidade de utilizar o mesmo capilar e
demais condicgdes, alterando apenas a polaridade e caracteristicas da injecdo. Para a injecéo
hidrodindmica, a injecdo é realizada colocando o frasco reservatério na posicdo do outlet
(extremidade mais proxima ao detector), e aplicando pressdo negativa no reservatorio de entrada, 0

inlet (GLATZ, 2013). Além disso, é necessario considerar que esse modo de injecdo demanda a
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inversdo da polaridade da voltagem aplicada durante a criacdo do método, em relacdo ao modo de
injecdo normalmente utilizado, para inverter a direcdo de migracéo dos analitos (ALTRIA et al.,
1996; GLATZ, 2013).

Todos os outros procedimentos relacionados a analise por CE, quando utilizada a injecéo
pelo outlet, s&o semelhantes aos utilizados com o modo de injecéo convencional (GLATZ, 2013).

Um terceiro modo de realizar a inje¢cdo em CE, € denominada eletroforese capilar de inje¢do
maltipla (MICZE), do inglés multiple — injection CZE. Este ¢ um modo de CE que prevé a
possibilidade de analisar duas ou mais amostras ou padrfes dentro de uma Unica corrida, podendo
ser usado tanto para a quantificacdo das amostras quanto para a construcdo de curvas analiticas
(AMINI et al., 2008; LODEN et al., 2008; VITALI et al., 2011).

Uma vantagem deste sobre o0 modo a injecdo tradicional € a reducao das variaces no tempo
de migracdo entre corridas e nas areas dos picos, principalmente as causadas por pequenas
alteracdes no EOF (AMINI et al., 2008)

Esse método de anélise aumenta a precisdo de determinagdes, ja que as amostras sdo
analisadas sob as mesmas condicdes experimentais (LODEN et al., 2008).

Nessa condicdo, as amostras sdo injetadas sequencialmente, sendo intercaladas pela injecao
de eletrdlito espacgador, que recebe essa denominacgao porque € injetado para garantir que as zonas
de amostras ndo se misturem e que haja uma boa resolucéo entre os picos no eletroferograma obtido.

A Figura 17 representa esquematicamente, a injecdo maltipla.

Figura 17: Representacdo esquematica da injecao multipla no capilar.
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Fonte: Propria autora.
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A implementacdo da metodologia por injecdo multipla demanda a elaboragéo de um método
no equipamento de CE. Para isso, considerando o modelo Agilent 7100 (Agilent Technologies, Palo
Alto, USA) e o software (ChemStation A.06.01), é necessario seguir a sequéncia: Method - New
Method = Set up intrument method = CE - Injection. Para realizar a injecéo hidrodinamica, em
“Function”, selecionar “Apply pressure” € em “Parameter”, selecionar o valor da pressao
aplicada e o tempo da mesma. Em seguida, para o “inlet”, selecionar o “vial”” de injecéo e para o
“outlet”, selecionar “Outlet home vial”, iss0 quando se deseja fazer a injecdo pelo lado mais
distante ao detector.

O parédmetro “inlet” é 0 que define a injecdo maltipla. Para isso, deve-se ter conhecimento
dos vials que armazenam as amostras ou padrdes e o eletrolito espacador. Assim, seleciona-se
“append” para programar o numero de injecdes desejado, considerando as injecfes de amostras e
eletrolito, com cada “linha” do programa de inje¢o correspondendo & uma introducéo de amostra
ou eletrdlito espacador. Posteriormente, seleciona-se o primeiro vial com amostra a ser injetado, em
seguida seleciona-se o vial contendo o eletrélito espacador, depois seleciona-se outro vial com
amostra (que pode ser igual ao anterior ou ndo) com posterior escolha do vial com o eletrolito
espacador e assim sucessivamente. Esse procedimento deve ser realizado até definir o nimero de
injecOes consecutivas pretendido, conforme exemplifica o programa de injecdo mostrado na Tabela
1.

Tabela 1: Exemplo de programa de injecdo maultipla.

Function Parameter
Apply pressure 25 mbar for 5 s (Inlet: 11 Outlet: Outlet Home Vial)
Apply pressure 25 mbar for 16 s (Inlet: 48 Outlet: Outlet Home Vial)
Apply pressure 25 mbar for 5 s (Inlet: 12 Outlet: Outlet Home Vial)
Apply pressure 25 mbar for 16 s (Inlet: 48 Outlet: Outlet Home Vial)
Apply pressure 25 mbar for 5 s (Inlet: 13 Outlet: Outlet Home Vial)
Apply pressure 25 mbar for 16 s (Inlet: 48 Outlet: Outlet Home Vial)
Apply pressure 25 mbar for 5 s (Inlet: 14 Outlet: Outlet Home Vial)
Apply pressure 25 mbar for 16 s (Inlet: 48 Outlet: Outlet Home Vial)
Apply pressure 25 mbar for 5 s (Inlet: 15 Outlet: Outlet Home Vial)

Vials de posic¢do 11, 12, 13, 14 e 15— Amostras.
Vial de posicgdo 48 — Eletrdlito.
Fonte: Propria autora.
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Na Tabela 1, foi mostrada a injecao hidrodinamica pelo lado mais distante ao detector de 5
amostras (25 mbar por 5 s), as quais estavam contidas nos vials de posicdes 11, 12, 13, 14 e 15,
intercaladas por injecéo de eletrélito espacador (25 mbar por 16 s), contido no vial 48. De forma,
que foram realizadas 9 injecdes ao todo, entre introducdo de amostra e eletrolito.

Todas as outras condiges do método séo definidas da mesma maneira que é realizada na
injecéo convencional.

Para encontrar a melhor separacéo entre os picos das amostras, o tempo de injecdo de
eletrdlito deve ser investigado.

Porém, para a otimizagdo do método usando injecdo maltipla é necessario a analise da
amostra usando a inje¢do convencional, de modo que as condigdes e parametros de separagdo sejam
avaliadas, afim de identificar possiveis interferentes e se a injecdo multipla é de fato possivel
(VITALI et al., 2011).

Nesse contexto, o tempo total de analise (TAT), do inglés total analysis time de cada
amostra consiste no tempo necessario para o procedimento de limpeza do capilar entre as corridas,
tempo para injecdo de amostra, separacdo e troca de reservatdrios de amostra e eletrolito. Assim, a
eliminacéo ou diminuicao do tempo de uma dessas operagdes, tende a diminuir o TAT (VITALI et
al., 2011).

Dessa forma, algumas estratégias podem ser usadas para diminuir o TAT sem comprometer
a eficiéncia de separacdo e a seletividade, como adicdo de um modificador do EOF ao eletrdlito,
diminuicdo do comprimento total ou efetivo do capilar, aumento da voltagem de separacdo ou o
uso de diferentes modos de inje¢do como a inje¢do multipla ou a injecdo pelo outlet. O uso de uma
dessas estratégias ou da combinacéo delas possibilita a diminui¢do do TAT e consequentemente 0
aumento da frequéncia analitica de um método, possibilitando um maior nimero de analises num
dado intervalo de tempo (GLATZ, 2013; SPUDEIT et al., 2012; VITALI et al., 2011).

1.5. PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS

O planejamento de experimentos tem sido utilizado, entre outros, para desenvolver
métodos analiticos e melhorar a performance de anélises.

O planejamento fatorial auxilia o planejamento de experimentos, fornecendo dados
organizados que colabora com a interpretacdo e entendimento do sistema em estudo.

Para a execucdo de um planejamento fatorial, inicialmente é preciso definir os fatores
ou varidveis de interesse, assim como as respostas. Ambos podem ser qualitativos ou

quantitativos. Também € necessario identificar com clareza quais 0s objetivos que se pretende
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alcancar, ja que cada objetivo pretendido necessita de um determinado planejamento (NETO et
al., 2001).

Em seguida, identifica-se os niveis em que cada fator serd avaliado. O planejamento
fatorial completo executa experimentos em todas as combinacfes possiveis dos niveis, com
cada combinagéo correspondendo a um ensaio experimental (NETO et al., 2001).

Um planejamento com k fatores, variando em n niveis, contara com n* ensaios. Se, por
exemplo, um determinado estudo avaliara o efeito de 3 fatores sobre uma determinada resposta,
variando em 2 niveis em cada um, o planejamento fatorial completo realizara 2% ensaios
experimentais, ou seja, 8 experimentos ao todo. Esse valor corresponde a um nimero minimo
de experimentos a serem realizados. Em caso de interesse em estimar o erro experimental, séo
necessarios a repeticdo de experimentos, o que demanda a realizacdo de mais ensaios (NETO
etal., 2001).

Nesse tipo de experimento, o nivel inferior é indicado pelo simbolo (-), o nivel
intermediario tem sua indicacdo dada pelo simbolo (0) e o nivel superior é indicado pelo
simbolo (+) (NETO et al., 2001).

1.6. ESTATISTICA DE RESOLUCAO CROMATOGRAFICA

A estatistica de resolucdo cromatografica, do inglés chromatographic resolution

statistic (CRS), é uma funcdo matematica mostrada na equacao (9) (McGUFFIN et al., 1997):

1 -Roo)? 2
CRS = { ir1=—11 [(R (Riji+1 - Rot) ]+ n+1 R1,1+; }%n (9)

ii+1— Rmin)? Riji+1 =1 (n-1)R% 4

Em que: R; ;4 corresponde a resolugéo entre pares de solutos adjacentes, Rmed corresponde
a resolugdo média entre pares de solutos, Rqt € a resolugdo ideal ou desejada fixada como 1,5, Rmin
é a resolucdo minima aceitavel, igual a 1, t, € o tempo de migracao do ultimo soluto eluentee né o
namero de solutos na amostra, igual a5 (McGUFFIN et al., 1997).

Essa expressao considera a resolugéo de todos os picos simultaneamente, sendo mais
interessante do que avaliar a resolucéo pico a pico. A melhor resposta € definida como a que possui
0 menor valor de CRS (McGUFFIN et al., 1997).

A CRS leva em consideragéo 3 elementos, que sdo: a resolucéo, a distribuicéo e tempo
de separagédo. A resolucéo, indicada pelo primeiro termo da expresséo, chamado de termo de

resolucdo, avalia a resolugéo entre todos os pares de solutos adjacentes em comparagdo com 0s
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distribuicdo, considera o espagcamento relativo entre as zonas de solutos. Ja o tempo de
separagdo, ultimo termo da equacdo (9) e chamada de termo multiplicador, leva em
consideracdo o tempo de andlise e 0 nimero de picos de analitos a ser separados,
simultaneamente (McGUFFIN et al., 1997).

1.7. VALIDACAO DO METODO

“Para garantir que um novo método analitico gere informagdes confidveis e interpretaveis
sobre a amostra, ele deve sofrer uma avaliagdo denominada validagdo” (RIBANI et al., 2004).

Encontram-se na literatura varias definicdes para validagao. De acordo com a ANVISA, a
“validagdo deve demonstrar que o método analitico produz resultados confiaveis e é adequado a
finalidade a que se destina, de forma documentada e mediante critérios objetivos” (BRASIL, 2017).

J& paraa IUPAC, “validacéo de método faz uso de um conjunto de testes quem examinam
as suposicBes nas quais 0 método se baseia e estabelece e documenta as caracteristicas de
desempenho de um método, de forma a demostrar se ele é adequado para uma finalidade analitica
especifica” (THOMPSON et al, 2002).

Os parametros de desempenho analitico ou figuras analiticas de mérito considerados para a
validagdo de um método incluem, quando aplicavel: “seletividade, linearidade e faixa de aplicagdo,
precisdo, exatiddo, limite de deteccdo, limite de quantificagdo e robustez” (INMETRO, 2017,
RIBANI et al., 2004).

Nesse trabalho, apenas algumas destas caracteristicas de desempenho foram avaliadas.
Estas correspondem a: linearidade, precisao, limite de deteccdo, limite de quantificacdo, exatiddo e

seletividade.

1.7.1. Linearidade

A linearidade ¢ a habilidade que um método apresenta para fornecer resultados que sejam
diretamente proporcionais a concentra¢do do analito na amostra (INMETRO, 2017; RIBANI et al.,
2004).

“A concentragdo de uma amostra ndo é uma grandeza fisica observavel” (PIMENTEL &
NETO, 1996), dessa forma, ela € encontrada de forma indireta. Para isso, é necessario encontrar
uma funcdo que relacione as medidas realizadas com a concentracdo desejada. Esse processo é
denominado como calibragdo (PIMENTEL & NETO, 1996; RIBANI et al., 2004).
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Dessa forma, séo realizadas medidas em um conjunto de padrfes de concentracdo
conhecida, para que se construa um modelo que relacione a grandeza medida para esses padroes
com a concentracéo desejada. O modelo construido representa uma relacao linear como mostra a
equacao (10), abaixo (PIMENTEL & NETO, 1996; RIBANI et al., 2004):

y=ax + b (10)

Em que, “a” € o coeficiente angular e “b” o coeficiente linear. Enquanto “y” ¢ a variavel
dependente e representa o sinal medido e “x”, a variavel independente, que representa a
concentracao da espécie de interesse (PIMENTEL & NETO, 1996; RIBANI et al., 2004).

Recomenda-se que essa curva analitica seja construida a partir de pelo menos cinco niveis
de concentracdo. Na construcéo da curva analitica, supe-se que 0 modelo da curva de calibracéo
se ajuste aos pontos experimentais. O método mais empregado para obter a maxima proximidade
simultanea entre todos os pontos e a curva do modelo ajustada é o0 método dos minimos quadrados
ordinarios (PIMENTEL & NETO, 1996).

O tratamento estatistico associado a esse método deve satisfazer a alguns pressupostos. O
primeiro € de que “os unicos erros nas medidas sdo devidos a flutuagdes na variavel dependente y
(o sinal analitico)” (PIMENTEL & NETO, 1996), se houver erros na variavel independente x
(concentracao), esses devem ser despreziveis em relagdo a y. Ou seja, 0s padrdes para 0 processo
de calibracdo devem ser preparados com muito rigor de forma a minimizar e evitar erros adicionais.
O segundo é a homocedasticidade, ou seja, que 0s erros tenham variancia constante, o que pode ser
avaliado através do teste F. Assim, realiza-se repetidas determinac@es, auténticas — um mesmo
padrdo ndo é reintroduzido no aparelho para leitura do sinal analitico, cada leitura é resultado de
um padrdo preparado independentemente (PIMENTEL & NETO, 1996). O terceiro é a
independéncia, ou seja, que os erros ndo sejam correlacionados. Ou seja, 0 preparo de padrfes
ocorra de forma independente e semelhante, auténtica e a leitura seja realizada de forma aleatdria,
de forma a evitar a associagdo de desvios sistematicos a determinados niveis (PIMENTEL &
NETO, 1996). O quarto pressuposto é a que 0s erros sigam uma distribui¢cdo normal (PIMENTEL
& NETO, 1996). O teste de normalidade pode ser realizado pelo teste de Shapiro-Wilk.

Em seguida, esse modelo é utilizado para prever a concentragdo das espécies de interesse a
partir dos sinais analiticos medidos, procedimento denominado como regressdo inversa. E
importante ressaltar que a partir da etapa descritiva € possivel calcular os coeficientes ou
estimadores, a saber o coeficiente angular “a”, o coeficiente linear “b” e o coeficiente de correlagao

“r”. Este tltimo, por sua vez, auxilia na obtencéo de informacdes sobre a qualidade da curva obtida,
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de forma que quanto mais proximo de 1,0, maior a adequacao da curva aos pontos experimentais
(RIBANI et al., 2004).

Para verificar a validade do modelo implementado e sua significancia estatistica, a avaliacdo
do coeficiente de correlacdo néo é suficiente, sendo necessario fazer testes como a falta de ajuste e
significancia da regresséo. Estes podem ser testados por meio da analise de variancia, conforme o0s
elementos mostrados na Tabela 2, a sequir (PIMENTEL & NETO, 1996):

Tabela 2: Tabela de analise de variancia para o ajuste do modelo pelo método dos minimos

quadrados.
Fonte Soma quadratica G. L. Média quadratica
Modelo _ 2 p-1 SQre
SQreg = Zn-[(y )i = Ym] MQyeq = 8
reg 1 e/l m Qreg (p _ 1)
Residual _ n— SQ
SQ, = Z Z[Yij — (Ye)il? P MQ, = o _rp)
_ SO+
Falta de SQfa = zni[(Ye)i ~ Yim)? m-=p MQgj = _SQay
ajuste (m —p)
Erro puro 5Q., = ZZ v )2 n—m _ Qe
ep i = Yim) MQep = )

Total 5Q, = Z Z(y” i) n-1

ni = nimero de repetigdes no nivel i, m = numero de niveis distintos da variavel x, n =X nj = nimero

total de medidas, p = nimero de pardmetros do modelo. O indice i indica o nivel da varidvel x; o
indice j refere-se as medidas repetidas da variavel y em um dado nivel de x. O segundo somatério
das expressoes para SQr, SQep € SQt vai de j =1 até j = n;. Os outros somatériosvao dei=1atéi=
m. ym € @ média de todos os valores de y; yim € @ média das determinagdes repetidas no nivel i. O
termo SQ significa soma quadratica e MQ significa média quadratica.

Fonte: PIMENTEL & NETO, 1996.

Os testes da falta de ajuste e de significancia da regressdo tem suas equagdes mostradas nas

equacdes presentes na Tabela 3.
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Tabela 3: Testes realizados na andlise de variancia.

Falta de ajuste Significancia da regressao
F . MQfaj F _ MQreg
cal Mer cal MQr
Frap = F{)faj,{)ep Fap = F{)reg,{)r

Fonte: PIMENTEL & NETO, 1996.

Na verificacéo da falta de ajuste, se 0 valor de Feaicutado (Fca) for menor que o valor de Feapelado
(Fuan), dentro do intervalo de confianca estimado, ha indicio da falta de ajuste do modelo. J& no teste
da significancia da regressdo, se 0 Feaiculado (Fcar) for maior do que 0 Frabelado (Ftan), hé indicagdo da
existéncia de uma relagdo linear entre as duas variaveis. Ha uma recomendacao, de que 0 Fca Seja
pelo menos, cinco vezes maior do que Fun para que 0 modelo tenha utilidade préatica. Assim, a
equacao obtida pode ser usada para a quantificacdo das amostras em questdo (PIMENTEL &
NETO, 1996).

1.7.2. Seletividade

“A seletividade de um método instrumental de separacao é a capacidade de avaliar, de forma
inequivoca, as substancias em exame na presenca de componentes que podem interferir com a sua
determinacdo em uma amostra complexa” (RIBANI et. al., 2004), de forma que se garanta que a
resposta se deve ao analito e ndo a fatores como o diluente (BRASIL, 2017).

Para métodos cromatograficos, a pureza cromatografica do sinal analitico deve ser
comprovada, de forma que se garanta que o pico de resposta seja exclusivo do analito de interesse
(BRASIL, 2017; RIBANI et al., 2004).

1.7.3. Precisao

A precisao “representa a disperséo de resultados entre ensaios independentes, repetidos de
uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob condi¢des definidas” (RIBANI et al.,
2004).

Uma forma de expressar a precisao € através da estimativa do desvio padrao relativo (RSD,
do inglés relative standard desviation), expressa pela relacdo mostrada pela equacdo (11), em que

s corresponde ao desvio padréo e x,,, € a média aritmetica das medigdes.
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RSD = Xi x 100 (11)

1.7.4. Limite de deteccao

O limite de detecg¢ao (LD) é “a menor concentragdo da substancia em exame que pode
ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada utilizando um determinado procedimento
experimental” (RIBANI et al., 2004).

O LD pode ser calculado de trés maneiras: de forma visual, relagdo sinal — ruido ou
baseado em parametros da curva analitica.

Nesse trabalho, o LD foi determinado a partir da relagdo sinal — ruido. Dessa forma, o
mesmo foi avaliado através do calculo do desvio padréo da linha base (ruido) do sinal, e a altura
do pico do analito (FARIA et al., 2008). A estimativa do LD pode ser calculada através da
equacdo (12), em que S,,qo COrresponde ao desvio padrdo da linha base (ruido), C, é a
concentracdo do analito, H,, 44 € a altura maxima do pico do analito e H,;, € a altura minima
do pico do analito (FARIA et al., 2008; RIBANI et al., 2004).

3 X SryidoX Ca

LD = (12)

Hmax— Hmin
1.7.5. Limite de quantificacéo

O limite de quantificacdo (LQ) “representa a menor concentracdo da substancia em
exame que pode ser medida, utilizando um determinado procedimento experimental” (RIBANI
et al., 2004).

O LQ pode ser determinada pelos mesmos métodos que o LD. Nesse trabalho, o LQ foi
determinado pelo método da relagdo sinal — ruido, assim como o LD. Podendo ser calculado
pela equacdo (13), em que S,uiq0 COrresponde ao desvio padréo da linha base (ruido), C, é a
concentracdo do analito, Hy, s, € a altura maxima do pico do analito e H,;, € a altura minima
do pico do analito (FARIA et al., 2008; RIBANI et al., 2004).

LQ= 10 X SyuidoX Cq (13)

Hmax— Hmin
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Uma observagdo importante é de que o primeiro nivel da curva analitica deve conter a
concentracdo do LQ (RIBANI et al., 2004).

1.7.6. Exatidao

A exatiddo “representa o grau de concordancia entre 0s resultados individuais encontrados
em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como verdadeiro” (RIBANI et al., 2004).

Entre os métodos utilizados para a avaliacdo da exatiddo, encontram-se o0 uso de materiais
de referéncia e ensaios de recuperacdo (RIBANI et al., 2004). Este ultimo foi utilizado no presente
trabalho.

A recuperacdo (R) foi determinada pela fortificacdo das amostras de padréo em trés niveis
de concentracdo: baixo (correspondente ao primeiro nivel da curva analitica), intermediario
(correspondente ao nivel médio da curva) e alto (referente ao Ultimo nivel da curva analitica) a partir
da equacéo (14), em que A4, p corresponde a area do analito adicionada do padréo utilizado, A4 é

a area do analito e Ap é a area do padrdo (FARIA et al., 2008).

R (%) = AA*Z—_AA x 100 (14)
P
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver e otimizar um método por eletroforese
capilar de zona com deteccéo direta no UV para determinacéao de iodeto como impureza da sintese

de liquidos i6nicos formados por sais de amonio quaternarios e aminoacidos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver e otimizar métodos por CZE-UV para a determinacdo de iodeto em
processo de sintese de liquido ibnico.

e Usar diferentes modos de injecdo de amostra, inje¢cdo convencional, pelo outlet e
maltipla, para diminuir o tempo total de andlise e obter analises rapidas.

e Utilizar a Quimiometria através da aplicacdo de métodos de planejamentos de
experimentos para a otimizagdo do modo de injecdo mdaltipla.

e Avaliacdo de alguns parametros de mérito de validacdo do método otimizado por
injecao pelo outlet e injecdo multipla.

¢ Quantificacdo do iodeto nas amostras de liquido idnico.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. REAGENTES E SOLUCOES

A &gua utilizada foi purificada por deionizacao (Sistema Milli-Q, Millipores, Bedford,
MA, USA).

lodeto de potéssio (KI) foi adquirido da QUEMIS (S&o Paulo, Brasil), Tris
(hidroximetil) amino metano (TRIS) P. A. e acido cloridrico (HCI) P. A. foram adquiridos da
VETEC (Rio de Janeiro, Brasil). Hidroxido de sddio (NaOH) micropérola PA foi adquirido da
Synth (Diadema, SP) e metanol (MeOH) UV/HPLC foi obtido da Dinamica (Diadema, SP).
Isopropanol P.A. foi adquirido da Cinética Reagentes e SolucGes (Jandira, SP). O detergente
Extran® MA 02 neutro foi adquirido da Merck S.A. (Rio de Janeiro, RJ).

A solucéo de NaOH na concentragéo de 1,0 mol L™ foi preparado para condicionamento
inicial do capilar e limpeza entre as corridas.

A solucdo estoque do eletrolito composto por TRIS e HCI foi preparada na concentracao
de 200 mmol L/100 mmol L™ e estocada na geladeira. No dia em que as analises eram
realizadas, a solugdo estoque era diluida em égua para a concentracéo de 40 mmol L%/20 mmol
Lt

A solucéo estoque de KI na concentragdo de 100 mmol L foi preparada e estocada em

frasco adequado e diluida em agua para a concentracdo de interesse no dia de injecéo.

3.2. INSTRUMENTACAO

Os experimentos foram realizados em um equipamento de eletroforese capilar modelo
Agilent 7100 (Agilent Technologies, Palo Alto, USA) equipado com detector de arranjo de
diodos (DAD) e controle, aquisicdo e tratamento dos dados em software (ChemStation
A.06.01), disponivel no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Juiz de Fora.

Os capilares utilizados foram de silica fundida revestidos com poliimida (série TSP) de
35.cm (8,5 ou 26,5 cm de comprimento efetivo) X 75 um de didmetro interno x 375 pm didmetro
externo (Polymicro Technologies, Phoenix, USA).

Para as andlises, foi utilizado comprimento de onda de 230 nm e temperatura controlada
do cartucho de 25 °C.
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3.3. DESCRICAO E PREPARO DAS AMOSTRAS DE LI

As amostras de LI foram sintetizadas pelo Grupo de Estudos em Sintese Organica e
Catalise do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) e
compreendem 0leos viscosos, de coloragéo incolor ou amarelo-palido (PEREIRA et. al., 2018),
soliveis em agua. Elas foram cedidas para as andlises através do recolhimento dos LI
individualmente em microtubos tipo eppendorf de 2 mL, seguindo as massas mostradas na
Tabela 4. Em seguida, elas foram solubilizadas com agua deionizada no préprio recipiente.
Posteriormente, houve a transferéncia para um baldo volumétrico de 10 mL com seu volume

completado com agua deionizada e estocadas em frasco ambar em geladeira.

Tabela 4: Massa das amostras de LI recolhidas.

Amostra Massa LI (g)
1A 0,4447
1C 0,3179
2A 0,5501
2B 0,2793

Fonte: Propria autora.

Os LI objetos do presente trabalho sdo divididos em duas séries com diferentes
propriedades quimicas: os LI tipo 1, os quais apresentam o céation tipo 1 e o LI tipo 2, que
apresentam o cation tipo 2 (PEREIRA, 2013). Foram analisadas 4 amostras de LI, 2 amostras
do tipo 1 e 2 amostras do tipo 2.

Nesse trabalho, o aminoacido L-leucina é indicado pelo codigo “A”, L-valina pelo
codigo “B” e L-prolina com o codigo “C”. Assim, os LI foram denominados como 1A e 1C
para os LI do tipo 1 e 2A e 2B para os LI do tipo 2.

Portanto, o LI 1A apresenta o cation tipo 1 e 0 aminoacido L-leucina, o LI 1C apresenta
0 cétion tipo 1 e o aminoacido L-prolina, o LI 2A apresenta o cation tipo 2 e 0 aminoéacido L-
leucina e o LI 2B apresenta o cation tipo 2 e 0 aminoacido L-valina.

E importante destacar que os cétions, tipo 1 e tipo 2, passaram pelo teste qualitativo com
AgNQO3, gerando um resultado negativo, ou seja, indicando que ndo havia iodeto residual
presentes nesses LI.

Para injecdo no equipamento de CE, as amostras de LI foram diluidas em agua, usando

um fator de dilui¢do correspondente a 20.
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3.4. PROCEDIMENTO ANALITICO PARA AS ANALISES

Para a primeira utilizagdo do capilar, houve o condicionamento com solucéo aquosa de
NaOH a 1,0 mol L durante 30 minutos, dgua deionizada por 15 minutos e soluc&o do eletrélito
por 15 minutos. Para as utilizacBes posteriores, os tempos de condicionamento foram
diminuidos para 5 minutos, 5 minutos e 15 minutos, respectivamente.

A limpeza do capilar entre as corridas seguiu a seguinte sequéncia: NaOH 1 mol Lt por
1 minuto, dgua deionizada por 1 minuto, MeOH por 1 minuto, 4gua por 1 minuto e eletrolito
por 1 minuto.

Ao final da sequéncia de anélises do dia, o capilar passou pelo processo de
condicionamento final, utilizando NaOH 1 mol L™ por 5 minutos e 4gua também por 5 minutos.
Apdbs esse processo, ele era guardado para posterior utilizacdo. Os eletrodos de platina
utilizados foram lavados em lavadora ultrassonica utilizando isopropanol por 15 minutos,
secando na sequéncia.

Todas as micropipetas foram recalibradas frequentemente para evitar erros adicionais
na liberacdo de solucdo, de forma a ndo prejudicar a precisao e exatidao.

A cela de deteccdo foi lavada com alcool isopropilico sob banho ultrassénico por 15
minutos, frequentemente.

Todas as vidrarias utilizadas também foram lavadas em lavadora ultrassdnica seguindo
a seguinte sequéncia: 15 minutos em detergente Extran® MA 02 na proporgéo de 10 mL do
mesmo para 2 L de 4gua, 15 minutos com agua e alcool comercial na propor¢do de 10 mL para

2 L de agua, terminando o processo pelo enxague por 3 vezes com agua deionizada.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ESCOLHA DOS CONSTITUINTES DO ELETROLITO

Para o desenvolvimento e otimizac¢do de um método para a determinacdo de anions por
CE, é importante a selecdo de um &nion do BGE contendo mobilidade proxima ao analito de
interesse. Essa pratica evita o fendomeno de eletrodispersdo, que ¢ “causada pelas diferengas de
condutividade entre as zonas do eletrolito e da amostra” (SILVA et al., 2007) e causa dispersédo
da zona durante a separagdo, evitando também a assimetria de picos. Além disso, para a
determinacdo direta no UV, o &nion do BGE deve apresentar baixa absortividade molar préximo
ao comprimento de onda do analito a ser determinado (BAKER, 1995; SILVA et al., 2007;
OLIVEIRA et al., 2012).

A escolha do eletrdlito foi baseada no trabalho desenvolvido por Manoel (2011) no qual
0 objetivo consistiu em desenvolver e otimizar um método por eletroforese capilar de zona para
determinacéo de nitrato (NO3) e nitrito (NO3) em matriz alimenticia. Manoel (2011) utilizou
como constituintes do eletrélito de corrida o Tris (hidroximetil) amino metano (TRIS) e o acido
cloridrico (HCI) nas concentragdes de 40 e 10 mmol L™, respectivamente. Como o &nion iodeto
(1) apresenta mobilidade proxima ao NO3 e NO;, correspondendo aos valores de — 79,6 x 10°
(cm?V1s1), — 74,1 x10% (cm? V1 s1) e — 74,6 x 10° (cm? V! s2), respectivamente, pensou-se
em utilizar o mesmo eletrdlito para o presente trabalho (HIROKAWA et al., 1983).

Para verificar se esse sistema eletrolitico poderia ser utilizado para a determinacéo de
I, foi proposta a implementagdo de uma curva de mobilidade efetiva (u.s) versus pH, ja que
essa se apresenta como um método teorico eficiente para a escolha do pH de eletrolitos
(OLIVEIRA et al., 2012). Assim, foi construida a curva de mobilidade efetiva versus pH para
o017, cloreto (CI7), TRIS e os trés aminoacidos presentes na estrutura dos LI, mostrada na Figura
18.
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Figura 18: Curva de mobilidade efetiva em fungéo do pH parao 17, CI7, TRIS e 0s

aminodcidos presentes na estrutura dos LI objetos desse trabalho.
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Fonte: Propria autora.

O HCl e o0 &cido iodidrico (HI) sdo eletrdlitos fortes em solucdo, ou seja, tem ionizacdo
completa, dessa forma, eles ndo sofrem variagédo de mobilidade efetiva com a variagdo do pH,
como pode ser observado pela Figura 18, em que o I~ apresenta mobilidade constante em toda
faixa de pH, assim como o Cl~. No caso do TRIS, esse comportamento ndo é observado, sua
mobilidade varia com o pH. Até pH um pouco superior a 6,0, a espécie predominante é a
protonada, ou seja, TRISH™. No intervalo de pH 6,0 — 9,0 ha um equilibrio entre essa espécie e
TRIS (neutra, com mobilidade zero), sendo esta Gltima predominante em pH maior do que 9,5.

Pela Figura 18 foi possivel observar, ainda, que os trés aminoacidos até pH em torno de
3,0 estéo protonados. Em pH entre 3,0 e 8,5 a leucina e a valina estdo neutras, enquanto a prolina
permanece neutra até pH em torno de 9,0. A partir de pH 8,5 para a leucina e a valina, e pH 9
para a prolina, os trés aminoacidos estdo na forma aniénica. Nessa figura, observou-se que 0
Cl~apresenta mobilidade muito proxima ao I~, com seus valores correspondentes a — 79,1 e —
79,6 (cm? V1 s, respectivamente, o que contribui para evitar a eletrodispersdo e a assimetria
de picos, como citado anteriormente. Além disso, o C1~ apresenta baixa absortividade molar no
comprimento de onda de interesse. Para esse trabalho, isso foi importante porque a ideia inicial
era otimizar um metodo sob deteccédo direta no UV, dessa forma, o anion do BGE ndo deveria
apresentar absortividade no comprimento de onda de trabalho. Assim, o CI~ apresentou as

caracteristicas necessarias para ser utilizado como anion do eletrélito. Porém, o CI~ ndo
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apresenta capacidade tamponante, o que tornou necessaria a escolha de um contra-ion que a
possuia. Assim, o TRIS foi utilizado como contra-ion por conceder a capacidade tamponante
necessaria ao eletrolito (OLIVEIRA et al., 2012; MANOEL, 2011). Como o pKa do TRIS é
8,2, 0 pH de separacdo é proximo de 8,0, a sua utilizagdo apresenta como vantagens, ser um
padrdo priméario e possuir absortividade molar compativel (transparente) na faixa de trabalho
do UV (OLIVEIRA et al., 2012).

A analise de anions por eletroforese capilar em pH proximo de 8,0 ocorre no sentido
contrario a um EOF com alta mobilidade, ou seja, no modo contra eletrosmotico. O I~ é atraido
pelo polo positivo (anodo), ou seja, 0 anion com alta mobilidade migra no sentido contrario ao
EOF. Como a mobilidade do anion de interesse é alta, foi necessario fazer a inversdo da
polaridade da fonte de alta tenséo, de forma que ele pudesse migrar em direcao ao detector. Por
esse motivo foi usada voltagem negativa no lado da injecéo.

A sua alta mobilidade nos levou a esperar que a sua mobilidade observada fosse maior,
gerando analises rapidas, mesmo ocorrendo contra um fluxo eletrosmotico de alta mobilidade
em pH préximo de 8,0. A analise no sentido contrério & um fluxo de alta mobilidade permite a
reducdo de possiveis interferéncias, se mostrando como uma vantagem especifica desse modo
(MANOEL, 2011; OLIVEIRA et al., 2012).

A andlise da Figura 18 mostrou ainda que se houvesse interesse em determinar 0s
aminocidos, esse eletrélito ndo seria a melhor escolha, pela diferenca de mobilidade entre eles
e 0 anion CI~ do eletrdlito ser alta. Além disso, como a mobilidade deles é bem inferior em
relacdo ao 1~, esperava-se que o tempo de migracdo dos aminoacidos fosse mais elevado, ndo
causando efeitos como a coluicdo.

Inicialmente, pretendeu-se também, ndo utilizar um inversor de EOF como o CTAB, de
forma que o I~ migrasse no mesmo sentido do EOF, ou seja, no modo coeletrosmotico de
migracdo dos analitos, ja que se acreditava que podia-se obter uma analise rapida mesmo sem
a inversdo do EOF.

Dessa forma, para a analise do I~ foram utilizados EOF normal — parametro avaliado na
sequéncia — e polaridade invertida.

A concentragéo inicial do eletrolito utilizada nesse trabalho foi um pouco diferente da
usada por Manoel (2011), correspondendo a 40 mmol L de TRIS e 20 mmol L de HCI, pois
Manoel (2011) o preparava a partir de solugdes estoque dos constituintes do eletrdlito, em
separado. Ja nesse trabalho, pretendia-se utilizar uma solucdo estoque conjunta dos dois.
Portanto, a concentragio de HCI de 10 mmol L ndo seria possivel de ser alcancada, entdo
utilizou-se a concentracdo de 20 mmol L (MANOEL, 2011).



50

Dessa forma, o eletrolito consistiu de 40 mmol L de TRIS e 20 mmol L™ de HCI em
pH 8,20.

4.2. INJECAO CONVENCIONAL

A Figura 19, representa esquematicamente a anélise do I~ sob EOF normal e polaridade
invertida para a injecdo convencional. Assim, vé-se que a polaridade no lado de injecdo €
negativa. Dessa forma, a mobilidade eletroforética do I~ se direciona ao anodo (+), ou seja, em

sentido oposto ao EOF.

Figura 19: Representacdo esquematica da analise do I~ sob EOF normal e polaridade

invertida, usando injecdo convencional.

Deteccdo Injecdo

8.5cm i 26,5 cm i

Hobs

EOF

Fonte: Propria autora.

Assim, apos a definicdo dos constituintes do eletrélito, que era composto por 40 mmol
L1 de TRIS e 20 mmol L de HCI (pH 8,20), esse foi testado a partir da injecdo de uma solugéo
1 mmol L de I~ no equipamento de CE fazendo-se a injecdo pelo lado mais distante ao
detector, sob as seguintes condigdes: cartucho contendo o capilar mantido a 25 °C, inje¢éo
hidrodinamica de 25 mbar por 5 s pelo lado mais distante ao detector, comprimento de onda de
deteccdo correspondendo a 230 nm e voltagem aplicada de — 25 kV. O capilar utilizado foi de
silica fundida revestidos com poliimida com 35 cm (26,5 cm de comprimento efetivo) X 75 um

de didmetro interno x 375 pm diametro externo. O resultado € mostrado na Figura 20.
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Figura 20: Eletroferograma para uma solugdo 1 mmol L de 17, utilizando a injecéo

convencional.
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Condicdes: Eletrdlito composto por 40 mmol L de TRIS e 20 mmol L de HCI (pH 8,20),
cartucho mantido a 25 °C, inje¢éo hidrodinamica de 25 mbar por 5 s pelo lado mais distante
ao detector, comprimento de onda de detec¢do correspondendo a 230 nm e voltagem aplicada
de — 25 kV. Capilar de silica fundida revestidos com poliimida (série TSP) de 35 cm (26,5 cm
de comprimento efetivo) X 75 um de diametro interno X 375 um diametro externo.

Fonte: Propria autora.

Analisando-se a Figura 20, percebeu-se a presenca de um pico em 1,84 minuto,
correspondente ao 1~, mostrando um baixo tempo de analise. Dessa forma, concluiu-se que
ndo havia necessidade de adi¢do de um inversor do EOF para diminuir mais ainda o tempo de
migracdo do I~, por ter se obtido uma corrida rapida mesmo sem a adi¢do do mesmo.

De forma a avaliar esse eletrolito frente a amostra real de LI, fez-se a adi¢cdo de uma das
amostras sob as mesmas condic@es descritas anteriormente. O resultado é mostrado na Figura
21A. Como pbde ser observado nessa figura, houve um pico em 1,81 minuto, tempo de
migracdo muito proximo ao I~ na Figura 20. Para confirmar que esse pico se tratava realmente
do 17, fez-se um processo conhecido como spiking, na qual uma quantidade conhecida da
solucdo de I~ foi adicionada & amostra de LI de modo que a concentracdo final de I~
correspondesse a 1 mmol L. Se com esse processo, o pico em estudo sofresse aumento de
intensidade, a concluséo seria que o0 pico se tratava realmente do analito em questdo (BAKER,
1995).
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Conforme pode ser visto na Figura 21B, o pico em 1,93 minuto apresentou maior

intensidade quando comparado a Figura 21A. Assim, concluiu-se que esse pico se referia, de
fato, a0 I~.

Figura 21: Eletroferograma para a amostra de LI — 1A (A) e L1 — 1A adicionado de 1 mmol L™ de
I~ (B).
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Condicdes: Eletrolito composto por 40 mmol L de TRIS e 20 mmol L de HCI (pH 8,20),
cartucho mantido a 25 °C, injec¢éo hidrodinamica de 25 mbar por 5 s pelo lado mais distante
ao detector, comprimento de onda de detec¢do correspondendo a 230 nm e voltagem aplicada
de — 25 kV. Capilar de silica fundida revestidos com poliimida (série TSP) de 35 cm (26,5 cm
de comprimento efetivo) X 75 um de didmetro interno x 375 um didmetro externo.

Fonte: Propria autora.

Para comprovar que o eletrélito composto por 40 mmol L de TRIS e 20 mmol L de
HCl (pH 8,20) aliado as condigBes instrumentais — cartucho mantido a 25 °C, injecdo
hidrodinamica de 25 mbar por 5 s pelo lado mais distante ao detector, comprimento de onda de
deteccdo correspondendo a 230 nm, voltagem aplicada de — 25 kV e capilar de silica fundida
revestidos com poliimida (série TSP) de 35 ¢cm (26,5 cm de comprimento efetivo) X 75 um de
didmetro interno x 375 um diametro externo — Se mostravam viaveis para a determinacdo de I~

nas amostras de LI, essas foram utilizadas para a injecdo de todas as outras amostras de LI,
conforme é mostrado na Figura 22:
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Figura 22: Eletroferogramas para as amostras de LI injetadas pelo modo convencional.
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Condicdes: Eletrolito composto por 40 mmol L de TRIS e 20 mmol L de HCI (pH 8,20),
cartucho mantido a 25 °C, injecdo hidrodindmica de 25 mbar por 5 s pelo lado mais distante
ao detector, comprimento de onda de detecgéo correspondendo a 230 nm e voltagem aplicada
de — 25 kV. Capilar de silica fundida revestidos com poliimida (série TSP) de 35 cm (26,5 cm
de comprimento efetivo) X 75 um de diametro interno x 375 um didmetro externo.

Fonte: Propria autora.

Como pode ser observado na Figura 22, essas condi¢des permitiram a visualizacdo do
pico referente ao I~ para todas as amostras de LI disponiveis, em um tempo inferior a 2 minutos,

concluindo entdo, que essas condi¢des eram satisfatorias para a determinagdo de I~ na matriz
em estudo.

4.3. INJECAO PELO OUTLET (SHORT-END INJECTION PROCEDURE - SEIP)

Visando diminuir o tempo total de anélise, langou-se méo de um segundo modo de injecéo
de amostra — a injecao pelo lado mais proximo ao detector.

Para isso, partiu-se das condi¢des definidas na injecdo convencional, necessitando apenas

inverter a pressao aplicada durante o processo de inje¢do de amostra ou padrdo. Desse modo, as
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condigdes para esse segundo modo de injecdo consistiram de: temperatura de 25 °C, injecdo
hidrodindmica de - 25 mbar por 5 s e voltagem aplicada de - 25 kV. Ressalta-se que 0 comprimento
de onda de detec¢do manteve-se 0 mesmo, 230 nm, assim como o eletrolito composto de TRIS 40
mmol L e HCI 20 mmol L, pH 8,20 e o capilar, constituido por silica fundida revestido com
poliimida (série TSP) de 35 cm x 75 um de diametro interno x 375 um didmetro externo. E que
nesse procedimento, o comprimento efetivo passou a ser de 8,5 cm (correspondente a distancia
entre o detector e a extremidade mais proxima a ele).

A Figura 23, representa esquematicamente a analise do I~ sob EOF normal e polaridade
invertida para a injecéo pelo outlet. Nela percebe-se que o lado da injecao foi alterado, passando
para o lado mais proximo ao detector. A polaridade é invertida em relacdo ao observado na
Figura 19, assim na posicdo do inlet, ela é positiva e na posicao do outlet, essa se torna negativa,
de modo a permitir a passagem do analito pelo detector.

Figura 23: Representacao esquematica da analise do I~ sob EOF normal e polaridade

invertida, usando injecéo pelo outlet.

Injecdo Deteccdo

l 8.5cm l 26,5 cm

1 -..l
- ™|

e

vy

_ - HEp +

Hobs

EOF

Fonte: Propria autora.

Ao injetar a solugdo de I~ 1 mmol L no equipamento de CE sob as condigdes descritas
anteriormente, foi obtido o eletroferograma mostrado na Figura 24. Como pode ser observado na
verificacdo dessa figura, o tempo de retencéo (0,625 minuto) € bem menor em relacédo a injecdo
pelo lado mais distante ao detector, que era de 1,81 minuto, como ja era esperado. Dessa forma,
esse método de injecdo se caracterizou como um metodo interessante em relacdo a injecéo
convencional, ja que propiciou corridas mais curtas. Essa diminui¢éo do tempo de corrida ressaltou

a dispensabilidade do uso de inversor do EOF para obter analises rapidas para anions, o que é uma
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vantagem, ja que diminui a quantidade de reagentes utilizados e a preocupagdo com seu posterior

descarte, 0 que atende a requisitos da Quimica Verde.

Figura 24: Eletroferograma para uma solucdo 1 mmol L de I-com inje¢do pelo outlet, lado

mais proximo ao detector.

72,1 mAU

0 0.5 1 1.5 2
Tempo, min

Condigdes: Eletrdlito composto por 40 mmol L de TRIS e 20 mmol L™ de HCI (pH 8,20),
cartucho mantido a 25 °C, injecdo hidrodindmica de - 25 mbar por 5 s pelo lado mais distante
ao detector, comprimento de onda de detecgédo correspondendo a 230 nm e voltagem aplicada
de — 25 kV. Capilar de silica fundida revestidos com poliimida (série TSP) de 35 cm (8,5 cm

de comprimento efetivo) X 75 um de diametro interno x 375 um didmetro externo.

Fonte: Propria autora.

Comparando-se as Figura 20 e 24, percebeu-se que a altura do pico, realizando-se a inje¢do
pelo outlet em relacdo a injecdo pelo inlet € um pouco inferior. Porém, acreditou-se que esse
comportamento ndo comprometeria a quantificacdo, pois além da diferenca ser muito pequena, todo
0 processo de um dado método foi realizado sob a mesma condicéo, ndo alterando as condi¢des de
analise. Além disso, ndo havia garantia de que o didametro interno ao longo do capilar fosse o
mesmo, ou seja, o didmetro do capilar na extremidade mais distante ao detector poderia ser diferente
da extremidade mais proxima ao mesmo. Além do mais, quando a injecéo foi realizada pelo inlet
(injecdo convencional), poderia ocorrer o fendmeno de dispersdo longitudinal.

Essa disperséo pode ocorrer devido ao maior tempo de residéncia do analito dentro do
capilar em relacéo a injecéo pelo outlet. O tempo de injecdo assim como a presséo realizada na
mesma s&o iguais para os dois tipos de injecdo, dessa forma, ela ocorria durante 5 s. Porém, na
injecao convencional a corrida durava cerca de 2 minutos, engquanto na injecéo pelo outlet, a corrida

durava metade do tempo. Dessa forma, o tempo de residéncia do analito no capilar no primeiro caso
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era maior, o que poderia contribuir para a dispersdo da zona e obtencdo de picos maiores
(TAVARES, 1996).

Para investigar se as condices descritas anteriormente para a injecdo pelo outlet eram
aplicaveis as amostras de LI, essas foram injetadas sob as mesmas condicdes. A Figura 25 mostra

os eletroferogramas obtidos. A verificacdo dessa figura mostrou que todas as amostras apresentaram
tempo de retencéo inferior a 1 minuto.

Figura 25: Eletroferogramas para as amostras de LI usando injecéo pelo outlet.

60 mAl

35mAU

Tempo. min
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— L
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Condigdes: Eletrdlito composto por 40 mmol L de TRIS e 20 mmol L de HCI (pH 8,20),
cartucho mantido a 25 °C, injecdo hidrodinamica de - 25 mbar por 5 s pelo lado mais distante
ao detector, comprimento de onda de detec¢do correspondendo a 230 nm e voltagem aplicada
de — 25 kV. Capilar de silica fundida revestidos com poliimida (série TSP) de 35 cm (8,5 cm

de comprimento efetivo) X 75 um de diametro interno x 375 um diametro externo.

Fonte: Propria autora.
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4.4. INJECAO MULTIPLA

Com o intuito de diminuir mais ainda o tempo total de analise, lan¢ou-se mao de um terceiro
modo de injecdo de amostra, a injecdo maltipla, fazendo-se a injecdo pelo lado mais distante ao
detector.

Para isso, partiu-se das condi¢des definidas na injegdo convencional: temperatura de 25 °C,
voltagem aplicada de — 25 kV, injecdo hidrodindmica de amostra de 25 mbar por 5 s e detec¢do em
230 nm. Assim, como a manutencio do mesmo eletrdlito de corrida, constituido por 40 mmol L
de TRIS e 20 mmol L de HCI, em pH 8,20 e o capilar de silica fundida revestido com poliimida
(série TSP) de 35 cm (26,5 cm de comprimento efetivo) X 75 um de didmetro interno x 375 um
didmetro externo.

Como explicado anteriormente, de forma a manter as zonas do analito separadas e obter
uma boa resolucdo entre os picos, era necessario realizar a inje¢do do eletrélito espacador. Mas,
para utilizar esse eletrélito era preciso definir a sua forma de injecdo, considerando o interesse em
manter a injegdo hidrodindmica, dessa forma, era necessario otimizar a mesma. Nesse pardmetro é
possivel variar tanto a pressao realizada durante a injecao quanto o tempo em que ela ocorre. Porém,
manteve-se a pressao realizada durante a injecdo constante (25 mbar) e definiu-se como parametro
inicial do tempo de inje¢do, o valor correspondente ao dobro do tempo de introdugdo da amostra
ou padrdo. Como esse correspondia a5 s, a injecdo do eletrdlito espacador assumiu o valor de 10 s.

Para avaliar a viabilidade desse modo de injecao, fez-se a introducéo de solucdes de I~ na
concentragdo de 1 mmol L. Para isso variou-se 0 niimero de inje¢Ges consecutivas entre 2 e 5,
intercalando-se com o eletrdlito espacador, nas condicOes ja discutidas anteriormente. O resultado

€ mostrado na Figura 26.
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Figura 26: Eletroferogramas da injecdo multipla de I~ 1,0 mmol L variando o nimero de injecdes

consecutivas. (A) 2 injecdes. (B) 3 injecdes. (C) 4 injecdes. (D) 5 injecdes.
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Condigdes: Eletrdlito composto por 40 mmol L de TRIS e 20 mmol L de HCI (pH 8,20),
cartucho mantido a 25 °C, injecdo hidrodindmica de amostra (25 mbar por 5 s) e de eletrélito
espacador (25 mbar por 10 s) pelo lado mais distante ao detector, comprimento de onda de
deteccdo correspondendo a 230 nm e voltagem aplicada de — 25 kV. Capilar de silica fundida
revestidos com poliimida (série TSP) de 35 cm (26,5 cm de comprimento efetivo) X 75 um de
didmetro interno x 375 um diametro externo.

Fonte: Propria autora.

Como pode ser observado na Figura 26, o tempo de obtencdo do ultimo pico correspondente
ao I~ nainjecdo maltipla se mantinha similar ao tempo desprendido para a injecéo simples (Figura
20), menos de 2 minutos. Além disso, comparando as diferentes quantidades de injecdes (2, 3, 4 ou
5), esse tempo era semelhante entre elas.

Esse resultado era interessante pois mostrou a possibilidade de realizar a analise de até 5
amostras em uma Unica corrida, ou entdo analisar uma amostra em quintuplicata no mesmo periodo
de tempo em que se analisariam 1 amostra pelo modo corrida unica pelo método convencional ou

2 amostras, pelo outlet.
A Figura 26 mostrou ainda que apesar de ser possivel realizar a separagdo dos picos

injetados sequencialmente, ndo houve boa resolucédo entre eles. De forma a resolver essa questéo,
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recorreu-se a realizagdo de um planejamento fatorial 23, ou seja, em 2 niveis e 3 fatores em
duplicatas auténticas, resultando em 16 ensaios. Além disso, devido ao tempo de corrida ter sido
parecido independentemente de serem feitas de 2 a 5 injecBGes consecutivas, avaliou-se 0 niUmero
de injecOes que seriam possiveis de serem realizadas, obtendo resolugéo entre os picos o menor
tempo possivel.

Os fatores utilizados nesse planejamento foram o tempo de injegdo de eletrolito, a voltagem
aplicada e o numero de injecGes de amostra. Desse modo, a Tabela 5, relaciona os niveis utilizados

para cada um desses fatores.

Tabela 5: Niveis utilizados para a implementagdo do planejamento fatorial 2°.

Fator Niveis
- +
1 Tempo de injecdo de eletrolito (s) 10 15
2 Voltagem aplicada (kV) -15 -25
3 Numero de injecdes 4 5

Fonte: Prdpria autora.

Como pode ser visualizado na Tabela 5, 0 tempo de injecéo de eletrdlito teve como menor
nivel, 10 s e como nivel mais elevado, 15 s. Para a escolha do nivel inferior, baseou-se nos resultados
obtidos no estudo que resultou na Figura 26, pois percebeu-se que era possivel separar 0s picos
injetando o eletrélito por 10 s, necessitando, apenas, aumentar a resolucao entre eles.

Escolheu-se uma voltagem aplicada de — 25 kV, pois esta foi utilizada nos dois modos de
injecdo vistos anteriormente, e — 15 kV. Sabe-se que com a utilizacdo dessa voltagem, o tempo de
corrida seria um pouco mais elevado, mas teria como vantagem a menor geracao de calor durante
a corrida eletroforética.

J& 0 nimero de injecGes foi fixado em 4 e 5, j& que as duas condi¢des forneceram tempos
de corrida parecidos, e em relacdo a um numero menor de injecoes, forneceriam uma maior
frequéncia analitica.

A Tabela 6 mostra a matriz deste planejamento, o qual sofreu uma avalia¢do qualitativa, ou
seja, avaliou-se o perfil dos eletroferogramas obtidos, enquanto a Figura 27 mostra 0s
eletroferogramas obtidos para esse planejamento. Salientando-se que foi feita a injecdo de I~ na

concentragdo de 11,0 mmol L. Essa concentragéo correspondia ao nivel mais elevado da curva de
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calibracéo realizada, fazendo injecdo convencional e pelo outlet, como seré visto a seguir, no item
“4.5”.

Tabela 6: Fatores e niveis utilizados para o planejamento 23 em duplicata.

Ensaio  Tempo de injegdo  Voltagem aplicada NUmero de

de eletrdlito (s) (kV) injecOes
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
! -1 +1 +1
8 +1 +1 +1

Niveis: Tempo de injecdo de eletrolito (s): (-1): 10; (+1): 15.
Voltagem (kV): (-1): - 15; (+1): - 25. Numero de injeces: (-1): 4; (+1): 5.

Fonte: Propria autora.
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Figura 27: Eletroferogramas obtidos pela implementacéo do planejamento fatorial com 2 niveis e
3 fatores (2°).
A -Ensaio 1(10s; - 15 kV; 4 injegdes) B -Ensaio 2 (15 s; - 15 kV; 4 injegdes)
'y
=1
=
o
E J
v J
0 1 2 3 4 3 0 1 2 o3 4 3
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——Reéplica 1 Reéplica 2 —Réplical ——Reéplical
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=1
=
o
=
v
0 1 2 3 4 bl 0 1 2 3 4 bl
Tempo, min Tempo, min
——Reéplica 1 Réplica 2 —Réplical ——Reéplical
E -Ensaio 5 (10 s; - 15 kV; 5 injegSes) F -Ensaio 6 (15 s; -15kV: 5 injegdes)
'y
=1
<
o
e
.. i i
0 1 2 3 4 3 0 1 2 3 4 3
Tempo, min Tempo, min
—Réplica 1 Réplica 2 — Réplical ——Régplica2
G -Ensaio 7 (10 s; - 25 kV; 5 injegdes) H -Ensaio 8 (15 s; - 25 kV; 5 injegSes)
'y
=1
=
o
5]
v
0 1 2 3 4 5 ] 1 2 3 4 5
Tempo, min Tempo, min
——Reéplica 1 Réplica 2 —Reéplical ——Replical

Condigdes: Eletrolito composto por 40 mmol Lt de TRIS e 20 mmol Lt de HCI (pH 8,20),

cartucho mantido a 25 °C, injecdo hidrodindmica de 25 mbar por 5 s pelo lado mais distante

ao detector, comprimento de onda de detecgdo correspondendo a 230 nm e capilar de silica

fundida revestidos com poliimida (série TSP) de 35 cm (26,5 cm de comprimento efetivo) x

75 um de didmetro interno x 375 pm diametro externo. A voltagem aplicada assim como o
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tempo de injegdo do eletrdlito espacador, foram mostrados em cada figura, mantendo-se a
pressdo constante em 25 mbar. Todos 0s picos se referemao ™.

Fonte: Propria autora.

Avaliando a Figura 27, percebeu-se que os ensaios 1, 2, 5 e 6 (Figuras 27 A, B, E e F)
apresentavam maior tempo de migracdo (em torno de 4 minutos), devido a menor voltagem
aplicada, - 15 kV. Enquanto os ensaios 3, 4, 7 e 8 (Figuras 27 C, D, G e H), devido a maior voltagem
(- 25 kV), apresentavam tempo menor, em torno de 2 minutos.

Em todos os ensaios em que foi usado o menor nivel de tempo de injecdo (10 s),
conjuntamente ao maior nivel de voltagem aplicada (- 25 kV), a resolucdo entre 0s picos ndo
ocorreu muito bem, como pode ser observado na Figura 27 C e G. Isso porque a voltagem elevada
de — 25 kV associada ao tempo de 10 s, ndo proporcionaram um periodo suficiente para separar as
zonas de amostras, de forma que houvesse boa resolucédo entre os picos, independentemente de o
namero de injecdes ser igual a 4 ou 5.

Os ensaios com 0 mesmo nivel de periodo de injecdo do eletrolito anterior, mas com nivel
inferior de aplicagdo de voltagem (Figura 27 A e E) mostraram melhor perfil de separagéo quando
comparado ao conjunto anterior, ja que esses apresentavam tempo mais elevado para a separacéo,
guando comparados aos anteriores.

Quando se analisou os eletroferogramas da Figura 27, D e H, que correspondia ao nivel
superior de injecdo de eletrélito e voltagem aplicada (15 s e — 25 kV, respectivamente), percebeu-
se que também ndo ha uma grande resolucdo entre os picos. Com o ensaio 4 (Figura 27D)
mostrando uma resolucdo um pouco melhor do que o ensaio 8 (Figura 24H) devido ao nimero
menor de inje¢des.

Ja os ensaios 2 e 6 (Figuras 27 B e F) mostraram serem 0s ensaios com melhor separagao
entre 0s picos. Nesse caso, 0 tempo de injecdo de ambos era igual a 15 s e foi aplicada — 15 kV de
voltagem. O ensaio 2 (Figura 27B) mostrou claramente que a resolucao entre os picos era melhor e
que havia maior precisdo entre as duas replicas do ensaio. O ensaio 6 (Figura 27F) demonstrou
presenca de separacao entre 0s picos, mas com pouca resolucéao, se mostrando, inclusive, inferior a
anterior. Além disso, houve menor precisdo entre as réplicas. A diferenga entre os dois ensaios,
consistiu na quantidade de injecOes consecutivas, e como pode ser observado o tempo se mostrou
quase idéntico para ambos.

Portanto, apesar das condi¢fes do ensaio 2 (Figura 27B) terem mostrado uma étima
resolucdo e precisdo, o ensaio 6 (Figura 27F) envolveu uma maior quantidade de injecGes, o que

melhoraria a frequéncia analitica, resultou no mesmo tempo de analise do ensaio 2 e ainda contou
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com picos resolvidos. Por isso, imaginou-se que essas caracteristicas do ensaio 6 mostravam
condicOes de serem melhoradas, assim, elas foram utilizadas para a proxima etapa de otimizacdo
do método por inje¢do maltipla.

Visando obter uma maior frequéncia analitica para a analise, associada a melhor resolucéo
entre 0s picos no menor intervalo de tempo possivel, fez-se um segundo planejamento fatorial, mas
dessa vez o planejamento foi do tipo, 32, ou seja, com 2 fatores em 3 niveis cada um, com triplicata
no ponto central, 0 que resultou em 11 ensaios. Para isso, foram injetadas solugdes de I~ na
concentragdo de 11,0 mmol L, mesma concentrago utilizada no planejamento anterior.

Nesse planejamento, baseou-se nas condi¢des do ensaio 6 (10 s de injecao de eletrdlito, - 15
kV de voltagem aplicada e 5 injecOes). Desse modo, fixou-se 0 nimero de inje¢des consecutivas
como 5 e variou-se o tempo de injecdo de eletrdlito, mantendo a pressdo constante e igual a 25
mbar, assim como a forma de injecdo de amostra (25 mbar por 5 s), e a voltagem aplicada. Dessa

forma, a Tabela 7, mostra os niveis utilizados para os dois fatores em estudo.

Tabela 7: Fatores e niveis utilizados no planejamento fatorial 32.

Fator Niveis
- 0 +
1 Tempo de injecdo de eletrolito (s) 10 13 16
2 Voltagem aplicada (kV) -15 -20 -25

Fonte: Propria autora.

Dessa vez, para auxiliar na escolha das melhores condi¢des de anélise, ao invés de se
fazer uma avaliacdo qualitativa, utilizou-se como resposta a estatistica de resolugdo
cromatografica (CRS) que avalia a resolucdo de todos os picos presentes no eletroferograma
em estudo de forma simultanea, e o tempo da corrida.

Dessa forma, a matriz de contraste e as respostas sdo mostradas na Tabela 8. J& 0s

eletroferogramas correspondentes aos 11 ensaios se encontram na Figura 28.



Tabela 8: Matriz de contraste e respostas para o planejamento fatorial 32.

Ensaio  Tempo de injegdo  Voltagem aplicada

de eletrdlito (s) (kV) RS
1 -1 -1 1672,05
2 0 -1 23,42
3 1 -1 1,60
4 -1 0 1769,48
5 0 0 1,792
6 1 0 0,99
7 -1 1 182,80
8 0 1 6,64
9 1 1 0,80
10 0 0 1,859
11 0 0 1,517

Niveis: Tempo de injecéo de eletrélito (s): (-1): 10; (0): 13; (+1): 16.
Voltagem (kV): (-1): - 15; (0): - 20; (+1): - 25.
Fonte: Propria autora.
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Pela analise da Figura 28 de forma geral, percebeu-se que o0 aumento da voltagem aplicada
levou a diminuicdo do tempo de anélise, enquanto o aumento do tempo de injecdo de eletrolito
espacador aumentou a resolucéo entre os picos.

Avaliando ainda essa figura, 0s ensaios em que o tempo de injecdo de eletrolito
correspondeu ao menor nivel, ou seja, 10 s (Figura 28 A, D e G) apresentaram baixa resolucao entre
0s picos. Isso resultou nos altos valores de CRS mostrados na Tabela 7. Assim, percebeu-se que era
necessario maior quantidade de eletrdlito entre as amostras para proporcionar maior resolucéo entre
0S picos.

Os ensaios com nivel intermedidrio de eletrolito, 13 s, - Figura 28, B, E e H - mostraram
melhor resolucéo entre o0s picos quando comparada aos ensaios com menor nivel de tempo de
injecao de eletrdlito. Porém, a sua resolucao ainda era menor (principalmente para 0s ensaios 2 e 8)
quando comparada a Figura 28, C, F e |, correspondentes ao nivel superior de eletrolito, 16 s, as
quais demonstraram a melhor resolucéo entre os picos, quando comparados aos demais, refletindo
nos baixos valores de CRS encontrados na Tabela 8.

Percebe-se também pela Figura 28E, que os ensaios correspondentes ao ponto central
(Ensaios 5, 10 e 11) apresentaram boa resolucdo entre os picos, mas ndo mostraram 0s menores
valores de CRS.

De acordo com as respostas da Tabela 8, era possivel perceber que os ensaios 6 e 9
apresentaram o menor CRS, o que ocorreu devido a alta resolucédo entre os picos, evidenciados
a partir da analise da Figura 28 F e |, associado ao baixo tempo de analise. E interessante
destacar que o ensaio 3, apesar de ter mostrado boa resolucéo entre os picos, o correspondente
CRS ndo foi 0 menor por causa do tempo de corrida superior.

Os ensaios 6 e 7 apresentavam o nivel mais elevado do tempo de injecdo de eletrélito,
ou seja, 16 s. A diferenca entre os dois, consistia na voltagem aplicada. O ensaio 6 correspondia
a aplicacdo de — 20 kV de voltagem e 0 ensaio 9, a — 25 kV. O valor maior de voltagem aplicada
levou ao menor tempo de retencdo do analito no ensaio 9 em comparacéo ao ensaio 6. 1sso pode
ser comprovado pela observacéo dos eletroferogramas mostrados na Figura 28F e I.

Como os ensaios 6 e 9 apresentaram os melhores valores de CRS, de forma a determinar
qual a melhor condicdo de injecdo do eletrolito e aplicacdo de voltagem, definiu-se a
repetibilidade como critério de otimizacdo da melhor condigdo de analise. Assim, uma solucéao
de I~ na concentragdo 11,0 mmol L foi injetada sob cada condigdo cinco vezes, como pode
ser visto na Figura 29. Os valores do RSD dessa avaliacdo para a area dos picos e tempo de

retencdo sdo mostrados na Tabela 9.
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Figura 29: Eletroferogramas correspondentes ao teste de repetibilidade para os ensaios 6 e 9.

A - Ensaio 6 (16 s; - 20 kV) B - Ensaio 9 (16 ;- 25 kV)

FOO mAll
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\;/ { s'l 't_ v _}

0 0.3 1 13 2 13 3 33 0 035 1 15 2 23 3 33
Tempo, min Tempo, min

Condigdes: Eletrdlito composto por 40 mmol L de TRIS e 20 mmol L™ de HCI (pH 8,20),
cartucho mantido a 25 °C, injecdo hidrodindmica de amostra (25 mbar por 5 s) pelo lado mais
distante ao detector, comprimento de onda de deteccao correspondendo a 230 nm. Capilar de

silica fundida revestidos com poliimida (série TSP) de 35 cm (26,5 cm de comprimento
efetivo) X 75 um de didmetro interno x 375 um didmetro externo.
A voltagem aplicada e o tempo de injecdo de eletrélito espacador estdo mostrados no titulo de
cada figura. A presséo aplicada foi mantida em 25 mbar. Todos 0s picos se referem ao I™.

Fonte: Propria autora.

Tabela 9: Valores de RSD para o teste de repetibilidade para os ensaios 6 e 9.

Ensaio RSD — Area dos picos (%)  RSD — Tempo de migracéo (%)
6 1,71 0,77
9 3,81 1,29

Fonte: Propria autora.

Observando a Figura 29 e a Tabela 9, 0 ensaio 6 apesar de levar a maior tempo de
analise, apresentou a maior precisao quando comparado ao ensaio 9, ja que seu RSD tanto para
a &rea dos picos quanto para o tempo de migragdo, era menor. Dessa forma, por ser mostrar
mais preciso, as condigdes referentes ao ensaio 6 foram utilizados para a continuidade do
trabalho, sendo elas: injecdo hidrodindmica (25 mbar por 5 s de amostra e 25 mbar por 16 s de
eletrolito), capilar de silica fundida com 35 cm de comprimento (26,5 cm de comprimento

efetivo), 75 um de diametro interno e 375 um de diametro externo, temperatura do cartucho de
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25°C e voltagem aplicada de — 20 kV, comprimento de onda de deteccao de 230 nm e eletrélito
composto por 40 mmol L de TRIS e 20 mmol L* de HCI (pH 8,20).

Assim, como o planejamento foi otimizado a partir de uma solugdo com concentracao
referente & 11,0 mmol L* de I, de forma a comparar os sinais obtidos entre a injegdo multipla,
convencional (Figura 20) e pelo outlet (Figura 24), injetou-se a solucdo de I~ na concentragédo
de 1 mmol L usando as condi¢des otimizadas pelo planejamento fatorial 32. O resultado é
mostrado no eletroferograma da Figura 30. Avaliando essa figura, percebeu-se que essas

condic@es forneceram realmente picos bem resolvidos em um tempo de analise em torno de 2,5
minutos.

Figura 30: Eletroferograma para 1 mmol L de I~ pelo método de injecdo multipla usando as

condicdes otimizadas no planejamento fatorial 32.

100 mAT]

| UUL

1 12 14 1.6 1.8 2 22 24 26 23 3

Tempo, min

Condicdes: Eletrolito composto por 40 mmol L de TRIS e 20 mmol L de HCI (pH 8,20),
cartucho mantido a 25 °C, injecdo hidrodindmica de amostra de 25 mbar por 5 s e de eletrdlito
de 25 mbar por 16 s, pelo lado mais distante ao detector, comprimento de onda de deteccdo
correspondendo a 230 nm e voltagem aplicada de — 20 kV. Capilar de silica fundida
revestidos com poliimida (série TSP) de 35 cm (26,5 cm de comprimento efetivo) X 75 um de
didmetro interno x 375 um didmetro externo. Todos 0s picos se referem ao I,

Fonte: Propria autora.

Quando se comparou as Figuras 20, 24 e 30, percebeu-se um aumento no sinal dessa
ultima em relacdo aos dois primeiros. Acreditou-se que esse fendbmeno ocorria devido a um

alargamento das bandas causado pela difusdo longitudinal, devido ao tempo de residéncia do
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soluto no capilar aumentar da injecdo pelo outlet para a convencional e deste para a injegéo
maltipla.
A fim de mostrar que esse método era aplicavel as amostras de LI, essas foram injetadas

em corridas distintas, de forma sequencial (cinco vezes) cada uma sob as condi¢6es otimizadas,
resultando nos eletroferogramas mostrados na Figura 31.

Figura 31: Eletroferogramas correspondentes ao método de injecdo multipla, obtidos para as

amostras de LI sob as condigGes obtidas pelo planejamento fatorial 32.

140 mALU

A-1A B-1C
k
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Tempo, min
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15 2 23 3 1 13 2 23
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Condigdes: Eletrélito composto por 40 mmol L de TRIS e 20 mmol L de HCI (pH 8,20),

cartucho mantido a 25 °C, injecdo hidrodindmica de amostra de 25 mbar por 5 s e de eletrolito

de 25 mbar por 16 s, pelo lado mais distante ao detector, comprimento de onda de deteccao

correspondendo a 230 nm e voltagem aplicada de — 20 kV. Capilar de silica fundida

revestidos com poliimida (série TSP) de 35 cm (26,5 cm de comprimento efetivo) X 75 um de

didmetro interno x 375 um didmetro externo. Todos 0s picos se referem ao I,

Fonte: Propria autora.

A partir da Figura 31, observou-se que o método poderia ser utilizado para a

quantificacdo de I~ nas amostras reais de LI, fazendo a injecdo sequencial 5 vezes da mesma

amostra em uma mesma corrida e ndo gerando problemas de coluicéo entre 0s picos.
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Com o objetivo de determinar se seria possivel realizar a injecdo de amostras diferentes
em uma mesma corrida, injetou-se sequencialmente 5 amostras diferentes — 1C, 2A, 2B, 1A e

2A —no equipamento de CE, como mostra a Figura 32.

Figura 32: Eletroferogramas de injecdo multipla obtidos para as amostras reais dos LI — 1C,
2A, 2B, 1A e 2B — sob as condigdes obtidas pelo planejamento fatorial 32.

~

120 mAl

Tempo, min

Condicgdes: Eletrolito composto por 40 mmol L de TRIS e 20 mmol L de HCI (pH 8,20),
cartucho mantido a 25 °C, injecdo hidrodindmica de amostra de 25 mbar por 5 s e de eletrolito
de 25 mbar por 16 s, pelo lado mais distante ao detector, comprimento de onda de deteccao
correspondendo a 230 nm e voltagem aplicada de — 20 kV. Capilar de silica fundida
revestidos com poliimida (série TSP) de 35 cm (26,5 cm de comprimento efetivo) X 75 um de
didmetro interno x 375 um didmetro externo.

Fonte: Propria autora.

Analisando-se a Figura 32, percebeu-se que apenas 0 primeiro pico era obtido de forma
bem clara e resolvida. Enquanto os outros quatro sofriam coluicéo.

De forma a encontrar uma explicacdo para esse comportamento, injetaram-se duas
amostras do mesmo aminoacido (A), porém com distintos cations — 1A e 2A — para avaliar se
haveria alguma mudanca de comportamento. A partir dessa injecdo, encontrou-se o0

eletroferograma mostrado na Figura 33.
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Figura 33: Eletroferogramas de injecdo multipla obtidos para as amostras 1A e 2A sob as
condigBes obtidas pelo planejamento fatorial 32.
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Condicdes: Eletrdlito composto por 40 mmol Lt de TRIS e 20 mmol Lt de HCI (pH 8,20),

cartucho mantido a 25 °C, injecdo hidrodindmica de amostra de 25 mbar por 5 s e de eletrolito

de 25 mbar por 16 s, pelo lado mais distante ao detector, comprimento de onda de deteccao
correspondendo a 230 nm e voltagem aplicada de — 20 kV. Capilar de silica fundida
revestidos com poliimida (série TSP) de 35 cm (26,5 cm de comprimento efetivo) X 75 um de
didmetro interno x 375 pum didmetro externo.

Fonte: Propria autora.

Avaliando a Figura 33, o comportamento anterior ndo era repetido, ou seja, o fato de
serem feitas inje¢Oes de LI contendo cations diferentes ndo causou qualquer influéncia sobre a
corrida eletroforética. Isso indicou que a colui¢do entre os picos na Figura 32 era causada pela
presenca de diferentes aminoécidos dentro do capilar, fazendo com que houvesse alguma
interacdo entre eles e resultando em coluig&o.

Relembrando a curva de mobilidade eletroforética efetiva da Figura 18, em pH 8,2 0s
aminoacidos estavam majoritariamente na forma neutra. Assim, acreditou-se que o0
comportamento visto na Figura 32 fosse devido a interagdo entre o grupo carboxilato e o grupo
amino entre os aminoacidos, devido a formacdo de ligagdes de hidrogénio, alterando a
configuracdo das zonas dentro do capilar.

Esse fendbmeno ndo ocorria quando era feita a injecdo de amostras contendo 0 mesmo
aminoéacido como visto na Figura 31, em que eram injetados sequencialmente o mesmo LI, ou
seja, contendo o0 mesmo cation e anion. O mesmo comportamento era obtido perante a injecédo

de LI contendo o mesmo anion, mas tipos diferentes de cations, como visto na Figura 33. Isso
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demonstrou que o fator influenciador na injecdo era o tipo de aminoacido, sendo que o cétion
n&o influenciava nesse processo.

Dessa forma, concluiu-se que ndo seria possivel utilizar o método por injecdo multipla
para analise de 1~ realizando a injecdo de amostras diferentes na mesma corrida eletroforética.
Portanto, decidiu-se utilizar o método por injecdo maultipla, realizando cinco injecGes do mesmo
LI sequencialmente, o que levou a andlise de uma amostra em quintuplicata na mesma corrida,
durando cerca de 2,5 minutos. E importante ressaltar que era possivel realizar quintuplicatas

auténticas, bastando para isso montar um metodo correto no equipamento de CE.

4.5. OTIMIZACAO DOS METODOS PARA DETERMINACAO DE I~ POR CZE-UV

Visando a quantificacdo de I~ em LI, decidiu-se implementar uma curva analitica. Porém,
apesar do I~ nesses LI se tratarem de impureza de uma sintese e por esse motivo se esperar uma
baixa concentracdo do mesmo nas amostras e por ndo haver uma regulamentagdo que apontasse a
concentracdo maxima do mesmo, ndo se tinha ideia da faixa de concentragdo a ser utilizada na
construgdo dessa curva analitica. Por causa disso, utilizou-se 0 método de adigdo de padrdo com
um incremento em algumas amostras, de forma a identificar de forma exploratoria a média de
concentracdo de I~ nas mesmas (OLIVEIRA et al., 2012).

Assim, identificou-se que as amostras possuiam uma concentracéo de I~ na qual o uso de
uma curva analitica na faixa de 0,1 — 11,0 mmol L seria suficiente (OLIVEIRA et al., 2012).

A implementacdo da curva analitica foi feita baseada em cinco niveis de concentracdo em
réplicas auténticas. As concentragdes corresponderam a 0,1; 2,0; 5,0; 8,0 e 11,0 mmol L. Para os
métodos de injecdo convencional e pelo outlet, foram utilizadas trés réplicas e para a injecao
multipla, usou-se cinco réplicas.

Para todos os métodos com diferentes tipos de injecdo, 0 modelo de regressao foi
implementado através de regressao pelo método dos minimos quadrados. Para isso, utilizou-se o
método de padronizacao externa. Assim, solucdes padréo de I~ nas concentragOes referentes aos
cinco niveis foram injetadas no aparelho de CE e obtidos os eletroferogramas correspondentes.
Apos a integracdo dos picos referente ao I~ e a obtencédo das areas, estas foram comparadas com
suas concentragoes.

Assim, a Tabela 10 apresenta os valores das areas dos picos utilizados para a implementagao

do modelo e o valor do RSD, para os trés métodos otimizados nesse trabalho.
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Tabela 10: Valores de area usados para a implementacdo do modelo de regresséo linear para

0s métodos otimizados para 0s 3 modos de injecdo — convencional, outlet e multipla.

Convencional

1] Sinal 12 Sinal 22 Sinal 32 Sinal 42 Sinal 52 RSD
(mmol L) replicata replicata replicata replicata replicata (%)
0,1 19,03 19,32 19,24 - - 0,76
2,0 386,39 401,96 391,14 - - 2,03
5,0 839,01 850,66 899,16 - - 3,70
8,0 1311,44  1289,78 1349,15 - - 2,28
11,0 1727,34  1894,70 1764,06 - - 4,90
Outlet
[17] Sinal 12 Sinal 28 Sinal 32 Sinal 42 Sinal 52 RSD
(mmol L) replicata replicata replicata replicata replicata (%)
01 19,70 21,14 22,20 } } 5,97
2,0 32452  317,6 339,32 - - 3,36
50 832,76 798,17 782,66 - - 3,19
8,0 1243,05 1152,10  1114,89 - - 5,64
110 158536 1527,04  1606,30 - - 2,61
Injecdo multipla
[17] Sinal 12 Sinal 28 Sinal 32 Sinal 42 Sinal 5 RSD
(mmol L) replicata replicata replicata replicata replicata (%)
01 30,92 27,52 27,25 27,13 26,31 6,42
2,0 543,05 511,72 514,03 516,57 525,11 2,44
50 1292,83  1230,32 1195,03 1184,28 1191,40 3,70
8,0 1978,86  1907,69  1886,20  1818,87  1854,92 3,19
11,0 255145 2618,58  2652,26 260599  2600,03 1,40

Fonte: Propria autora.

Utilizando o método com injegdo convencional, observou-se que todos os valores de RSD
sdo menores do que 5 %, enquanto que pela injecdo pelo outlet, o primeiro e o quarto nivel foram
obtidos com o RSD superior a 5 %. E no caso da injegdo multipla, apenas o primeiro nivel tem o

RSD acima de 5 %. Ou seja, no geral, todos os trés métodos apresentaram baixos valores de RSD.
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A Tabela 10 mostra de forma mais clara o que foi observado anteriormente sobre o
alargamento das bandas causado pela difusdo longitudinal. J& que para o método de injecdo
convencional e pelo outlet, em geral, houve um aumento de area do segundo para o primeiro. E que
do método convencional para a injecdo multipla, também se observou esse aumento.

Utilizando-se 0 método dos minimos quadrados, conseguiu-se obter a equacdo da curva
analitica, bem como o coeficiente de correlagdo (r) para cada método otimizado, como mostra a
Tabela 11.

Tabela 11: Resultados estatisticos para os modelos de previsdo para os 3 métodos

implementados — convencional, outlet e multipla.

Modo de injecao Equacao da curva r a b
Convencional y =160,53 x + 39,547  0,9977 160,53 39,547
Outlet y=14152 x +40,403  0,9970 141,52 40,403
Multipla y =234,3x + 29,673 0,9991 2343 29,673

Fonte: Propria autora.

A Tabela 11, mostra que em todas as curvas implementadas, o valor do coeficiente de
correlacdo era proximo de 1,0, mostrando a relacdo linear existente entre as variaveis y e X,
correspondente a area e concentracao, respectivamente.

Esses modelos de previsdo s6 podem ser utilizados corretamente se sua linearidade for
verificada e ainda, se houver significancia da regressdo e ndo apresentarem falta de ajuste. Porém,
antes disso € necessario verificar os pressupostos normalidade e homocedasticidade, conforme
discutido no item “1.7.1”. Considerou-se que o pressuposto da independéncia ja era atendido, pelo
fato de as solugdes utilizadas na implementacdo desses modelos terem sido preparadas de forma
auténtica e a injecdo no equipamento de CE ter acontecido de forma aleatéria. A Tabela 12
apresenta os resultados encontrados para esses pressupostos.
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Tabela 12: Pressupostos avaliados para a anélise de variancia.

Modo de Normalidade Homocedasticidade
injecéo Weal Wb p-valor
Convencional 0,918 0,881 0,342
Outlet 0,888 0,881 0,357
Multipla 0,894 0,888 0,162

Fonte: Propria autora.

A normalidade foi verificada pelo teste de Shapiro — Wilk, em que a resposta obtida,
chamada de Weaicutado (Weal) deve ser maior do que 0 Whapelado (Wiab) para um dado intervalo de
confianga. Como pode ser observado na Tabela 12, todos os valores de Wca eram maiores do que
os valores de Wi para os respectivos intervalos de confianga considerados, assim esse pressuposto
foi aceito e os dados estavam distribuidos de acordo com uma distribui¢do normal.

Ja a homocedasticidade foi verificada através do software MiniTab14®, pelo teste de
Levene. Pelos dados da Tabela 12, todos os valores eram maiores do que 0,05, de forma que esse
pressuposto foi aceito e esses dados foram considerados homocedasticos.

Como os pressupostos ndo foram violados, a validade do modelo e a significancia da
estatistica da curva ajustada podiam ser testados por meio da andlise de variancia, conforme
explicado no item “1.7.1”. A Tabela 13 mostra o resultado final da anélise de variancia a 95 % de

confianca.

Tabela 13: Dados utilizados para a analise de variancia.

Modo de Falta de ajuste Significancia da regressao
injecéo Feal Fotaj 9ep Feal Fyregor
Convencional 1,53 3,71 2757,98 4,67
Outlet 3,62 3,71 2137,93 4,67
Multipla 2,02 3,1 13167,94 4,28

Injecao convencional e outlet: Fygyj 9ep = F3,10€ Fyregor = F1,13.
Injecao maltipla: Fygaj 9ep = F3,20€ Foreg or = F1,23.

Fonte: Propria autora.

Avaliando os dados da Tabela 13, o valor de Fcaiculado NO teste da falta de ajuste foi menor

do que 0 Fanelado para todos os métodos otimizados, afirmando-se entdo que, com 95 % de confianca,
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ndo houve evidéncia de falta de ajuste nos modelos implementados. No caso do teste de
significancia da regresséo, 0 Feaiculado fOi mais de cinco vezes maior do que 0 Fiapelado, também em
todos os metodos, mostrando que os modelos apresentavam regressdes significativas.

Dessa forma, as equacbes mostradas na Tabela 11 foram consideradas satisfatorias e

puderam ser utilizadas para a quantificacdo de I~ nas amostras de L1I.

4.6. VALIDACAO DOS METODOS DE INJECAO CONVENCIONAL, OUTLET E
MULTIPLA

A Tabela 14, mostra os testes de validacdo realizados, consistindo em LD, LQ e
recuperacao.

O LD corresponde a menor concentragdo do analito que pode ser detectado, mas ndo
necessariamente quantificado, enquanto o LQ representa a menor concentracdo que pode ser
quantificada usando um determinado método. Salienta-se que os dois parametros foram
medidos usando a relacdo sinal — ruido. De acordo com os dados da Tabela 14, foram
encontrados baixos valores de LD e LQ, sendo que o primeiro nivel das curvas analiticas
implementadas foi superior ao LQ para as amostras em todos os métodos otimizados.

Os ensaios de recuperacdo foram realizados pela fortificacdo das amostras com soluc@es de
I~ em trés niveis de concentracdo: o primeiro correspondendo ao primeiro nivel da curva analitica
(0,1 mmol L?), o segundo nivel correspondendo ao nivel intermediario da curva, que foi
considerado como 5,5 mmol L e o terceiro nivel, o qual se referiu ao nivel mais elevado, ou seja,
11,0 mmol L. O célculo foi realizado pela equac&o (14).

Ressalta-se que esse teste foi realizado para os métodos de injecao pelo outlet e multipla. O
primeiro foi realizado em triplicata e o segundo, em quintuplicata, ambos de forma auténtica.

Como pode ser observado na Tabela 14, sobre o ensaio de recuperacao para 0 método de
injecao pelo outlet, os resultados variaram entre 97,478 e 110,820%. Enquanto que para a injecao

multipla, a recuperagdo variou de 94,381 a 109,087%.
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Tabela 14: Validacdo para os trés modos de injecdo — convencional, outlet e multipla.

Modo LD LQ Recuperacao
de LI (mmol LY) (mmol LY 0,1 55 11,0

injecdo mmol L mmol L mmol L

= 1A 0,004 0,014 - - -

S 1c 0006 0,020 . . :

% 2A 0,003 0,011 i i i

3 2B 0,002 0,008 - - .
1A 0,006 0,02 101,538 + 3,572 97,478 £3,800 103,287 = 13,065

B 1C 0,005 0,02 102,358 + 7,445 106,343 +1,603 104,283 + 7,000

g 2A 0,006 0,02 108,021 +£6,307 104,077 +2,804 110,820 + 2,874
2B 0,003 0,01 104,940 + 5,403 08,487 + 1,224 107,956 + 3,365
1A 0,006 0,020 105,111 £22,941 94,381 + 1,589 101,519+ 1,726

g_ 1C 0,005 0,016 96,053 * 8,682 104,675+ 3,003 105,401 + 1,806

E:; 2A 0,005 0,018 109,087 +17,602 101,072+ 2,310 107,264 + 2,984
2B 0,005 0,017 100,983 + 22,377 104,484 +1,350 101,872 + 2,029

Fonte: Propria autora.

O exame de seletividade foi realizado com o objetivo de assegurar que o sinal analitico era

devido ao analito de interesse e ndo a outros fatores. Para esse teste, fez-se a injecdo do eletrolito de

corrida composto por 40 mmol L de TRIS e 20 mmol L de HCI (pH 8,20) e da agua, que é o

diluente das amostras de LI, para os trés métodos otimizados. Os eletroferogramas correspondes

podem ser visualizados na Figura 34. Nessa figura, foi feita a comparacéo dos eletroferogramas do

eletrélito e da agua, com o eletroferograma de um dos niveis da curva analitica e de uma das

amostras de LI. Para isso, foram escolhidos o primeiro nivel da curva de calibracdo e a amostra 2B.
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Conforme pode ser visualizado na Figura 34, nos eletroferogramas da &gua e do eletrolito,
ndo foi possivel perceber sinais na regiéo do pico do I~ em nenhum dos trés métodos otimizados
que pudessem interferir na sua determinacdo, de forma que pode se garantir que o pico de resposta

pertenceu exclusivamente ao 1.

4.7. QUANTIFICACAO DE I~ NAS AMOSTRAS DE LI UTILIZANDO OS METODOS DE
INJECAO CONVENCIONAL, OUTLET E MULTIPLA

Implementadas as curvas analiticas dos 3 métodos, estas foram utilizadas para a
quantificacdo das amostras de LI. Para isso, injetou-se as amostras sob as condi¢des otimizadas e
apos a integracdo do pico correspondente ao 17, a area resultante foi usada na curva de calibracédo
para obter a concentracdo correspondente do analito. Salienta-se que as quantificacdes usando o
método convencional e pelo outlet foram realizadas em triplicatas auténticas e a quantificacdo
usando a injecdo multipla foi realizada em quintuplicatas auténticas, conforme o método otimizado.
A Tabela 15, mostra os resultados obtidos na quantificacéo para os trés métodos, assim como o
desvio padrdo, o RSD e o intervalo de confianca a 95%. Enquanto os eletroferogramas
correspondentes a quantificacdo pelos mesmos trés métodos podem ser visualizados nas Figuras
35,36 37.
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Figura 35: Eletroferogramas correspondentes a quantificacdo das amostras de LI utilizando o

método de injecdo convencional.
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Condigdes: Eletrélito composto por 40 mmol L™ de TRIS e 20 mmol L de HCI (pH 8,20),
cartucho mantido a 25 °C, injecdo hidrodindmica de 25 mbar por 5 s pelo lado mais distante
ao detector, comprimento de onda de detec¢do correspondendo a 230 nm e voltagem aplicada
de — 25 kV. Capilar de silica fundida revestidos com poliimida (série TSP) de 35 cm (26,5 cm

de comprimento efetivo) X 75 um de didmetro interno x 375 um didmetro externo.

Fonte: Propria autora.
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Figura 36: Eletroferogramas correspondentes a quantificacdo das amostras de LI utilizando o

método de injecdo pelo outlet.
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Condigdes: Eletrélito composto por 40 mmol L™ de TRIS e 20 mmol L de HCI (pH 8,20),

cartucho mantido a 25 °C, injec&o hidrodindmica de - 25 mbar por 5 s pelo lado mais proximo

ao detector, comprimento de onda de detec¢do correspondendo a 230 nm e voltagem aplicada

de — 25 kV. Capilar de silica fundida revestidos com poliimida (série TSP) de 35 cm (8,5 cm

de comprimento efetivo) x 75 um de didmetro interno x 375 um didmetro externo.

Fonte: Propria autora.
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Figura 37: Eletroferogramas correspondentes a quantificacdo das amostras de LI utilizando o

método de injecdo multipla.
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Condicgdes: Eletrolito composto por 40 mmol L de TRIS e 20 mmol L de HCI (pH 8,20),

cartucho mantido a 25 °C, injecdo hidrodindmica de amostra de 25 mbar por 5 s e de eletrélito

de 25 mbar por 16 s, pelo lado mais distante ao detector, comprimento de onda de deteccao

correspondendo a 230 nm e voltagem aplicada de — 20 kV. Capilar de silica fundida

revestidos com poliimida (série TSP) de 35 cm (26,5 cm de comprimento efetivo) X 75 um de

didmetro interno x 375 pm didmetro externo. Todos 0s picos se referem ao [™.

Fonte: Propria autora.
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Tabela 15: Resultados obtidos na quantificacdo de I~ pelos métodos otimizados — injecéo
convencional, pelo outlet e maltipla.

Modo LI [17] RSD Intervalo de confianca
de injecao %(m/m) (%) (95%)

1A 4,203+0,240 5721 3,797 — 4,608
1C 2,394 + 0,085 3,538 2,251 - 2,537
Convencional 2A 2,496 + 0,065 2,621 2,386 — 2,606
2B 1,273 +0,028 2,199 1,226 — 1,320
1A 4,092 +0,017 0,422 4,062 — 4,121
1C 2,456 + 0,222 9,045 2,082 -2,831
Outlet 2A 2,901+0,117 4,039 2,703 - 3,098
2B 1,186 + 0,034 2,838 1,129 - 1,242
1A 4,439+0,127 2,869 4,318 — 4,561
1C 2,903 + 0,160 5,498 2,751 3,055
Multipla 2A 2,733 +0,066 2,406 2,670-2,796
2B 1,884 + 0,087 4,595 1,801 — 1,966

Fonte: Propria autora.

Avaliando a Tabela 15, que mostra as quantificacfes de I~ realizadas utilizando os trés
métodos otimizados, percebeu-se que os valores encontrados para 0os mesmos LI sdo
semelhantes, ndo havendo grandes diferengas entre eles. De forma a verificar estatisticamente
se havia alguma diferenca significativa entre as médias obtidas nas trés metodologias, foi
realizada analise de variancia (ANOVA a um fator), usando o software IBM SPSS Statistics 21,
no intervalo de confianca de 95%. Como o resultado encontrado nesse teste, ou seja, o p-valor
foi obtido no valor de 0,891 e esse é maior do que 0,05, concluiu-se que ndo houve evidéncia
de diferenca significativa entre os trés métodos otimizadas a 95% de confianga.

Para verificar a validade do teste realizado (ANOVA a um fator) foram verificadas as
suposi¢des normalidade, pelo teste de Shapiro — Wilk, homocedasticidade das variancias, pelo
teste de Levene e independéncia pelo teste de Durbin — Watson, nos residuos. Todos foram
realizados utilizando o software IBM SPSS Statistics 21. Esses testes mostraram 0s seguintes p-
valores: 0,210 para normalidade, 0,932 para a homogeneidade e 2,055 para a independéncia. A
normalidade e homogeneidade mostraram p-valores maiores do que 0,05 e a independéncia
mostrou estar proximo de 2,0 (esse teste verifica se ha autocorrelacéo entre os residuos, sendo

que a sua auséncia indica a independéncia entre eles, evidenciado por valores proximos a 2).
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Dessa forma, as suposicdes ndo foram violadas e o teste ANOVA a um fator foi considerado
valido.

Os valores encontrados de I~ nas amostras de LI utilizando as trés metodologias
otimizadas ndo diferiram significativamente. 1sso demonstrou que mesmo havendo um
alargamento dos picos causado pela difusdo longitudinal, resultando em maiores areas para 0s
métodos em que houve maior tempo de residéncia do analito no capilar, ndo houve
comprometimento dos métodos, visto que as médias encontradas para eles foram
estatisticamente semelhantes. Esse comportamento foi devido ao fato de todo o processo de
desenvolvimento de um método em particular, desde a implementacdo da curva analitica até a
quantificacdo ter submetido o analito ao mesmo fenémeno.

Quanto aos valores do RSD, com excecdo da amostra 1C na injecdo pelo outlet, que
apresentou RSD de 9,045%, as outras amostras apresentaram baixo RSD, com os valores
variando entre 0,422 e 5,721%.

A Tabela 15 mostra ainda que todas as amostras de LI se encontraram dentro do

intervalo de confianga a 95%, determinado para cada uma.

4.8. FREQUENCIA ANALITICA DOS METODOS

De forma a analisar a frequéncia analitica dos métodos otimizados — convencional, outlet e
multipla — fez-se uma comparacdo entre o periodo de tempo que cada método otimizado demandou
para realizar uma corrida eletroforética. A Tabela 16 apresenta os valores correspondentes a essa

comparagao.
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Tabela 16: Avaliacdo comparativa entre TAT e frequéncia analitica dos métodos otimizados.

Tempo Tempode Limpeza Tempo TAT" NuUmero de

Injecéo de aquisicao entre totaldecada (min)  injecdes/
injecdo  dosdados  corridas corrida hora
(min) (min) (min) (min)
Convencional 0,08 3 5 8,08 96 7
Outlet 0,08 1 5 6,08 72 9
Multipla 1,48 3 5 9,48 37,9 31

*Considerando a andlise de quatro amostras avaliadas em triplicatas para os métodos de
injecdo convencional e pelo outlet, e em quintuplicatas para 0 método de injecdo mdaltipla.
Todos correspondendo a réplicas auténticas.

Fonte: Propria autora.

A Tabela 16 mostra que o tempo total para analisar uma amostra utilizando o método
otimizado de injecdo convencional demandou cerca de 8,08 minutos, para a injecdo pelo outlet
demandou cerca de 6,08 minutos, enquanto que para a inje¢do mdaltipla ela durou cerca de 9,48
minutos. Porém, o diferencial dessa ultima consiste em realizar a analise de uma amostra em
quintuplicata, enquanto os outros dois métodos correspondem a andlise de uma réplica de uma
amostra. Portanto, se ha intencéo de realizar uma triplicata, por exemplo, sdo necessarias mais duas
corridas.

Considerando que foram analisadas quatro amostras, a sua quantificagdo em triplicata
demandou a realizacdo de doze corridas eletroforéticas para 0 método de injecéo convencional e
pelo outlet, durando cercade 1,6 e 1,2 horas, respectivamente. Enquanto que, para a inje¢do multipla
0 mMesmo processo, em quintuplicata, foi realizado em quatro corridas eletroforéticas demandando
cerca de 37,9 minutos, mostrando diminui¢do do tempo total de analise (TAT).

A Tabela 16 mostra ainda que em 1 hora foi possivel realizar sete injecfes usando a injecao
convencional e nove injecoes pelo método de injecéo pelo outlet, enquanto que por injecédo multipla,
foi realizado cerca de trinta e uma injecGes por hora. Isso demonstra que os métodos de injecéo pelo
outlet e injecdo multipla levaram ao aumento da frequéncia analitica, principalmente quando usada
a injecdo multipla ja que esta aumentou mais de quatro vezes o0 numero de injecdes por hora em
relacéo a injecdo convencional.

Dessa forma, as propostas levantadas nesse trabalho para diminuir o TAT, injecdo pelo

outlet e multipla, foram realmente efetivas, levando inclusive a aumento da frequéncia analitica,
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considerando que o teste ANOVA a um fator a 95% de confianca, realizado para avaliar se havia
diferenca entre as médias de concentracéo de I~ obtidas em cada método, ndo apresentou indicios

de diferenca significativa entre elas.
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5. CONCLUSOES

Os LI de aminoacidos tém despertado interesse nos Gltimos anos devido as suas
caracteristicas como possibilidade de atuar como cations ou anions, biodegradabilidade e baixo
custo, podendo ser utilizados como organocatalisadores em reac¢fes quimicas. Dessa forma, como
0 sucesso do LI é dependente de sua pureza, métodos que consigam quantifica-los se tornam
necessarios.

Foi possivel desenvolver e otimizar trés métodos para anélise de iodeto nessas matrizes, de
modo a diminuir o tempo total de analise e obter analises rapidas. Cada método utilizou um modo
de injecdo de amostra distinto. Foi desenvolvida uma metodologia com injecdo convencional, uma
por injecdo pelo outlet e a terceira com inje¢do multipla. Todos os modos empregaram EOF normal
e polaridade invertida, de maneira a migrarem em modo contraeletrosmotico. Esses métodos
desenvolvidos se mostraram rapidos, sem a necessidade do uso de inversor de EOF para diminuir
o0 tempo de corrida, 0 que se mostra interessante para a Quimica Verde, por diminuir o gasto de
reagentes e a preocupagao com seu descarte.

Foi possivel utilizar a Quimiometria, através do emprego de planejamentos de
experimentos, para otimizar o método de injecdo mdltipla, de forma a encontrar as condi¢fes que
proporcionavam a melhor resolucdo entre 0s picos no menor tempo e com 0 maior nimero de
injecBes possiveis, de modo a aumentar a frequéncia analitica do método. Assim, chegou-se na
condicdo que proporcionava cinco injecdes consecutivas de amostras. Além disso, foi estudada a
melhor forma de injecdo das mesmas, determinando que seria mais interessante ser feita a injecdo
do mesmo tipo de amostra em uma Unica corrida.

Nesse trabalho, foram avaliados alguns pardmetros de mérito dos métodos otimizados,
sendo eles: linearidade, preciséo, limites de deteccdo e quantificacdo, seletividade e exatiddo. O
método de injecdo convencional ndo foi avaliado, apenas, o Ultimo pardmetro, ou seja, a exatidao.

Os trés métodos otimizados permitiram a realiza¢do da quantificacao de iodeto nas amostras
de LI. As médias encontradas foram testadas usando o teste ANOVA a um fator no nivel de 95%
de confianca, para determinar se havia diferenca entre elas. De acordo com o resultado encontrado,
concluiu-se que ndo havia evidéncia de diferenca significativa entre as médias determinadas para
cada método.

Nota-se ainda a importancia dos métodos otimizados, visto que a metodologia mais
utilizada para a determinacdo de iodeto como impureza de liquidos idnicos, que € o teste do

nitrato de prata (teste qualitativo), ndo indicou a presenga dessa impureza nos liquidos iénicos
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analisados. Enquanto que os métodos otimizados por CZE-UV conseguiram determinar e
quantificar o ion iodeto, em uma faixa de 1,186 a 4,439 %(m/m).

A injecdo multipla possibilitou trinta e uma injecdes por hora, enquanto que a injecao
convencional e pelo outlet, permitiram sete e nove injecdes em uma hora, respectivamente. 1sso
mostra uma grande vantagem do método de injecdo multipla em relagdo aos outros dois métodos
otimizados, ja que apresentou alta frequéncia analitica e tempo total de analise reduzido. Uma
desvantagem do modo de injecdo multipla seria a implementacdo do método no equipamento de
CE. Assim, concluiu-se que a inje¢do maltipla se apresenta como um método para determinacgéo de

I~ mais interessante do que os métodos de injecéo convencional e pelo outlet.
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