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“Depois de algum tempo vocé percebe a diferenca,

a sutil diferenca entre dar a mao e acorrentar uma alma.

E vocé aprende que amar ndo significa apoiar-se,

e que companhia nem sempre significa seguranga.

E comega a aprender que beijos ndo sdo contratos e

presentes ndo sdo promessas.

Comeca a aceitar suas derrotas com a cabega erguida e olhos adiante,

com a gracga de um adulto e ndo com a tristeza de uma crianca.

E aprende a construir todas as suas estradas no hoje, porque o terreno do amanhé é
incerto demais para 0s planos,

e o futuro tem o costume de cair em meio ao véo.

Aprende que maturidade tem mais a ver com os tipos de experiéncia que se teve e o
que vocé aprendeu com elas

do que com quantos aniversarios vocé celebrou.

Aprende que ha mais dos seus pais em vocé do que vocé supunha.

Entéo, plante seu jardim e decore sua alma,

ao invés de esperar que alguém lhe traga flores.

E vocé aprende que realmente pode suportar...

que realmente é forte, e que pode ir muito mais

longe, depois de pensar que néo se pode mais...”

(William Shakespeare)
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RESUMO
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Universidade Federal de Santa Maria

METODOLOGIA PARA A DETERMINACAO DE CATIONS
INORGANICOS EM FORMULAGCOES MINERAIS E FITOQUIMICAS
POR ELETROFORESE CAPILAR
COM DETECCAO CONDUTOMETRICA
AUTORA: ALICE RAABE
ORIENTADOR: LEANDRO MACHADO DE CARVALHO
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 18 de novembro de 2010.

A determinagcéo seletiva de cations inorganicos, como metais alcalinos,
alcalinos terrosos, de transi¢cdo e o ion aménio (NH4') é considerada uma pratica
dificil, pois geralmente estes ions apresentam mobilidades aparentes muito
proximas, pela semelhanga de seus tamanhos (raios i6nicos hidratados) e mesmas
cargas, em alguns casos, podendo inviabilizar a separagéao.

Este trabalho descreve a determinagao simultanea de 14 analitos: amonio
(NH4"), potassio (K*), calcio (Ca®"), sédio (Na*), magnésio (Mg?*), manganés (Mn**),
talio (TI*), cromo (Cr**), chumbo (Pb*"), cadmio (Cd?*), zinco (Zn*"), cobre (Cu®),
cobalto (Co?*) e niquel (Ni**). O mecanismo de separacao utilizado foi a eletroforese
capilar de zona (CZE, capillary zone eletrophoresis) com detecgdo condutométrica
sem contato capacitivamente acoplada (C4D, capacitively coupled contactless
conductivity detection) — CZE-C*D. As condigdes experimentais otimizadas para a
determinacdo dos cations foram: eletrdlito de trabalho MES/His 30 mmol L™
contendo éter 18-coroa-6 1,5 mmol L', em pH 6; seguida de uma segunda etapa
contendo acido citrico 1 mmol L™ na sua composigao, para a determinagio seletiva
dos ions K' e TI'. Ainda outros parametros operacionais como o potencial de
separagao de -10 kV, a temperatura de trabalho de 25 +1°C, inje¢do hidrodinadmica
por gravidade das amostras (20 cm versus 60 s), e o detector C*D operando com

frequéncia de 600 kHz e variando a amplitude em 2 V,, (pico a pico).



A metodologia desenvolvida foi avaliada para os 14 analitos, onde o método
mostrou-se adequado para a determinagdo dos cations inorgénicos estudados
apresentando amplas faixas lineares de trabalho de 5,18 a 2.217,06 umol L' e de
19,00 a 1.538,46 pmol L' para os ions NH," e Cr¥*, respectivamente; apresentando
também limites de deteccéo (LD) e de quantificagdo (LQ) na ordem de umol L™ para
todos os analitos. O estudo também envolveu a analise desses metais em amostras
reais € de matrizes distintas, como formulagdes fitoterapicas e formulacbes de

fertilizantes minerais.

Palavras-chaves: cations inorgéanicos, eletroforese capilar, deteccao condutométrica

sem contato, formulagdes minerais e fitoquimicas.
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The selective determination of inorganic cations, like alkaline, earth-alkaline, of
transition and the ammonium ion (NH4") is considered as a difficult practice, because
generally, these ions show very close apparent mobilities, by the similarities in their
sizes (hydrated ionic rays) and same charges, in some cases it may make the
separation not viable.

This work describes the simultaneous determination of 14 analytes:
ammonium (NH4"), potassium (K*), calcium (Ca**), sodium (Na*), magnesium (Mg*"),
manganese (Mn?*), thallium (TI*), chrome (Cr**), lead (Pb?*), cadmium (Cd®*), zinc
(Zn?*), copper (Cu?*), cobalt (Co®*) and nickel (Ni?*). The mechanism of separation
used was the capillary zone electrophoresis (CZE, capillary zone electrophoresis)
with capacitively coupled contactless conductivity detection (C4D, capacitively
coupled contactless conductivity detection) — CZE-C*D. The experimental conditions
optimized to the determination of cations were: working electrolyte 30 mmol L™
MES/His, containing 1.5 mmol L 18-crown-6 ether, in pH 6; followed by a second
stage containing 1 mmol L™ citric acid in its composition to the selective
determination of ions K" and TI'. Even other operational parameters with the
separation potential of -10 kV, the work temperature of 25 +1°C, hydrodynamic
injection by the samples gravity (20 cm versus 60 s), and the detector C*D operating

with the frequency of 600 kHz and varying the amplitude in 2 V, (peak to peak).



The developed methodology was evaluated for the 14 analytes, where the
method was shown adequate to the determination of inorganic cations studied,
showing wide linear work rates of 5.18 to 2,217.06 ymol L™ and of 19.00 to 1,538.46
umol L™ for ions NH4* and Cr®*, respectively; also showing limits of detection (LD)
and of quantification (LQ) in the order of pmol L™ for all analytes. The study also
involved the analysis of the alkaloids in real samples and in distinct molds, like

phytotherapyc formulations and formulations of mineral fertilizers.

Key-words: inorganic cations, capillary electrophoresis, contactless conductivity

detection, mineral and phytochemical formulation.
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1 INTRODUGAO

Desde o inicio dos anos 1990, a separacdo de ions metalicos € umas das
areas de pesquisa em eletroforese capilar (CE, capillary electrophoresis) que se
desenvolve mais rapidamente (TIMERBAEV, 1997). E uma técnica extremamente
util para separar compostos iénicos ou ionizaveis, devido a sua alta eficiéncia de
separagao (MORAES et al., 2009).

A determinagdo de cations inorgénicos, como os alcalinos, alcalinos terrosos,
ion aménio (NH;") e metais de transicdo sdo de grande importancia para o meio
ambiente, para a medicina e as analises farmacéuticas (QU et al., 2004). Cations
metalicos dos grupos IA e IIA tem um importante papel em inumeros processos no
corpo humano, tal como volume e regulagdo osmoética, ritmo do miocardio,
coagulagéo sanglinea e como co-fatores na ativagao enzimatica. A determinagao de
concentragbes anormais desses ions pode levar a diagnésticos de desordens
metabdlicas, como diabetes e desordens cardiacas (SILVA et al., 2003). Também a
determinagao simultanea dos ions potassio e aménio é importante na agricultura, e
em amostras de alimentos e de aguas em geral (FRANCOIS et al., 1995). Neste
contexto, percebe-se que técnicas analiticas simples, confiaveis e rapidas sao
necessarias para determinar esses ions em amostras reais (CHIARI, 1998; QU et al.,
2004).

Além da alta resolugdo, a CE oferece curtos tempos de analise, baixo
consumo de solugdes (KUBAN et al., 1999; TAN et al., 2005) e adaptabilidade para
uma grande variedade de aplicagdes usando diferentes condigbes de separagao
(TIMERBAEV, 1995; QU et al., 2004). Nesta técnica os compostos sdo separados
com base na diferenga entre as suas mobilidades aparentes, que séo relacionadas
com a razao cargal/raio ibnico, e a fatores estruturais (SHI & FRITZ, 1993;
TIMERBAEV, 1995; JAGER & TAVARES, 2001). Trata-se de uma técnica
instrumental de analise que utiliza essencialmente capilares de silica fundida, onde a
separacdo é conduzida nesses tubos, preenchidos com uma solugao de eletrdlito
condutor, e submetidos a agdo de um campo elétrico (TAVARES, 1997; JAGER &
TAVARES, 2001).
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Um dos problemas na analise de compostos inorganicos, como os metais
alcalinos, alcalinos terrosos e de transicdo por CE é que eles apresentam
mobilidades aparentes muito proximas, pela semelhanca de seus tamanhos (raios
ibnicos hidratados) e mesmas cargas, em alguns casos, podendo inviabilizar a
separagdo (FRANCOIS et al., 1995; TIMERBAEV, 1997; CHIARI, 1998; JAGER &
TAVARES, 2001). Sendo assim, é necessario o uso de agentes complexantes a fim
de se obter uma separacdo completa dos analitos, modificando seletivamente a
mobilidade dos ions e melhorando a resolugéo (separagao) entre eles (SHI & FRITZ,
1993; TIMERBAEV, 1995; TIMERBAEV, 1997; TANYANYIWA & HAUSER, 2002;
SILVA et al., 2003). Em algumas situagdes, solventes organicos também tém sido
adicionados ao eletrdlito para melhorar a seletividade da separagdo dos ions
metalicos (JAGER & TAVARES, 2001; QU et al., 2004; CARVALHO et al., 2009).

A deteccdo condutométrica sem contato capacitivamente acoplada (C*D,
capacitively coupled contactless conductivity detection) vem ganhando espago como
alternativa a deteccdo condutométrica convencional, suprindo suas principais
desvantagens; além de oferecer sensibilidade superior a detecgado fotométrica por
absorgcdo no UV-Vis (Ultravioleta-visivel) (SILVA et al. 2002; TAN et al., 2005;
CARVALHO et al., 2009).

Nos ultimos anos, algumas técnicas e estratégias de pré-concentragao on-line
vém sendo desenvolvidas. Sem afetar a eficiéncia da separacdo e sendo
usualmente adaptadas para a analise de tragos (quantidades “traco” dos analitos, ou
seja, muito pequenas), essas técnicas de pré-concentracdo tem recebido cada vez
mais atencgao por parte dos pesquisadores (TAN et al., 2005; MORAES et al., 2009).
Essas estratégias podem concentrar os analitos utilizando um unico método de
injecao antes da separagdo e diminuir o requisito para a sensibilidade dos detectores
(JUN et al., 2007).

A manipulacido da seletividade da separagdo de ions em CE pode ser
também facilmente obtida pelo ajuste do pH do eletrdlito, pela alteragdo da forga
ibnica do eletrdlito e através da adigcdo de substancias especiais, como agentes
complexantes e/ou solventes (QUIRINO & TERABE, 2000). Enfim, com variagdes de
parametros e caracteristicas do sistema eletroforético utilizado, pode obter-se a

condicdo ideal para a separagao de todos analitos desejados.
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Evidentemente, a escolha dos parametros experimentais que podem ser
variados para influenciar a seletividade da separacdo apresenta um desafio
especialmente para o inicio do trabalho do método a ser desenvolvido por
eletroforese capilar (TIMERBAEV, 1997).

Tendo em vista a necessidade de determinar metais em diversos tipos de
amostras e matrizes, nas mais variadas areas de pesquisa, e sabendo-se das
dificuldades para desenvolver e otimizar um método que permita a separacdo de
varios metais simultaneamente (como alcalinos, alcalinos terrosos e de transigao),
este trabalho propde a separacao simultdnea de 14 analitos, na forma de cations
inorganicos: aménio (NH4"), potassio (K*), calcio (Ca®*), sodio (Na*), magnésio
(Mg?*), manganés (Mn?*), talio (TI*), cromo (Cr**), chumbo (Pb*"), cadmio (Cd*"),
zinco (Zn?*), cobre (Cu®"), cobalto (Co?**) e niquel (Ni**). Estes cations foram
determinados em eletrélito de trabalho empregando diferentes agentes
complexantes para o aumento da seletividade na separacdo. Os mecanismos de
separagao dos ions complexados serao explicados com base nos equilibrios de
complexacao existentes entre os complexantes e os analitos existentes no meio

eletrolitico.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Eletroforese capilar (CE), principios e teoria

O fendbmeno da eletroforese pode ser definido como a migragao de ions ou
particulas carregadas em solugao sob influéncia de um campo elétrico. Diferentes
particulas com diferentes cargas e/ou tamanhos, possuem mobilidades diferentes e,
portanto, migram através do capilar com velocidades diferentes (KOK, 2000;
HARRIS, 2005).

A forga elétrica (F.) exercida sobre um ion (/) em solugdo & proporcional a

carga da particula (g;) e a forgca do campo elétrico (E) aplicado, dada como:
Fe = q| . E

Sob influéncia da forga elétrica o ion é acelerado e comega a migrar. A
direcdo desta forca é em sentido oposto a carga do ion. Este movimento, por sua
vez, é retardado pela forga de atrito (F,), que aumenta com a velocidade (v;) do ion.
Considerando uma espécie metalica ibnica uma particula esférica, segundo a lei de

Stokes (onde coeficiente de atrito, f = 61nr), a F, pode expressa como:
Fa=61n.r1.vVvi,
onde n é a viscosidade da solugdo e r; o raio hidrodinamico efetivo do ion.

Depois de um curto tempo de aceleragéo, quando a Fe e F, se igualam, o ion

alcanca rapidamente uma velocidade constante de migragao:
vi= qi. E/(61TNn. 1))

Outras forgas atuam sobre o ion (Figura 1), associadas a presenga da esfera
ibnica. A forgca de retardamento (Fretarqamento) @parece porque a esfera idnica tem
carga oposta a do ion; ja a forga de relaxagdo (Freaxacao) €sta relacionada a
tendéncia da esfera ibnica em se redistribuir simetricamente ao redor do ion. Entéo,

como o ion estd em movimento constante, existe um tempo limite para a esfera
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ibnica se rearranjar. Isso resulta no alongamento da esfera ibnica em relagcao a
posi¢ao central do ion (KUHN & H.-KUHN, 1993; TAVARES, 1996).

)

. retardsmento
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Figura 1: Forgcas atuantes em um ion e sua esfera ibnica durante a migracdo eletroforética
(TAVARES, 1996).

Embora a maioria das moléculas ndo seja esférica, a lei de Stokes define o
raio hidrodindmico efetivo de uma molécula a partir da sua mobilidade observada.
Através do raio hidrodinamico efetivo, a molécula se comporta como se fosse
esférica (HARRIS, 2005).

Em condigdes normais na eletroforese capilar (CE), as velocidades tipicas de
migragédo sao na ordem de alguns milimetros de segundo. Onde a mobilidade ibnica

(pi) é definida como:
Mi = Vi /| E
Logo, a mobilidade de uma particula esférica pode ser escrita pela equagéo:

Mi = qi/ (6TTN. ;)

Sendo assim, os ions podem ser separados quando diferem em carga (qi)
e/ou em tamanho de raio i6nico hidratado efetivo (r;), ou melhor, quando suas razdes
carga/raio i6nico forem diferentes (KOK, 2000). A mobilidade ibnica € conhecida
também como mobilidade eletroforética (Uef). A Her € a constante de
proporcionalidade entre a velocidade do ion e a intensidade do campo elétrico. A
mobilidade é diretamente proporcional a carga do ion e inversamente proporcional
ao coeficiente de atrito (f), da lei de Stokes. Como a mobilidade é uma razéao (q/f), a

mobilidade do ion tende a ser menor quanto maior for o raio idbnico (HARRIS, 2005).
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E no tubo capilar onde acontecem as separacdes eletroforéticas (Figura 2).
Ele é composto por quartzo amorfo (silica fundida, ou seja, didxido de silicio amorfo)
e recoberto por uma camada de material polimérico (poliimida) (DANIELI, 2005). A
silica fundida tem a fungdo de isolamento elétrico e o material polimérico, da
protecdo contra choques mecanicos. Geralmente apresenta dimensdes internas

entre 50 e 75 ym, e externas em torno de 360 um.

Quartzo
amerfo

Cobertura
Diametro interno de poliimida

Figura 2: Tubo capilar representado com as camadas que o compdem (DANIELI, 2005).

Na CE a migragcdo das espécies no interior do capilar de separagao,
preenchido com um eletrélito geralmente com caracteristicas condutoras e
tamponantes, ocorre também pelo efeito do fluxo eletrosmético (EOF), combinado
com a mobilidade eletroforética, que s&o gerados quando o campo elétrico é
aplicado (TAKAYANAGI, 2005).

A parede interna do capilar de silica fundida é revestida com grupos silanol
(-SiOH), com propriedades acidas (SILVA, 2001). Grupos silanodis livres, nas
paredes do capilar sdo facilmente deprotonados, adquirindo cargas negativas (—SiO")
(pH > 2). Uma camada de cations imével e fortemente adsorvida, adjacente a
superficie negativa, neutraliza parcialmente essa carga negativa, formando uma
camada compacta. A carga negativa restante € neutralizada pelo excesso de
cations moveis solvatados, formando uma camada difusa. Entdo, essas camadas de
contra-ions formadas dao origem a uma dupla camada elétrica (KOK, 2000;
HARRIS, 2005).
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Quando um campo elétrico paralelo a superficie € aplicado, forgas elétricas
atuam nas cargas da camada difusa, e os cations sao atraidos para o catodo (pélo
negativo) e os anions, para o anodo (polo positivo). As cargas negativas da
superficie do capilar ndo se movimentam, ja os cations da camada difusa,
fracamente ligados, também migram em diregdo ao catodo, arrastando consigo
moléculas neutras do solvente. Esse “‘bombeamento” de cargas e a movimentagao
de moléculas do solvente pela aplicacdo de um campo elétrico € chamado de
eletrosmose, representado na Figura 3 (KUHN & H.-KUHN, 1993; TAVARES, 1997;
SILVA, 2001).

Capllar de sllica fundida

(A) | 63@@&(—5 %é) } Camada compacta

PC .. EJ ,f-F\ . @ Camada difusa
EJ °® o
e ©® o

@®
@ Solugao S5 @

=S5i—0H =8i=0"
(B) oo| oo| ©o0

Figura 3: Modelo para interface capilar/solu¢édo; onde: (A) dupla camada elétrica, (B) representagao
da eletrosmose, e PC é o plano de cisalhamento (SPENGLER, 2009).

A velocidade do fluxo do solvente, ou fluxo eletrosmoético (EOF), é

proporcional ao campo elétrico aplicado:

Veo = Heo - E

onde a constante de proporcionalidade entre a velocidade eletrosmoética (veo) € O

campo elétrico (E) aplicado € chamada de mobilidade eletrosmética, peo.

A Ueo depende por sua vez da constante dielétrica do meio (€), da viscosidade
da solugao (n) e do potencial definido no plano de cisalhamento na regiao difusa, ou

potencial zeta (Q):



26

Meo = G €/ (41TN)

Sendo assim, a mobilidade observada de um ion pode ser dita como
mobilidade aparente (uap). A Hap € @ soma da mobilidade eletroforética do ion mais a

mobilidade eletrosmotica da solucao:

Map = Mef + Meo

A eletrosmose apresenta um perfil radial linear, com velocidade uniforme em
mais de 99,9% da secao transversal do capilar (Figura 4). Sendo de grande valia,
pois evita a dispersao das bandas e garante uma alta eficiéncia de separagéo, em
comparagao a outras técnicas que utilizam pressdo para movimentar as solucdes,
como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, high-performance liquid
chromatography), e apresentam perfil laminar, ou parabdlico, com velocidade maior
no centro no tubo (SILVA, 2001; HARRIS, 2005).

O ——

fluxo radial

presséo S eSS0
alta baixa

fluxo laminar

Figura 4: Representacdo do perfil radial da eletrosmose e do perfil laminar da HPLC. Adaptado de
HARRIS, 2005.

As separacbes eletroforéticas é o resultado da soma de efeitos que
contribuem, aditivamente, dispersando as zonas dos analitos. O EOF uniforme
contribui para a alta resolucao da eletroforese capilar. Portanto, qualquer efeito que
diminua a sua uniformidade, pode criar um alargamento de banda dos analitos e
diminuir a resolugéo. Por exemplo, o fluxo de ions no capilar gera calor (conhecido
como efeito Joule). A viscosidade € menor na regido mais quente, o que perturba o

perfil eletrosmaético uniforme do fluido. Nesse caso, o capilar tem destaque por ser
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suficientemente fino para dissipar o calor rapidamente. Os gradientes de

temperatura também perturbam o fluxo e reduzem a resolugao.

Outros fatores possiveis e que costumam dispersar as zonas e afetar a
resolugao, além do efeito Joule, sdo: a difusdo, geralmente associada a temperatura;
a adsorgédo, dos analitos nas paredes do capilar; a dispersao, geralmente associada
ao processo de transporte de carga (KUHN & H.-KUHN, 1993). Obviamente, sempre
se trabalha com o intuito de minimizar esses efeitos, otimizando as melhores
condicbes experimentais para a separagao eletroforética dos analitos em estudo,
como por exemplo a composi¢céo e o pH do eletrdlito de trabalho, a temperatura de
trabalho, uso de agentes complexantes e/ou modificadores orgéanicos, entre outros
parametros operacionais, conforme a necessidade exigida particularmente por cada

método desenvolvido.

2.2 Mecanismos de separacao

2.2.1 Eletroforese capilar em solugéo livre, CZE

A eletroforese capilar em solucéo livre, também conhecida como eletroforese
capilar de zona (CZE, capillary zone electrophoresis), € um dos modos de separagao
eletroforética mais usados na pratica, provavelmente em virtude da facilidade de sua

implementacao e de sua otimizagdo das condigdes experimentais (TAVARES, 1997).

Na pratica o capilar é preenchido com o eletrdlito de trabalho e a amostra é
introduzida como uma pequena banda no capilar. Com a aplicacdo do potencial de
separagao, os diferentes componentes da amostra vao se separando, conforme
suas mobilidades aparentes, em zonas distintas (Figura 5) (KUHN & H.-KUHN,
1993). Embora ndo exista restricdo de mobilidade entre o analito e co-ion do
eletrélito essa relagdo é determinante para o formato dos picos obtidos,

influenciando também na sensibilidade em alguns casos particulares (SILVA, 2001).
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Figura 5: Principio da CZE; onde (A) é o estado inicial e (B) migragdo diferenciada das zonas
distintas dos analitos. Adaptado de KUHN & H.-KUHN, 1993.

Uma limitagcdo primaria dos métodos eletroforéticos em solugdo livre € a
impossibilidade de separar compostos neutros, a menos que existam diferencas
significativas de massa molecular. Compostos neutros, em geral, migram no capilar
por acado exclusiva do fluxo eletrosmoético (EOF), ndo havendo discriminagao

espacial e/ou temporal dos solutos na chegada do detector.

2.2.2 Eletrocromatografia micelar, MECC

A eletrocromatografia micelar (MECC, micellar electrokinetic capillary
chromatography) separa moléculas neutras ou ions. Nessa técnica, agentes
tensoativos ibnicos, em condicbes apropriadas a formacdo de micelas, sao
adicionados ao eletrdlito de trabalho, proporcionando assim um sistema

cromatografico de duas fases.

Uma fase é representada pelo eletrdlito, transportada eletrosmoticamente sob
acao do campo elétrico, e a outra fase é pelas micelas, fase pseudo-estacionaria,
transportada pela combinacéo de eletroforese e da eletrosmose. A separagao se da
basicamente pela particdo diferenciada dos solutos neutros entre as duas fases, o
eletrélito e a micela (TAVARES, 1997; KOK, 2000; SILVA, 2001; HARRIS, 2005).
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2.2.3 Eletroforese capilar em gel, CGE

A eletroforese capilar em gel (CGE, capillary gel electrophoresis) tem sido
exaustivamente usada na separacdo de compostos de carater ibnico e de alta
massa molecular. Nesse mecanismo, os solutos migram, através de uma estrutura
polimérica, sendo mais ou menos impedidos em seu percurso, de acordo com seu
tamanho, processo este conhecido como “peneiramento”. As moléculas menores
migram mais rapidamente que as moléculas maiores através da rede polimérica

emaranhada.

Os géis sdo geralmente géis quimicos, de estruturas porosas, nos quais
existem ligagbes quimicas entre cadeias, fazendo com que tenham ligacées
cruzadas. Geralmente trata-se de um componente fluido, imobilizado em uma rede
polimérica (TAVARES, 1997; KOK, 2000; HARRIS, 2005).

Além destes mecanismos citados, CZE, MECC e CGE, existem a focalizacao
isoelétrica capilar (CIEF, capillary isoelectric focusing) e a isotacoforese capilar
(CITP, capillary isotachophoresis), os quais suas teorias podem ser melhores
explicadas e compreendidas na bibliografia da area (KUHN & H.-KUHN, 1993;
TAVARES, 1997; KOK, 2000).

2.3 Separacao eletroforética para cations inorganicos

2.3.1 Escolha do eletrélito de trabalho

A dificuldade encontrada na otimizacdo da separacdo de varios cations
metalicos é causada, geralmente, por que estes apresentam valores de condutancia
equivalente similares, consequentemente, mobilidades id6nicas muito proximas,
inviabilizando a separagédo eletroforética (JAGER & TAVARES, 2001). Além de
apresentarem, em alguns casos, tamanhos similares de raio ibnico hidratado e
cargas idénticas. E importante destacar que a mobilidade aparente dos ions sob um
campo elétrico é influenciada ndao apenas pela sua carga, massa e dimensdes

fisicas, mas também por interacbes com os componentes do eletrélito de trabalho
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(CHIARI, 1998). Portanto a escolha do eletrdlito de trabalho € um fator crucial para o

desenvolvimento da separacao eletroforética de cétions.

As propriedades desejaveis para um sistema tamp&o incluem, além de
caracteristicas condutoras e tamponantes, a baixa mobilidade, para minimizar a
geracao de calor por efeito Joule. Além disso, a escolha do eletrdlito esta vinculada a
consideragdes sobre a forma da banda: via de regra, tampdes contendo ions com
mobilidade semelhante a do soluto previnem distor¢cdes no perfil da banda e

minimizam o seu alargamento (TAVARES, 1997).

Quando se trata da separacgao de cations inorganicos e metais de transicéo é
comumente usada, como eletrdlito de trabalho, a solugdo composta pelo acido 2-N-
morfolinoetanossulfénico (tampdo MES) (acido fraco) e pela histidina base livre (His)
(base fraca). A mistura MES/His, além de formar um sistema tampao, apresenta
baixa condutividade e em alta forga i6nica (KUBAN et al., 2002; TANYANYIWA &
HAUSER, 2002; SILVA et al., 2003; KUBAN & HAUSER, 2008). Uma reacgdo de
complexacao frequentemente acontece entre ions de metais de transicdo e os
eletrolitos organicos (por exemplo, o sistema MES/His), auxiliando na separagao

devido a mudangas nas mobilidades aparentes dos ions (WANG et al., 2007).

De forma geral, os sistemas tampao sao eficientes em um intervalo de pH
correspondente ao seu pK, mais ou menos um (MES pK 6,2; His pK4 1,6, pK,6,0 e
pKs 9,1) (TAVARES, 1997; KUBAN et al., 2002). Na escolha das concentra¢des sao
considerados efeitos como: altas concentragdes podem comprometer a separagao,
pelo excesso de calor decorrente do efeito Joule; baixas concentracbes podem
aumentar a tendéncia de adsorgao de certos solutos na parede interna do capilar e,

assim, levar a distor¢des e alargamentos de bandas.

2.3.2 Aditivos do eletrélito de trabalho e mecanismos de complexagao

Quando a separagao dos ions nado € obtida apenas na presenga do eletrdlito
de trabalho, como MES/His, por exemplo, & aconselhavel a incorporagédo de agentes
complexantes (soluveis em agua) ao eletrélito para modificar a seletividade e
melhorar a resolugdo (CONRADI et al., 1996; SILVA et al., 2003).
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A modificacao da mobilidade aparente de um cation através da adicao de um
complexante ocorre pela formagao de um complexo metalico de carga e/ou tamanho
distintos em relagao ao cation livre. O cation livre e o complexo formado estdo em

equilibrio, como mostra a equacao:
M™ + mL — ML,™™*

onde M é o cétion livre, L é o agente complexante, n € a carga do cation e m é o

numero de ligantes do complexo.

A separagdo em CZE de metais por complexagédo pode ser agrupada de duas
maneiras. A primeira é a adicdo de um agente complexante fraco (por exemplo, um
ligante monoprético, L°) ao eletrdlito de trabalho para obter maiores diferengas nas
mobilidades aparentes dos ions. Isso ocorre pela complexacdo do ion metalico em
diferentes extensées. ions que sdo complexados em maior grau (maior constante de
formagéao, Kr) movem-se mais lentamente através do capilar que aqueles cuja fragéo
do ion complexado € menor (menor constante de formacéo, Ks). Nesse caso utiliza-
se, por exemplo, o acido 2-hidroxiisobutirico (HIBA) e o acido latico (HLac)
(TIMERBAEV, 1995; CHIARI, 1998; PADARAUSKAS et al., 1998; KUBAN et al.,
2002; NESTERENKO et al., 2008). Outra alternativa é a adicdo de um agente
complexante forte (por exemplo, um ligante poliprético, L*) para ajustar a
seletividade. A complexacéo é baseada na conversao completa do ion metalico livre
na forma de um complexo estavel carregado negativamente (por exemplo, ML%),
como a maioria dos compostos quelatos, formados com o acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) (PADARAUSKAS et al., 1997; KUBAN et al., 1999).

Se o equilibrio é atingido, a espécie livre e a complexada ndo podem ser
separadas, e o eletroferograma deste sistema metalico apresentara um unico sinal,
relativo as duas espécies em solugcdo (Figura 6) (FRANCOIS et al, 1995;
TIMERBAEV, 1995; CONRADI et al., 1996; JAGER & TAVARES, 2001).
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Figura 6: Esquema simplificado da reagdo de complexagdo de uma espécie catibnica, com o pélo
positivo na extremidade da injegdo. Representados o complexante (L), o cation (M), a diregéo do fluxo

eletrosmético (EOF) e a diregdo da mobilidade aparente do complexo (uap) em equilibrio. Adaptado de
JAGER & TAVARES, 2001.

A constante de formagdo (Ki = [ML'] / [M'].[L]) do complexo influencia
diretamente a variagdo da mobilidade do cation. Uma vez que a maioria dos ligantes
sdo anions derivados de acidos fracos, a concentragdo do ligante e o pH também
alteram a mobilidade aparente do cation, e quando estes fatores sao otimizados em
conjunto, é possivel efetuar a analise de varios cations simultaneamente (KUHN &
H.-KUHN, 1993; TAVARES, 1997; TIMERBAEYV, 1997; JAGER & TAVARES, 2001).

Outros agentes complexantes auxiliares podem ser utilizados como aditivos.
O éter 18-coroa-6, em especial, forma complexos de inclusdo (ou insergdo) com
alguns cations inorganicos. Trata-se de um mecanismo especial de complexagao
onde a estabilidade do complexo formado depende da compatibilidade entre o
tamanho da cavidade interna da molécula de éter 18-coroa-6 e o raio idGnico
hidratado do cation (Figura 7) (OEHRLE, 1996). Poliéteres macrociclicos (chamados
de éteres coroa) sao ligantes multidentados que exibem seletividade para ions
metalicos especificos em solugbes contendo outros ions quimicamente similares. A
solvatagao do ligante e do cation metalico também ¢é influenciada pela capacidade
doadora e pela constante dielétrica dos solventes presentes no meio (ESHAGHI &
GHOLIZADEH, 2004).
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Figura 7: Formac&o do complexo metal (M*)/18-coroa-6 (TAKAYANAGI, 2005).

Alguns trabalhos ja apresentados na literatura empregam o uso do éter 18-
coroa-6 especialmente para separar os ions K'/NH,*, Sr**/Ba*/Ca** e Na'/Sr",
relacionando o tamanho dos seus raios ibnicos hidratados com a cavidade interna da
estrutura do éter 18-coroa-6 (TIMERBAEV, 1997; CHIARI, 1998; KUBAN et al.,
2002; QU et al.,, 2004). No entanto, a mobilidade aparente dos demais cations
metalicos em geral ndo costuma ser significativamente afetada na presenca do éter
18-coroa-6 (FRANCOIS, 1995; WANG et al. 2007).

Outra estratégia de aditivos empregada € a utilizagao de solventes organicos,
caracterizados por serem agentes modificadores do fluxo eletrosmético (EOF) e
aumentar a seletividade das separagdes de ions metalicos (TAVARES, 1997; QU et
al., 2004). Eles podem afetar as propriedades eletroforéticas do sistema de duas
formas, basicamente: mudando a mobilidade aparente do ion e/ou influenciando a
forga idnica do eletrdlito de trabalho (alterando o seu pK) (SARMINI & KENNDLER,
1997).

Solventes organicos vém sendo usados satisfatoriamente no ajuste da
seletividade em CE para ions complexados, parcialmente complexados e ions
metalicos livres, e os efeitos observados na resolugdo sao atribuidos também a
mudangas na solvatagédo, grau de complexacgéo, carga efetiva e viscosidade do
meio. Variagbes na viscosidade com o uso de solventes s&o caracterizadas por
reduzir a eletrosmose e as velocidades eletroforéticas. Geralmente o aumento dos
tempos de migragdo dos analitos se deve ao aumento na concentragdo da
proporcdo de solvente presente no eletrdlito, e desse modo as mudangas na
migracdo dos ions podem ser suficientemente pronunciadas para influenciar a
separagéo (KUHN & H.-KUHN, 1993; TIMERBAEYV et al., 1996; TIMERBAEV, 1997).
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Os solventes organicos metanol, etanol e acetonitrila sdo exemplos empregados em
CE (JAGER & TAVARES, 2001; QU et al., 2004; CARVALHO et al., 2009).

2.4 Instrumentacao basica para CE

Um aspecto importante é a facilidade de instrumentagdo na eletroforese
capilar. O sistema consiste basicamente em uma fonte de alta tensdo, o capilar
(geralmente, de silica fundida), os eletrodos (comumente, de platina (Pt)), um
sistema de deteccdo e um sistema de aquisicdo de dados (Figura 8) (TAVARES,
1996; SPENGLER, 2009). A fonte de alta tensao é responsavel por estabelecer um
campo elétrico ao longo do capilar e € conectada, atraves dos eletrodos de Pt, a dois
reservatorios contendo o eletrdlito de trabalho. O capilar possui as extremidades
imersas em solugao para completar o contato elétrico. A temperatura deve ser
mantida constante para minimizar efeitos térmicos. E importante que o sistema
esteja isolado eletricamente, em bloco de acrilico, por exemplo, para garantir a

seguranga do operador.

Isolamento elétrico

‘ ﬁ___;______ Fonte de alta tensdo
| ]
‘ Sistema de

aquisigéo
— Detector de dados
Capilar ] ———

+—— Eletrado de Platina

=

w1  Reservatério do
r eletrolito de trabalho

™ Ambiente termostatizado
Reservatorio da amostra

Figura 8: Instrumentagao basica para eletroforese capilar.

A introducido da amostra no capilar pode ser feitas de duas maneiras:
hidrodinamicamente ou eletrocineticamente (Figura 9) (KUHN & H.-KUHN, 1993). Na

injecdo hidrodindmica, aplica-se uma pressao negativa ou vacuo em uma das
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extremidades do capilar; ou por gravidade, pela elevacdo de um reservatorio em
relagcdo a outro, em uma determinada altura (cm) por um tempo (s) estabelecido,
onde a amostra é entdo introduzida no capilar por sifonagem. Na injecao
eletrocinética, um gradiente de potencial é estabelecido ao longo do capilar por um
tempo determinado (em segundos), forgando os analitos migrarem para o interior do
capilar (SILVA, 2001).

—_— Eletrodo Capilar
T
|
Amostra
i Eletrélito Amostra
Injegao hidrodinamica Injegao eletrocinética

Figura 9: Representagao da inje¢ao hidrodinamica por gravidade e injegao eletrocinética.

2.5 Deteccao em CE

Alguns critérios devem ser considerados na escolha do detector para uma
andlise em particular como sensibilidade, seletividade, intervalo linear de
concentracdo e ruido. E obviamente, o detector deve atender as necessidades
exigidas pelo método eletroforético de trabalho. A resposta do detector deve produzir
uma relacao conhecida e reprodutivel com a concentracdo dos analitos. Idealmente
o detector deve responder de forma independente ao tipo de solugdo empregada e

nao deve contribuir para o alargamento das bandas (TAVARES, 1996).

Geralmente os detectores s&o classificados em universais e especificos. Os
universais medem a diferenga de alguma propriedade do soluto em relagcédo a
solugéo, como os detectores de indice de refragdo e de condutividade, entre outros

métodos indiretos. Apesar disso apresentam menor intervalo dindmico e
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sensibilidade. Os especificos medem uma propriedade especifica do soluto,
limitando a detecg¢ao, como os detectores de UV-Vis (absor¢ao de luz na regido do

ultravioleta-visivel), de fluorescéncia, os amperométricos, entre outros.

Deste modo, sédo divididos basicamente em: métodos O6pticos (UV-Vis ou
infravermelho, fluorescéncia, indice de refragdo, Raman, quimiluminescéncia);
métodos eletroquimicos (amperométricos, voltamétricos, potenciométricos e
condutométricos); e outros métodos acoplados ou ndo (espectrometria de massas e
de emissdo com plasma indutivamente acoplado (ICP-AES), radiométricos,

ressonancia magnética nuclear) (SILVA, 2003).

A Tabela 1 mostra os limites médios de detecgcdo tipicos para cations
metalicos analisados em sistemas de deteccdo frequentemente utilizados para

eletroforese capilar.

Tabela 1 — Limites de deteccao (valores médios) para cations nos modos de detecgao usados em
CE. Fonte JAGER & TAVARES, 2001.

Modo de detecgao Limite de detecgdo (mol L")

Adsorcao

direta 10° - 107

indireta 10°-10"
Fluorescéncia

direta (Laser) 10°-107

indireta 10°
Condutividade 107 - 10°
Amperometria 10°-107
ICP - MS 10% - 107

Na detecgdo por UV-Vis, um dos métodos mais difundidos em eletroforese
capilar, o feixe de luz simplesmente atravessa uma regido do capilar na qual o
recobrimento de poliimida é retirado, como se pode ver na Figura 10 (KUHN & H.-
KUHN, 1993; SILVA, 2003).
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Figura 10: Esquema de detecgéo utilizando modo UV-Vis; (d.i.) representa o didmetro interno do
capilar; (j.d.), a janela de deteccdo; (A) abertura da janela de deteccdo, correspondente ao d.i. do
capilar; (hv), luz emitida pela fonte (200 — 900 nm). Adaptado de KUHN & H.-KUHN, 1993.

O modo mais explorado na literatura é a detecgao indireta. Nesse modo, é
necessario o uso de um reagente derivatizante, com propriedades de absorgéo no
UV-Vis (conhecido como cromoforo catibnico), uma vez que a maioria dos metais
nao absorve nessa regido do espectro (200 — 900 nm) (ZEMANN et al., 1998;
JAGER & TAVARES, 2001; KUBAN et al., 2002; ZEMANN, 2003).

O uso de capilares de silica fundida com didmetro interno na ordem de
micrometros contribui com baixa sensibilidade, quando se trata de detecgéo por UV-
Vis. Isso ocorre devido ao reduzido caminho 6ptico definido pelo didmetro interno do
capilar (geralmente entre 50 e 75 ym), associado ao pequeno volume de amostra
injetado (da ordem de nanolitros) (CHIARI, 1998; MORAES et al., 2009). Assim, a
deteccdo condutométrica (CD, conductivity detection) tem demonstrado grande
potencial no campo de andlises de ions, além de ser um método universal,
fornecendo uma boa alternativa para a deteccdo fotométrica principalmente em
baixas faixas de concentracdo, quando a falta de sensibilidade é a maior
desvantagem da detecgédo UV indireta (POLESELLO & VALSECCHI, 1999; SILVA et
al., 2002; ZHANG et al., 2006).

A técnica de CD envolve basicamente a aplicagdo de um sinal senoidal,
voltagem de corrente alternada (AC), da ordem de milhares de hertz (Hz), a dois
microeletrodos de platina posicionados sobre o capilar. Entdo na cela
condutométrica, mede-se uma corrente que € propriedade da composi¢ao iénica da
solugéo analisada (Figura 11) (KUHN & H.-KUHN, 1993; KOK, 2000; SILVA, 2003).



38

FAT
L

capilar

4 l—lﬁ—l—_| Zm—— Cela de

condutividade

Eletrolito Eletrolito

Figura 11: Esquema de detecgdo utilizando cela condutométrica (CD), onde esta esta em contato
direto com a solugdo analisada; (FAT) representa a fonte de alta tensdo ligada aos eletrodos de
platina. Adaptado de KUHN & H.-KUHN, 1993.

Embora tenha a vantagem de ndo necessitar de derivatizantes e métodos
indiretos de deteccédo como na detecgéo UV-Vis (WUERSIG et al., 2006), a principal
desvantagem desse esquema é a contaminacao e o desgaste dos eletrodos, além
de uma possivel interferéncia causada pelos altos potenciais utilizados na
separagao, o que pode levar a defeitos e a baixa reprodutibilidade do sinal detectado
(SOLINOVA & KASICKA, 2006).

A deteccdo condutométrica sem contato capacitivamente acoplada (C4D,
capacitively coupled contactless conductivity detection) vem ganhando espago e
atencdo como alternativa a deteccdo condutométrica convencional, suprindo suas
principais desvantagens. Em condi¢cbes normais a C*D oferece sensibilidade
superior a detecgao indireta por absorgdao no UV-Vis, com a vantagem adicional de
nao requerer a abertura de janelas no capilar, aumentando a sua durabilidade e
facilitando a sua utilizagdo (SILVA et al. 2002; SILVA, 2003; JOHNSTON et al.,
2005; TAN et al., 2005; CARVALHO et al., 2009).

Trabalhos pioneiros publicados em 1998 por Silva e do Lago, e por Zemann e
colaboradores, introduziram este modo de deteccdo (C*D) de forma independente.
Neste arranjo, a cela de C*D é baseada em dois eletrodos tubulares, que atuam
como capacitores e que circundam o capilar de separagédo, s&o posicionados lado a
lado ao longo do eixo do capilar. Um espaco (gap) de milimetros entre os eletrodos
define o volume de detecgéo, atuando como um resistor (Figura 12) (CHEN et al.,
2009).
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Figura 12: Esquema representativo da cela C*D, composta pelo capilar, gap de detecgéo, eletrodo de
para excitagao e eletrodo de registro do sinal resultante. Adaptado de KUBAN & HAUSER, 2008.

Um sinal alternado de alta frequéncia é aplicado na cela de detec¢gdo. Como a
reatancia capacitiva diminui com o aumento da frequéncia, a impedancia do capilar é
reduzida, permitindo que variagcdes de condutividade da solugdo, no interior do
capilar, sejam observadas mesmo com os eletrodos posicionados do lado externo do
capilar (POLESELLO & VALSECCHI, 1999; SILVA, 2003; SOLINOVA & KASICKA,
2006; KUBAN & HAUSER, 2008).

Este arranjo de C*D, com eletrodos posicionados fora do capilar, como
esperado, promove a diminuicdo de contaminacao e de interferéncias em relagao a
CD convencional, onde por sua vez os eletrodos sdo posicionados em contato com
as solugdes de trabalho (SILVA & LAGO, 1998; ZEMANN et al., 1998; SILVA et al.,
2002; CARVALHO et al., 2009).

2.6 Técnicas de pré-concentracao on-line em CE

Técnicas de pré-concentragao on-line, conhecidas como sample stacking ou
stacking, tém sido estudadas para o aumento da sensibilidade na detecgéo de ions
inorganicos e sado baseadas em fenémenos fisico-quimicos. Usadas para pré-
concentrar os analitos, essas técnicas envolvem a manipulacdo da composicao da
amostra (através da manipulagdo da velocidade eletroforética do analito) e do
eletrolito de trabalho, juntamente com procedimentos de injecdo simples, sem

necessidade de alterar a instrumentacdo presente, pois sdo realizadas no proéprio
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capilar durante a analise (JAGER & TAVARES, 2001; JUN et al., 2007; SIMPSON Jr.
et al., 2008; MORAES et al., 2009).

Neste trabalho estdo descritos 2 modos de se realizar as técnicas de pré-
concentragcdo on-line, incluindo: stacking mediado por forga ibnica e stacking em

campo amplificado.

2.6.1 Stacking mediado por forga ibnica

No stacking mediado por forga ibnica, um grande volume de amostra,
preparada em solvente menos condutor que o eletrélito (ou agua), € introduzido
hidrostaticamente no capilar (Figura 13 A). Apdés a aplicagdo do potencial, esta
regido de baixa condutividade apresentara um campo elétrico (E) maior que a regido
do eletrdlito de trabalho no restante do capilar, devido sua alta resistividade. Os ions
presentes na banda de amostra sdo acelerados nessa regido de baixa
condutividade, entdo tendem a se mover em direcdo a regidao de maior
condutividade. Quando os ions alcangam a interface entre a banda de amostra (alto
E local) e a banda de eletrdlito de trabalho (baixo E local), eles sdo desacelerados,
causando uma contragado na banda de amostra (Figura 13 B), provendo uma regido
mais estreita e de concentragdo maior que a banda da amostra original (Figura 13 C)
(QUIRINO & TERABE, 2000; JUN et al., 2007; MORAES et al., 2009).

llnjegéo Detecgiﬁ\c:ly

Analitos sofrendo stacking
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Figura 13: Esquema representativo do stacking mediado por forga ibnica; onde E representa o campo
elétrico; vep, a velocidade eletroforética; veo, a velocidade eletrosmética; BGE, o eletrdlito de trabalho
(MORAES et al., 2009).
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Na pratica, a amostra € dissolvida em agua ou em eletrdlito de trabalho (10
vezes diluido). Posiciona-se o reservatério de amostra, no lado da injecéo, e o
reservatério de eletrélito de trabalho, no lado da detecgdo, ambos em contato com
as extremidades do capilar. Eleva-se a extremidade do capilar em contato com a
amostra, a uma altura e um tempo determinados, para a inje¢cdo da mesma. Em
seguida, troca-se o reservatorio de amostra, no lado da injegcdo, por outro
reservatorio contendo o eletrélito de trabalho. Aplica-se o potencial definido para o
stacking por alguns segundos. E por fim, aplica-se o potencial de separagao (KUHN
& H.-KUHN, 1993; LOPES et al., 2010; MORAES et al., 2010).

Contudo, na presenca de grandes diferengcas de concentragdes entre as duas
bandas, da amostra e do eletrdlito de trabalho, pode ocorrer alargamento das
bandas pré-concentradas devido ao fluxo laminar. Porém, esta perturbagao sobre o
stacking € muito pequena devido a alta velocidade dos ions da amostra na banda de
injecédo (MORAES et al., 2009).

2.6.2 Stacking em campo amplificado

No stacking em campo amplificado, a amostra também é preparada em um
solvente menos condutor que o eletrdlito de trabalho, mas ¢é injetada
eletrocineticamente, aplicando-se um potencial negativo, na extremidade da
detecgao no caso de cations. Antes da introdugdo da amostra, uma banda (p/ug) de
agua é introduzida hidrodinamicamente no capilar para garantir as condi¢ées de
stacking em campo elétrico elevado (Figura 14 A). Quando o potencial é aplicado, a
banda de agua apresenta um alto campo elétrico (E), os ions migram através da
banda da amostra e sdo acelerados na regido da banda da agua. Quando os ions
ultrapassam o limite entre a banda de agua e o eletrdlito de trabalho, encontram um
E menor e sdo desacelerados, concentrando-se em uma banda fina (Figura 14 B),
no limite das regides da agua e do eletrdlito. Assim que os campos elétricos sao
igualados, os ions podem ser separados normalmente (Figura 14 C) (QUIRINO &
TERABE, 2000; MORAES et al., 2009).



42

l Injecdo Deteccéo i

<E >F <E
T @
ARl ¢S w BGE

Analitos sofrendo stacking
+ | @ @ '
B Lo} @ @(a a
| Ve — |

)
| )
c
Stacking completo

Figura 14: Esquema representativo do stacking em campo amplificado; onde E representa o campo
elétrico; vep, a velocidade eletroforética; veo, a velocidade eletrosmética; BGE, o eletrdlito de trabalho
(MORAES et al., 2009).

2.7 Caracteristicas dos metais estudados

No organismo humano, elementos essenciais sdo aqueles fundamentais para
o desenvolvimento e a manutencdo da vida, por participarem dos processos
bioquimicos do corpo. Deficiéncia e auséncia desses elementos na dieta podem
gerar as chamadas patologias carenciais. Por outro lado, o excesso destes pode
desencadear processos de intoxicagdes agudas e/ou cronicas. Os elementos néo
essenciais sao aqueles que nao apresentam fungbes definidas ao organismo e
geralmente apresentam efeitos toxicos. Obviamente a toxicidade esta relacionada
com as quantidades ingeridas e os graus de exposicdo dos individuos
contaminados. O grau de toxicidade também esta relacionado com o estado
nutricional, o metabolismo individual e a capacidade de detoxicagdo de cada
individuo (BERTAGNOLLI, 2008).

De modo geral, os metais podem ser classificados como:

e Elementos essenciais e/ou micronutrientes: soédio, potassio, calcio, ferro,

zinco, cobre, niquel e magnésio;
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e Elementos nao essenciais e/ou microcontaminantes, metais pesados:

arsénico, chumbo, cadmio, mercurio, aluminio, titanio, estanho e tungsténio;

e Elementos essenciais e simultaneamente microcontaminantes: cromo, zinco,

ferro, cobalto, manganés e niquel.

O sddio (Na) € um elemento bioldgico essencial aos animais superiores,
estando presente em quantidades significativas nos seres vivos, em particular no
meio extracelular. O transporte de ions Na® através das membranas celulares, a
regulacdo da pressao osmotica dentro da célula, a transmissdo de impulsos
nervosos através do mecanismo “bomba de Na” e outras fungdes eletrofisiolégicas
sdo devido a diferenga na relagcdo de concentragdes sodio/potassio nos fluidos
intercelulares e extracelulares. O sédio tem ainda um papel importante nas

contragdes musculares e na absorgao de nutrientes pelas células.

Como um constituinte indispensavel ao crescimento das plantas, o potassio
(K) encontra-se em quase todos os tipos de solos. O equilibrio na quantidade de K*
€ muito importante no ser humano. A sua falta pode resultar em condi¢gbes de fadiga

muscular e depresséo.

Relativamente ao ser humano, o magnésio (Mg) encontra-se majoritariamente
nos ossos (700 - 1800 ppm), os quais servem como reservatérios deste elemento.
Participa na regulagao dos fluxos das membranas celulares e como coadjuvante da
atividade de algumas enzimas em variados processos enzimaticos. Ja o calcio (Ca)
tem papel fundamental no desenvolvimento e manutencéo do esqueleto, bem como
em outras fungdes fisiologicas (MATTIAS, 2006; E-ESCOLA, Instituto Superior

Técnico).

O talio (TlI) ndo desempenha qualquer fungdo bioldgica nos seres vivos.
Encontra-se presente no corpo humano, normalmente em quantidades inferiores a
0,5 mg, sendo que a maioria deste elemento se encontra a nivel dos tecidos, do
sangue e dos ossos. E introduzido no organismo através da alimentacdo. Este
elemento é cumulativo no corpo humano. Isso se deve ao fato do TI" ter um raio
ibnico muito proximo do K*, que desempenha importantes fungdes bioldgicas,

podendo substitui-lo, comprometendo, assim o funcionamento de alguns 6rgaos e
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sendo a principal causa da sua toxicidade. Este elemento é extremamente toxico e

existem também evidéncias de que é carcinogénico (SCHNEIDER, 2010).

O niquel (Ni) em pequenas quantidades parece ser essencial para os seres
vivos, e em particular para os humanos. Embora em algumas espécies de animais
pareca estar ligado ao crescimento, o seu papel e metabolismo sido pouco
conhecidos. As necessidades de ingestdo de Ni para os seres humanos sdo muito
pequenas (5 pg/dia). No corpo, o Ni liga-se a albumina, assim é transportado pela
corrente sanguinea, podendo acumular-se em alguns 6rgaos, principalmente nos
rins, no figado e nos pulmbes — sendo excretado pela urina (GARMATZ, 2007; E-
ESCOLA, Instituto Superior Técnico).

Além de participar na ativagao de varias enzimas, o manganés (Mn) tem um
papel fundamental na formagédo na matriz organica 6ssea. Entre as suas principais
aplicagdes industriais estdo os fertilizantes e os produtos farmacéuticos (cloreto,
oxido e sulfato de Mn) (MATTIAS, 2006; METAIS PESADOS E SEUS EFEITOS
TOXICOS).

O cobalto (Co) esta presente na vitamina By, a deficiéncia desta vitamina
pode causar fadiga crbénica, anemia, depressao metal e perdas de sensibilidade. A
toxicidade do Co é bastante baixa em comparagao com outros metais. A exposi¢cao
a elevados niveis deste elemento podem causar efeitos na saude, principalmente
sobre os pulmdes, como asma e pneumonia (SPENGLER, 2009; ONTARIO, Ministry

of The Enviroment).

Considerado um elemento essencial o zinco (Zn) tem um papel importante na
sintese e no metabolismo de proteinas, acidos nucléicos e na divisdo celular. Em
excesso no organismo, o Zn pode complexar-se com a albumina e os sintomas de
envenenamento sao vOmito, nausea, desidratacdo, letargia e descoordenagao
muscular (FAVARON, 2004).

O cromo (Cr), mais precisamente o Cr**, é fundamental ao funcionamento do
organismo como na manutencdo do metabolismo de lipideos, proteinas e da glicose.
Diferentemente, o Cr®" é toxico principalmente por penetrar facilmente na pele
(FAVARON, 2004; GARMATZ, 2007).
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Na agricultura, uma fonte direta de contaminagdo pelo cadmio (Cd) é a
utilizagao de fertilizantes fosfatados. O Cd é um elemento de vida biolégica longa (10
a 30 anos), apresenta uma excregdo lenta pelo organismo humano (atinge
primeiramente os rins) e é toxico mesmo em concentragcdes muito pequenas
(BERTAGNOLLI, 2008; METAIS PESADOS E SEUS EFEITOS TOXICOS).

Quando se trata de poluicdo por metais pesados, o chumbo (Pb) é
considerado um dos maiores poluentes ambientais. Ndo se tem conhecimento da
funcao fisiologica deste elemento no organismo humano. Quando ingerido, costuma
ser cumulativo. Em niveis baixos, a presenca do Pb pode afetar a capacidade do
organismo para utilizar calcio, magnésio, zinco e outros minerais (FAVARON, 2004,
MATTIAS, 2006; SPENGLER, 2009).

O cobre (Cu) tem funcédo fundamental na sintese de hemoglobina e participa
em uma grande variedade de processos metabdlicos criticos. O Cu é muito utilizado
em formulagdes de ragdes animais. Em geral, este metal ndo é considerado um
elemento cumulativo no organismo e quando ingerido em excesso costuma ser
excretado via bile. Os sintomas para toxicidade cronica de Cu sao, em geral, Ulceras
gastricas e problemas renais (FAVARON, 2004; MATTIAS, 2006).

2.8 Caracteristicas das amostras analisadas

As plantas medicinais analisadas foram a Persea americana, popularmente
conhecida como abacateiro, e a Cyperus rotundus, conhecida como tiririca. A planta
Persea americana € caracterizada por apresentar propriedades medicinais como
antianémica, antiinflamatéria, antioxidante, digestiva, diurética, entre outras. E
indicada para problemas de acido urico elevado, anemia, amigdalite, estomatite,
infecgdes da bexiga, dor de cabega, entre outras enfermidades. Pode ser consumida
pela infusdo com as folhas em agua quente, ou seja, na forma de cha, e pode ser
adquirida como um fitoterapico, registrado na Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA).
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A planta Cyperus rotundus apresenta propriedades medicinais como
fortificante, vermifuga, antidiarréica, afrodisiaca, adstringente, entre outras. E
geralmente indicada em casos de inflamacgdes, infec¢ao urinaria, dores abdominais,
gastralgia e vomitos (PLANTAMED). Pode ser consumida na forma de decocgéo, ou
seja, na forma de cha, em p6 ou em capsulas, como um fitoterapico, registrado na
ANVISA.

Fitoterapicos sao considerados medicamentos obtidos com emprego
exclusivo de matérias-primas ativas vegetais, cuja eficacia e seguranga sao
validadas por meio de levantamentos etnofarmacolégicos, de utilizagao,
documentagdes tecnocientificas ou evidéncias clinicas, segundo a ANVISA. Nao se
considera medicamento fitoterapico aquele que inclui na sua composi¢cao
substancias ativas isoladas, sintéticas ou naturais, nem as associacbes dessas com
extratos vegetais. Das disposi¢cbes sobre o registro de medicamentos fitoterapicos
(ANVISA, Resolugdgo — RDC No. 14; DOU No. 63, Abril, 2010), além das
documentagdes e requisitos exigidos, testes de pureza e integridade devem estar

citados, incluindo pesquisa de metais pesados (Capitulo Il, Segao IV, Artigo 10).

O fitoterapico analisado foi a Pholia magra. A Pholia magra € um fitoterapico
extraido da planta Cordia ecalyculata, possui varios principios ativos em maior
concentracdo, que atuam como substancias anorexigenas no tratamento da
obesidade. Devido a presencga de seus principais constituintes (alantoina, cafeina,
potassio, taninos e Oleos essenciais), além se ser uma supressora de apetite, a
Pholia magra atua como diurético, reduz os depdsitos de celulite, pois estimula a
circulagao e possui agao energizante e cardiotonica (PHARMATIVA).

Fertilizante é definido como sendo toda substancia mineral ou organica,
natural ou sintética, fornecedora de um ou mais nutrientes para as plantas. Podem
ser classificados de varias formas, segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA). Entre eles estdo: fertilizante foliar (liquido), produto que se
destina a aplicagdo na parte aérea das plantas; fertilizante mineral (s6lido), produto
formado, fundamentalmente, por um composto quimico, contendo um ou mais
nutrientes de plantas (MAPA, Instrucdo normativa No. 5/2007). Amostras de

fertilizante sdlido e liquido (foliar) foram analisadas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Instrumentagao

O equipamento de eletroforese capilar com detector condutométrico sem
contato (CE-C*D) utilizado foi construido em laboratério (SPENGLER, 2009;
CARVALHO et al., 2009; MARTINI, 2010).

Toda a agua utilizada no preparo das solugbes passou um processo de
destilagdo, seguido de deionizagdo e, apos, purificagdo em um sistema Milli-Q
(resistividade de 18,2 MQ cm'1) (Millipore, Bedford, MA, USA).

A massa dos reagentes solidos foi determinada utilizando uma balanga
analitica Sartorius (Goettingen, Alemanha) com quatro casas de precisao.

As medidas do pH das solugbes dos eletrélitos de trabalho foram realizadas
em pHmetro digital (Digimed DM 20, S&do Paulo, Brasil) usando eletrodo de vidro
combinado. Para a calibracdo do equipamento utilizaram-se tampdes de calibragdo
de pH 4,01 e pH 7,00 (Digimed), a 25 + 1°C.

Para a filtragdo dos eletrdlitos de trabalho utilizou-se membranas de acetato
de celulose (poro de 0,45 pm) (Sartorius, Alemanha). Posteriormente, essas
solugdes foram sonicadas em sistemas de ultra-som (Unique, Sao Paulo, Brasi)
durante 30 minutos.

Os capilares de silica fundida de 75 ym de didmetro interno (D.I.) e de 360 ym
de didmetro externo (D.E.) foram obtidos da Polymicro Technologies (Phoenix, AZ,
USA).

3.1.1 Visédo geral e descrigdo do equipamento CE-C*D construido

Para a construgdo do equipamento de eletroforese capilar (CE-C4D)
desenvolvido em laboratério, tomou-se como referéncia trabalhos pioneiros
publicados por Silva e do Lago (1998) e por Zemann e colaboradores (1998). A
Figura 15 a seguir, mostra um diagrama de blocos do equipamento CE-C*D com

identificacdo de cada uma das suas partes.
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Figura 15: Representagdo em diagrama de blocos do equipamento de eletroforese capilar construido

em laboratério (CARVALHO et al., 2009).

Ja a Figura 16, mostra o equipamento de CE-C*D na sua forma real (foto

descritiva), permitindo uma melhor visualizagao.
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Geradar de fungtes

Figura 16: Foto real e descritiva do equipamento de CE-C*D construido em laboratdrio.

Como pode-se observar, o equipamento foi montado em um bloco de acrilico
(dimensdes de 70 x 80 x 50 cm). Este gabinete de acrilico (transparente) permite a
termostatizagdo do ambiente interno do sistema eletroforético e o trabalho seguro do
analista, uma vez que a fonte de alta tensdo pode aplicar uma diferenca de potencial
de até £30 kV entre os eletrodos de platina (catodo e anodo). Neste caso, o capilar
apresenta 68 cm de comprimento total, sendo a distancia entre o ponto de injecédo e
o detector (C*D) de 46 cm, ou seja, o seu comprimento efetivo.

Com relagao a operacgéao basica do equipamento, a Figura 17 mostra as duas
extremidades do equipamento contendo duas pegas projetadas para a injecao da

amostra, a lavagem do capilar e a troca de solugdes para a analise eletroforética.
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Figura 17: Representacdo esquematica das pecas confeccionadas para o CE-C*D; onde (A) injecdo
hidrodinamica, (B) lavagem do capilar (aplicagdo de vacuo) e aplicagdo de tensao; (a) carro de
impressora com motor de passos, (b) guias de silicone para o capilar, (c) garra manipuladora, (d)
reservatério da solugéo, (e) brago eletromecanico, (f) bloco de acrilico para a aplicagdo de vacuo, (g)
borracha sintética para vedagdo. As setas bilaterais representam os movimentos realizados por cada
componente das pegas projetadas (CARVALHO et al., 2009).

Com relagdo a automacdo do sistema, a interface PCI-1711 utilizada
desempenha a fungao de aquisicao do sinal do detector (voltagem) e de operagao
de todos os componentes do sistema via soffware no computador. As seguintes
funcgdes do sistema eletroforético sao controladas pela placa da interface: fonte de
alta tensédo (controle da tensdao de saida, monitoramento da tensdo e corrente
aplicadas, controle de polaridade e habilitagdo da saida da fonte); bomba de vacuo
(liga/desliga); garra manipuladora do sistema de injecao (abre/fecha); altura e tempo
de elevagao do carro de impressora (driver do motor de passos); controlador de
temperatura; ventiladores de circulagédo de ar (liga/desliga); amostradores (drivers
dos motores de passos). O software para operagao automatizada do sistema

eletroforético através do computador foi desenvolvido em linguagem Delphi 7.0.

O equipamento utiliza um sistema de injegdo hidrodindmica por gravidade,
onde uma das extremidades do capilar é elevada até uma determinada altura, por
um determinado tempo, fazendo com que um pequeno volume de amostra seja

introduzido no capilar. Referente ao lado esquerdo do equipamento, como se pode
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ver o conjunto de pegas projetadas para a inje¢cao hidrodindmica da amostra (Figura
17 A).

Os dois amostradores automaticos (Figura 18) s&o utilizados
independentemente, um para o lado da injecdo e outro para o lado da detecgéo.
Sendo que cada amostrador é constituido de duas partes: um carrossel, contendo
nove reservatorios, e um braco mecanico, através da elevacado do reservatério
(contendo ou o eletrdlito de trabalho ou a amostra) promove o contato das solugdes

com o capilar e o eletrodo.

Figura 18: Amostradores automaticos construidos para o sistema CE-C'D.

Uma fonte de alta tens&o (Figura 19) aplica uma diferenga de potencial de até
130 kV entre o catodo e o anodo (eletrodos de platina), ambos mergulhados na
solugdo do eletrdlito de trabalho juntamente com o capilar, para as separagdes
eletroforéticas.
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Figura 19: Fonte de alta tensdo empregada no sistema CE-C*D desenvolvido.

O sistema utiliza uma bomba de vacuo para a aplicagéo de pressédo negativa
no capilar (-600 mmHg), na extremidade do detector, conforme mostra a Figura 20,

para possibilitar a lavagem do capilar.

Figura 20: Sistema de lavagem do capilar por aplicagdo de vacuo.
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Para o controle de temperatura, o sistema CE-C*D dispde de um sistema de
aquecimento (resisténcia). Um controlador de temperatura recebe o sinal do sensor
(ao lado do detector) (Figura 21 B) e indica a temperatura no painel (display digital)
(Figura 21 A). Toda vez que a temperatura diminuir em 0,1 °C da temperatura fixada
no controlador, a resisténcia de aquecimento sera acionada, retransmitindo a
temperatura para a placa de interface em sinal de 0 a 20 mA. Os ventiladores
(coolers) posicionados na parte superior do bloco de acrilico auxiliam na circulagao

de ar e na estabilizacdo da temperatura interna.

Figura 21: Sistema de controle de temperatura do sistema CE-C*D, com display digital (A) e sensor
de temperatura (B).

Um gerador de fungdes MFG-4202 (Minipa, Sao Paulo, SP, BR) (Figura 22)
localizado na parte superior do bloco de acrilico é responsavel pela aplicacido de um
sinal de onda senoidal de alta frequéncia, de 0,2 Hz a 2 MHz, em um dos eletrodos

localizados na placa do circuito de deteccao, que envolvem o capilar.
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Figura 22: Gerador de fungdes (onda senoidal) do sistema CE-C'D.

O detector de condutividade sem contato, C*D (Figura 23), é composto por
um conversor de corrente em tensao, retificador com amplificacdo de 10 vezes,
entrada do sinal de alta frequéncia, eletrodo de aplicagao do sinal de alta frequéncia,
eletrodo de deteccéo, filtro passa-baixas, buffer (ganho unitario), corregdo da linha
de base com amplificacdo de 30 vezes e circuito de protecdo para a entrada da

placa de interface, conforme mostrado esquematicamente na Figura 24.

Figura 23: Detector de condutividade sem contato (C*D).
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A Figura 24 mostra a representagdo esquematica do circuito de deteccéo
condutométrica sem contato construido e empregado no sistema CE-C*D (Carvalho
et al., 2009).

A Capilar Gerador de Sinais

-~

pPp Detector Oscilométrico

21

Tt
]

—

Figura 24: Representagdo esquematica do detector C'D construido para o equipamento de
eletroforese capilar, contendo capilar de silica fundida, eletrodos e amplificadores operacionais.

O software utilizado foi modificado para o sistema operar de forma
automatizada, além da forma manual, onde se pode selecionar a opgdo Programa
de Analise (forma automatizada no programa) quando desejado.

O programa de analise € composto por uma lista de comandos para o
equipamento, sendo estes executados sequencialmente. Todo trabalho diario pode
ser programado, e cada corrida € salva em um arquivo nomeado antes de se iniciar
o programa. Além disso, podem ser criados varios programas individuais, de acordo
com a quantidade de inje¢cdes a serem realizadas e a necessidade de cada analista.
Quando o programa é iniciado, o operador nao realiza mais nenhum comando,

sendo todas as etapas realizadas automaticamente pelo programa desenvolvido.
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3.2 Reagentes, solugdes e amostras

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e preparados com agua
ultra-pura, obtida pelo sistema Milli-Q (resistividade de 18,2 MQ cm™") (Millipore,
Bedford, MA, USA).

As solucdes estoque de sdédio, potassio, talio, calcio, magnésio, manganés,
cromo, chumbo, cadmio, zinco, cobre, cobalto e niquel foram obtidas como padrbes
certificados do NIST (National Institute of Standarts and Technology, USA) em uma
concentragéo de 1000 mg L (ou 1000 ppm). Apenas a solugado estoque de amoénio

foi preparada a partir do sal cloreto de aménio, NH4Cl (Merck).

As solucbes estoque do eletrdlito de trabalho foram preparadas nas
concentragdes de 0,25 mol L™ do acido 2-N-morfolinoetanossulfonico (tampao MES),
da Merck (Darmstadt, Germany), de 0,125 mol L da Histidina base livre (His), da
Sigma-Aldrich (USA). O acido nitrico P.A. (Merck) foi preparado a 20% (v/v), onde foi
utilizado para o ajuste de pH do eletrélito de trabalho. Armazenados sob refrigeragao

(aproximadamente 4 °C) e ao abrigo de luz.

Os agentes complexantes utilizados nas variagbes da composigcdo do
eletrélito de trabalho foram preparados na concentracdo de 0,1 mol L™, de Eter 18-
coroa-6 (Merck), Acido Citrico (HNO3) (Merck), Acido 2-hidréxiisobutirico (HIBA)
(Sigma-Aldrich) e Acido Latico (HLac) (Riedel-de Haén). Armazenados sob
refrigeracdo (aproximadamente 4 °C) e ao abrigo de luz. Os solventes metanol,

etanol e acetonitrila utilizados, foram todos de grau P.A. ou HPLC, da Merck.

As solugcbes de hidroxido de sédio (NaOH) (Merck), utilizadas para o
condiciomento dos capilares de silica fundida, foram preparadas nas concentragbées
de 0,1 e 1 mol L.

As amostras analisadas de fertilizante solido (Fertilizantes Multifértil, Santa
Maria, RS, Brasil), fertilizante foliar liquido (Dimicron Quimica do Brasil Ltda., Cruz
Alta, RS, Brasil), fitoterapico (Pholia magra 500 mg/capsula, Drogabel®, Porto
Alegre, RS, Brasil), e das plantas medicinais Persea americana e Cyperus rotundus

foram adquiridas no comércio local.
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3.3 Procedimentos analiticos

3.3.1 Eletrdlito de trabalho, solu¢cdes padrdes e preparo de amostras

As solugdes do eletrélito de trabalho foram preparadas diariamente através da
diluicdo das solugdes estoque. O pH das solugdes foi ajustado com uma solugéo de
HNO3; 20% (v/v) e, em seguida, filtradas em membrana de acetato de celulose (poro
de 0,45 pm). Por fim, as solugdes foram sonicadas, por 30 minutos, em um sistema

de ultra-som antes do seu emprego no sistema CE-C*D.

Os padrbées dos analitos eram diluidos diariamente, a partir das solugdes

estoque, conforme a necessidade.

As amostras analisadas (plantas medicinais, fitoterapico e fertilizantes) foram
devidamente homogeneizadas antes da determinagdo de suas massas. As amostras
das plantas analisadas estavam sob forma de p6 desidratado. Para a determinagao
na massa da amostra do fitoterapico, preparou-se um pool com 10 capsulas.

Determinou-se a massa das amostras em aproximadamente 1 g.

Em seguida, as amostras foram preparadas de duas maneiras, antes de

serem analisadas:

o Digestao acida (HNO3/H,0,): seguiu-se o procedimento da Norma EPA
3052 e 3050B. Na pratica colocaram-se as massas das amostras em recipientes
apropriados para a digestao acida (frascos Kjedahl) e adicionou-se 10 mL de acido
nitrico (HNO3; concentrado). O sistema foi aquecido (95 £ 5°C) e o aquecimento foi
mantido até que todos os vapores nitrosos (marrom) tenham saido. As amostras
foram resfriadas e depois se adicionou de 1 a 3 mL de perdxido de hidrogénio (H20;
30%). O sistema novamente foi aquecido (100 £ 5°C) e o aquecimento foi cessado
quando o desprendimento de gas visivelmente acabou. As amostras foram diluidas a

um volume final de 50 mL e colocadas em frascos de polipropileno.

o Extragdo (MeOH:H20) (1:1): colocou-se as massas das amostras em
recipientes apropriados (frascos de polipropileno) e adicionou-se 25 mL da solugao

de MeOH:H,O (1:1); as amostras foram submetidas a um sistema de ultra-som
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durante 30 minutos para auxiliar a extracao. Apds a extragao, as amostras foram

filtradas em algodao para a remogao do excesso de massa.

Apos a digestdo acida e a extragdo, todas as amostras foram filtradas em
membrana de acetato de celulose (poro de 0,45 pm) e sonicadas durante 30 minutos
no sistema de ultra-som. Também, foram realizados testes de diluicdo das amostras
antes de suas inje¢des no sistema CE-C*D, para determinar quais fatores de diluigéo

seriam ideais para a futura andlise das amostras.

3.3.2 Condicionamento do capilar de silica

Para o condicionamento de capilares de silica fundida novos lavou-se o
capilar com NaOH 1 mol L™ durante 40 minutos, aplicando-se vacuo (-600mm Hg), e

em seguida, com agua ultra-pura durante 10 minutos.

No condicionamento diario lavou-se o capilar, sob aplicagdo de vacuo,
durante 15 minutos com NaOH 0,1 mol L' e em seguida por 10 minutos com agua
ultra-pura. Finalmente, lavou-se o capilar durante 30 minutos com a solugcdo do

eletrolito de trabalho.

Para iniciar as medidas eletroforéticas, posicionou-se nos reservatérios em
ambos lados, dos eletrodos, do sistema CE-C*D, solucdes do eletrdlito de trabalho e
aplicou-se o potencial de separagéo (neste caso -10 kV) até a estabilizagdo da linha

base (LB) do sinal do detector.

Entre as inje¢cbes das amostras lavava-se o capilar com o préprio eletrolito de
trabalho durante 5 minutos, sob aplicagdo de vacuo. E ao final do dia, lavava-se o

capilar com agua ultra-pura, durante aproximadamente 15 minutos.

3.3.3 Controle de contaminacio externa e materiais de uso

Todos os materiais plasticos utilizados como balées volumétricos, recipientes
de solugdes e amostras, eram submetidos a uma descontaminacao prévia com uma
solugao alcodlica 50% (v/v) com HNO3 10% (v/v), por aproximadamente 24 horas, e

sem seguida eram abundantemente lavados com agua ultra-pura. Este processo era



59

diario, uma vez que se desejava garantir superficies livres de qualquer

contaminagéo.

A vidraria também era submetida a uma descontaminagdo, com uma solugio
acida de HNO3 1% (v/v) em agua. Também por aproximadamente 24 horas e lavada

com agua ultra-pura em abundancia, antes de seu uso.

Uma vez que se trabalhou com metais, deu-se preferéncia a recipientes e
materiais plasticos (HARRIS, 2005).

3.4 Tratamento dos dados experimentais e figuras de mérito

O software OriginPro 7.5 foi utilizado para integrar e analisar todos os dados
obtidos. Para todas as etapas da otimizagdo das separagdes eletroforéticas foram
realizadas repeticbes em triplicata (n = 3) e utilizados valores de média (das

triplicatas) para a elaboragao de todos graficos demonstrados no item 4.

O limite de detecgao (LD) representa a menor concentragéo da substancia em
exame que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, utilizando

um determinado procedimento experimental. O LD pode ser expresso como:
LD=3xS/hb

onde S é o desvio padrao absoluto, estimado pelo desvio padrao do branco (n =7),

e b é o coeficiente angular (inclinagao) da curva analitica.

O limite de quantificagdo (LQ) representa a menor concentragdo da
substancia em exame que pode ser medida, utilizando um determinado
procedimento experimental (RIBANI et al., 2004; INMETRO, Revisdo 02/2007). O LQ

pode ser expresso como:
LQ=10xS/b

onde S é o desvio padrao absoluto, estimado pelo desvio padrao do branco (n =7),

e b é o coeficiente angular (inclinagao) da curva analitica.
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A faixa linear de trabalho, ou a linearidade do método, corresponde a
capacidade do método fornecer resultados diretamente proporcionais a
concentracdo da substadncia em exame, dentro de uma determinada faixa de
aplicagao (RIBANI et al., 2004; INMETRO, Revisdo 02/2007) . Fez-se a correlagao
entre o sinal medido (area) e a concentracdo dos analitos (mg L”). A relagdo
matematica entre o sinal e a concentracao das espécies de interesse foi expressa
como uma equagao de reta chamada de curva analitica. As linhas foram definidas
por no minimo 5 pontos que n&o incluiram o ponto zero na curva, devido aos

possiveis erros associados.

A estimativa dos coeficientes das curvas analiticas a partir de um conjunto de
medi¢des experimentais foi efetuada usando o método matematico conhecido como
regressao linear. Além dos coeficientes linear e angular, calculou-se o coeficiente de
determinacdo (R?). Este parametro (R?) permitiu estimar a qualidade das curvas
obtidas, onde valores mais préximos de 1, indicam menor dispersao do conjunto de
resultados experimentais e menor incerteza dos coeficientes de regressao
estimados. A Tabela 7 demonstra as faixas lineares de trabalho para os analitos
estudos e suas respectivas equagdes das retas, com seus coeficientes de

determinacao (R?).

A repetitividade do sistema também foi avaliada, envolvendo medi¢bes
sequenciais (n = 5) de uma solugdo contendo os 14 analitos (NH4*, K*, Ca®*, Na*,
Mg**, Mn?* na concentragdo de 1 mg L™ e TI*, Cr**, Pb**, Cd**, Zn?**, Cu**, Co?*, Ni**
na concentragdo de 4 mg L ™). Foram calculados o desvio padrdo absoluto (S) e o
desvio padrao relativo (RSD) (%), também conhecido como coeficiente de variagao

(CV), para o tempo de migragao médio (n = 5) dos ions analisados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Otimizagao das separagoes eletroforéticas

4.1.1 Otimizagao da composigao do eletrolito de trabalho

A otimizagdo do método para a determinagdo dos cations inorganicos: NH,",
K*, Ca*, Na*, Mg®*, Mn**, TI*, Cr**, Pb*, Cd*", Zn**, Cu®*, Co®" e Ni**, usando
eletroforese capilar de zona (CZE), iniciou pelo estudo da composigdo do eletrdlito
de trabalho. Quando se trata de uma determinagédo de cations inorganicos, muitos
trabalhos publicados empregam a mistura MES/His, como ja citado. Tanto o MES
quanto a His apresentam um pH necessario para se obter um sistema tamponado e
de baixa condutividade (SILVA et al., 2003).

E importante destacar que a natureza dos contra-ions do eletrdlito de
trabalho, além de influenciar na seletividade da separagao, influenciam na eficiéncia
e na forma dos picos dos cations analisados (PADARAUSKAS et al. 1998). Com o
aumento da concentragdo de MES/His, a condutividade basal do eletrélito de
trabalho aumenta proporcionalmente (KUBAN et al., 2002). Uma vez que se esta
trabalhando com um sistema de detec¢&o por condutividade (C4D), onde a detecgédo
se da pela diferenca de condutividade do soluto em relacdo a solucdo, a
concentracédo do eletrdlito de trabalho deve ser cuidadosamente analisada e

escolhida.

A mistura MES/His consiste tipicamente em um eletrélito de concentracao
equimolar da espécie catidnica (His) e da espécie anidnica (MES), numa faixa de
concentracdo de 10 — 60 mmol L™, fornecendo um pH préximo a 6 (KUBAN et al.,
2002). Sendo assim, variou-se a concentracdo de MES/His de 10 a 50 mmol L
onde se visava uma separagao com maxima diferenca entre as mobilidades dos
analitos e a consequente distingdo dos seus tempos de migragao (Ty,) (Figura 25),

com um menor numero de co-migragdes possiveis e maiores alturas dos sinais.
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Figura 25: Variagdo da concentragéo do eletrdlito MES/His (n = 3); NH,4, K, Ca, Na, Mg, Mn em 1 mg
L"e Tl, Cr, Pb, Cd, Zn, Cu, Co e Ni em 4 mg L'1; Eletrolito de trabalho: MES/His contendo éter 18-
coroa-6 2 mmol L™, pH 6. Potencial de separacao: -10kV. Capilar: silica fundida 75 pm x 68 cm (46
cm até o detector); detector C'D operando com 600 kHz e 2 Vpp; temperatura: 25°C; injegéo
hidrodindmica por gravidade: 20 cm por 60 s.

Como pode-se observar na analise da Figura 25 que na concentragao de 10
mmol L' de MES/His ocorreram co-migragées como Na*/Mg®*/Mn?* e Cr¥*/Pb*; ja
na concentracdo de 20 mmol L', co-migraram também Cu?'/Co®"; e nas
concentracdes de 40 e 50 mmol L, diferentemente, passam a co-migrar os ions
Zn?*/Co?*. Diante disso, optou-se por prosseguir o trabalho com a concentragéo de
MES/His 30 mmol L™, pois nesta concentragdo ocorreram menos co-migragdes em
relacdo as demais concentracdes. A altura dos sinais dos analitos na concentracio
de 30 mmol L™ foi menos afetada em relagdo as concentragées maiores (de 40 e 50
mmol L'1). A concentracdo na mistura MES/His é diretamente proporcional a
condutividade do eletrdlito de trabalho, sendo assim, nas concentragbdes de 40 e 50
mmol L' a condutividade basal do eletrdlito de trabalho torna-se maior, diminuindo,

portanto, a altura dos sinais dos analitos (KUBAN et al., 2002).
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Em seguida, utilizou-se o artificio de adicionar agentes complexantes como
aditivos do eletrdlito, visando um ganho de resolugéo, sabendo-se que a separagao
de cations é em geral uma pratica dificil, em razdo das semelhangas de raio i6nico
efetivo das espécies catibnicas, que se refletem na similaridade da conduténcia
equivalente e da mobilidade aparente (TAVARES, 1997). O uso do éter 18-coroa-6
possibilitou a separacdo dos ions K* e NH4', que ndo é possivel somente na
presenca do eletrdlito MES/His, o que pode ser observado na Figura 26
(FRANCOIS, et al., 1995; TIMERBAEV, 1995; CHIARI, 1998; JAGER & TAVARES,
2001; TANYANYIWA & HAUSER, 2002; SILVA et al., 2003).

2,0

NH,, K, TI

Sinal (V)

_1’5 1 | 1 | 1 | 1
10 15 20 25

T, (min)

Figura 26: NH,, K, Ca, Na, Mg, Mn em 1 mg L"e Tl, Cr, Pb, Cd, Zn, Cu, Co, Ni em 4 mg L'1; Eletrolito
de trabalho: MES/His 30 mmol L sem éter 18-coroa-6, pH 6. Condigbes experimentais iguais a
Figura 25.

A complexagéo do ion K* com o éter 18-coroa-6 € atribuida & semelhanca
entre o raio idnico hidratado do cation K* (proximo a 2,8 A) e a cavidade interna da
estrutura do éter 18-coroa-6 (didmetro da cavidade de 2,6 — 3,2 A) (ANTUNES &
VOLPE, 1995). Ainda, a constante de formagao (log K;) do complexo de éter 18-
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coroa-6 com o ion K* (log K; = 2,03) é maior que a constante de formagao, com o ion
NH," (log Kr = 1,23) (YAMABE et al., 1979; TAKAYANAGI, 2005). Sendo assim, a
separagéo entre NH,;'/K" é possivel uma vez que a mobilidade aparente do ion K* é
mais afetada, ou seja, diminuida, tornando o T, do ion K™ maior em relagdo ao ion
NH,".

Como se trata de um mecanismo especial de complexagao (formacado de
complexos de incluséo), o éter 18-coroa-6 foi especialmente utilizado para separar
K*/NH;". No entanto, observou-se que a mobilidade aparente dos outros cations
estudados nao foi significativamente afetada, uma vez que seus raios ibnicos
hidratados n&o apresentam semelhanca de tamanho em relagdo a cavidade interna
da estrutura do éter 18-coroa-6 (Tabela 2). Portanto, ndo havendo melhora na
resolucéo entre eles. A Tabela 2 mostra o raio idnico hidratado de cada ion catiénico

estudado.

Tabela 2 — Raio i6nico hidratado (A) dos ions catiénicos estudados. Fontes: DAL BOSCO et al., 2004;
KIM et al., 2006; SHINZATO, 2007; ALMEIDA et al., 2010.

ion Baio ionico ion Baio ibnico

hidratado (A) hidratado (A)
NH,* ~3,0 crt 4,61
K* ~2,8 Pb2* 4,01
Na* 3,58 cd? 4,26
Ca® 4,12 Zn** 4,3
Mn?* 4,38 Co? 4,23
Mg** 4,28 cu?® 4,19
TI* ~3,0 Ni?* 4,04

As concentracbes testadas de éter 18-coroa-6 foram de 0,5 a 10 mmol L'1,
optando-se pela concentragao de 1,5 mmol L', onde se obteve uma separagao
satisfatdria para os ions esperados (K™ e NH,;") e para os demais analitos estudados
(Figura 27). A altura dos sinais de alguns analitos diminuiu @ medida que a
concentracdo de éter 18-coroa-6 foi aumentando no eletrélito de trabalho, isso
ocorre, pois a condutividade basal deste também é alterada, diminuindo assim a

sensibilidade do método.
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Figura 27: Variagdo da concentragéo do éter 18-coroa-6 (n = 3) no eletrolito de trabalho (MES/His 30

mmol L™, pH 6).

Na Figura 28, pode-se ver o eletroferograma obtido para a separagao

eletroforética de todos os analitos estudados, com destaque para a separagao dos

ions K*/NH4* na presenca de 1,5 mmol L' de éter 18-coroa-6.
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1o LNH ~ NH K, Tl
K, TI
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Figura 28: Eletroferograma representativo da separagéo dos analitos: NH,4, K, Ca, Na, Mg, Mn em 1

mg L' e TI, Cr, Pb, Cd, Zn, Cu, Co e Ni em 4 mg L™; Eletrolito de trabalho: MES/His 30 mmol L™
contendo éter 18-coroa-6 1,5 mmol L'1, pH 6.

Pode-se observar na Figura 28 que um problema de co-migragdo dos ions TI*
e K* permanece. O uso de solventes como MeOH, EtOH e ACN também foi testado,
na presencga de MES/His 30 mmol L™ e éter 18-coroa-6 1,5 mmol L™ na tentativa de
melhorar a seletividade da separacdo dos ions TI'/K', uma vez que solventes
organicos sao caracterizados como agentes modificadores do fluxo eletrosmético por
afetarem principalmente a viscosidade do eletrdlito de trabalho (TIMERBAEYV et al.,
1996; QU et al., 2004). Concentragdes de 2 a 30% (v/v) para acetonitrila (ACN), de 2
a 15% (v/v) para metanol (MeOH) e de 2 a 15% (v/v) para etanol (EtOH) foram
testadas. As faixas de concentragdo testadas dos solventes foram baseadas em
pesquisas na literatura disponivel (TIMERBAEV et al., 1996; SARMINI &
KENNDLER, 1997; TIMERBAEV, 1997; CARVALHO et al., 2009).
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Além do esperado aumento do tempo de migracao (T,) dos analitos, com o
aumento da concentracdao do solvente no eletrélito de trabalho, observou-se
algumas co-migracdes e o aumento da instabilidade da condutividade basal do
eletrdlito. A Figura 29 mostra que a proporgéo de 5% (v/v) de cada solvente, usado
alternadamente na composi¢ao do eletrélito de trabalho, é suficiente para aumentar
o T, dos analitos.

—=— NH4
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—o—TI
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' —*— Cd
——27n

e 16 |- Cu
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14 - —A— Ni
1L '/;3/;'?3
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18 |-
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Sem solvente ACN MeOH EtOH
Solvente 5% (v/v)

Figura 29: Aumento do tempo de migragdo dos analitos na presenga dos solventes ACN, EtOH e
MeOH 5% (v/v) na composicao do eletrdlito de trabalho (n = 3).

O aumento mais intenso dos T, dos analitos na presenca do EtOH se deve
pois este é o solvente que apresenta maior viscosidade em relagdo aos demais
(EtOH n = 1,078; MeOH n = 0,545; ACN n = 0,341 (mPa s), a 25°C) e menor
constante dielétrica (EtOH € = 24,55; MeOH ¢ = 32,70; ACN ¢ = 37,5) (RIEKKOLA et
al., 2000).

A Figura 30 também mostra que essa proporgéo de 5% (v/v) de cada solvente

na composicao do eletrélito de trabalho é suficiente para diminuir a altura dos sinais
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dos analitos. Assim como os T, as alturas dos sinais também foram mais afetadas
na presenca do EtOH, para a maioria dos analitos. Melhoras nas resolugdes entre os
sinais nao foram observadas. Nao sendo viavel, entdo, para este método a utilizagao

de tais solventes.
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Figura 30: Diminuicdo dos sinais dos analitos na presenca dos solventes ACN, EtOH e MeOH na
composigao do eletrdlito de trabalho (n = 3).

Variando a composicéo do eletrolito de trabalho (MES/His 30 mmol L™ e éter
18-coroa-6 1,5 mmol L™, pH 6) com o uso de outros agentes complexantes como o
acido 2-hidroxiisobutirico (HIBA) (de 1 a 5 mmol L), bastante empregado para a
separagao de metais (CONRADI et al., 1996), observou-se que com o aumento da
concentragcado deste, além da condutividade basal aumentar, aumentou também a
instabilidade da linha base. Alguns analitos passaram a co-migrar, como Ca**/Na* na
concentracdo de 5 mmol L™ de HIBA na composicao do eletrdlito, o que acusa que
suas mobilidades aparentes tornaram-se muito proximas (Figura 31 A).

Ainda, testou-se a adigdo de &cido latico (HLac) (de 1 a 10 mmol L) na

composicao do eletrdlito. Assim como o HIBA, o HLac costuma ser amplamente
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empregado para se obter a separacdo de cations metalicos com mobilidades
aparentes proximas (FRANCOIS et al., 1995). Observou-se, também, que o aumento
da instabilidade basal €& bastante pronunciado a medida que se aumenta a
concentracdo de HLac no meio. Na concentragdo de 10 mmol L™ de HLac no
eletrolito, além dos ions Ca?**/Na*, passaram a co-migrar os fons Cu?*/Co?*, o que é

indesejavel (Figura 31 B).

Sinal (V)
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Figura 31: Adigcao de (A) HIBA 5 mmol L' e de (B) HLac 10 mmol L” na composigao do eletrdlito de
trabalho (MES/His 30 mmol L™ e éter 18-coroa-6 1,5 mmol L™, pH 6).
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O aumento da condutividade basal para o uso dos dois complexantes (HIBA e
HLac) levou a diminuigdo da altura dos sinais para a maioria dos analitos, uma vez
que as diferencas de condutividade entre a solugao (eletrdlito) e os solutos (analitos)
tornaram-se menores. Na Figura 32, pode-se notar que sem a adigéo destes aditivos
o sinal é maior para a maioria dos analitos. A Figura 32 também confirma as co-
migracdes dos fons Ca?/Na* e Cu®*/Co®" na presenca de HIBA 5 mmol L™ e de

HLac 10 mmol L™ na composigao do eletrdlito.
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Flgura 32: Diminuigado dos sinais dos analitos na presenca de HIBA 5 mmoI L”" e de HLac 10 mmol
3) na composigao do eletrdlito de trabalho (MES/His 30 mmol L™ e éter 18-coroa-6 1,5 mmol
L pH 6).

Uma vez que o uso destes dois complexantes (HIBA e HLac), usados
alternadamente na composi¢cao do eletrélito de trabalho, ndo foi suficientemente
eficaz para solucionar o problema de co-migragéo persistente (K*/TI"), também néo

foram viaveis para o desenvolvimento desta metodologia.

Diferentemente, a presenga de acido citrico (CgHsO7) na composigdo do
eletrdlito de trabalho (MES/His 30 mmol L™ e éter 18-coroa-6 1,5 mmol L™, pH 6)
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permitiu a separacéo seletiva dos ions K* e TI" e estes passaram a ndo mais co-

migrar (Figura 33).

Na

Sinal (V)
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Figura 33: Eletroferograma representativo da separagéo dos analitos: NH,4, K, Ca, Na, Mg, Mn em 1
mg L' e TI, Cr, Pb, Cd, Zn, Cu, Co e Ni em 4 mg L™; Eletrdlito de trabalho: MES/His 30 mmol L
contendo éter 18-coroa-6 1,5 mmol L™ e acido citrico 1mmol L™, pH 6.

Nota-se que permanece no cendrio de separacdo apenas os ions NH4", K,
TI", Na* e Cr*", ilustrado na Figura 33. Deve-se destacar que se esta trabalhando
com o eletrélito em pH 6. Portanto, nessa condigéo o acido citrico, como apresenta
trés pKs (pK 3,13; pK» 4,76; pKs 7,40) esta na forma de anion bivalente (CsHsO7?)
(NESTERENKO et al., 2008). Logo, o Cr** permanece como cation mesmo na forma
complexada ([Cr(CsHeO7)]"), uma vez que esta na forma de cation trivalente.

Ja os ions que complexaram com o &cido citrico, como Ca?*, Mg?*, Mn?*,
Cd?*, Pb?*, Zn**, Cu®*, Co®* e Ni%*, ficaram, provavelmente, na forma de moléculas
neutras com o citrato (CGH6072'), portanto desaparecendo do eletroferograma. Isso
ocorre também devido a constante de formagéao (log Kr) de complexos com acido
citrico para esses ions ser mais favoravel (Tabela 3) (NESTERENKO et al., 2008). O

mesmo comportamento, do desaparecimento de cations do cenario de separacéo,
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também foi observado no trabalho de Kuban e colaboradores (2002), para
concentragdes de acido citrico maiores que 0,2 mmol L™ na composicéo do eletrdlito
de trabalho.

Tabela 3 — Constantes de formacgao (log K;) dos complexos metalicos dos céations estudados com
acido citrico. Fonte: °NESTERENKO et al., 2008; "McGRAW-HILL (Handbook), 2004.

log K¢ log K¢

Na* 0,752 Co** 4,902

K* 0,602 Zn* 4,932

Mg?* 3,432 cd* 3,76 2

ca* 3,48° cu®* 3,702

Mn?* 3,76° Ni%* 5,18 @
Pb?* 6,50 °

As possiveis explicagcbes para a separacdo entre K* e TI*, na presenca do
acido citrico, é que este pode afetar o equilibrio de complexacéo do TI" em relagéo
ao eletrédlito MES/His, uma vez que reacbes de complexacdo frequentemente
acontecem entre ions de metais de transicdo e os eletrélitos organicos (como o
sistema MES/His), auxiliando na separagdo devido a mudangas nas mobilidades
aparentes dos ions (WANG et al., 2007). Deste modo, o acido citrico pode tornar o
TI" mais lento, aumentando assim seu tempo de migracédo (Tm), sendo suficiente

para separa-lo do ion K",

Além deste efeito, a presenca do acido citrico pode modificar a esfera de
hidratacdo do TI" complexado com o éter 18-coroa-6, o que também pode levar a
mudanca de sua mobilidade aparente. Sabe-se que o raio ibnico hidratado de um
ion em solugcdo aquosa € o raio efetivo do ion mais a espessura correspondente a
camada de moléculas de agua que estdo fortemente ligadas a ele. E que a
velocidade com que o ion migra em um campo elétrico também depende do raio
idbnico hidratado e ndo do tamanho do ion desprotegido (HARRIS, 2005). Sendo
assim, se na presencga de acido citrico alterar a esfera de solvatagédo do complexo
TI'/éter 18-coroa-6, sera alterada também a razdo carga/raio ibnico (gir),

relacionada a expressao da mobilidade eletroforética (Ues = i / 61In.17), € portanto,
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ligada diretamente com a mobilidade aparente do ion (Map = Hef + Meo). Deste modo,
se a mobilidade aparente do complexo (TI*/éter 18-coroa-6) diminuir, seu tempo de

migracéo (T,) ird aumentar, sendo suficiente para separa-lo do ion K.

Observou-se que com o aumento da concentragado do acido citrico (de 0,5 a 5
mmol L"), o T, do TI* aumentou com mais intensidade em relagdo aos T, dos ions
NH,", K" e Na* (Figura 34).
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Figura 34: Variagdo dos tempos de migragdo dos ions TI*, K', NH," e Na' em fungdo da
concentragado do &cido citrico (n = 3) no eletrdlito de trabalho (MES/His 30 mmol L™ e éter 18-coroa-6
1,5 mmol L™, pH 6).

Uma possivel justificativa, como ja citado, € que uma vez que o acido citrico
altera a esfera ibnica de hidratacdo do complexo em questdo, também modifica sua
solvatacdo no meio. O complexo de TI" com o éter 18-coroa-6, diferentemente dos
metais alcalinos e alcalinos terrosos, € mais fortemente afetado na presenca de
diferentes solventes, como ja descrito por Yamabe e colaboradores (1979), o que

também pode ser comprovado na Figura 34.
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Com o aumento da concentragao de acido citrico na composigcao do eletrdlito
de trabalho, assim como para os demais aditivos testados, observou-se o aumento
da condutividade basal do eletrolito e a instabilidade da linha base. Embora a
concentracdo testada de 0,5 mmol L™ tenha fornecido maiores areas para os picos,
ndo foi suficientemente adequada para separar K'/TI". A concentracdo de &cido
citrico escolhida para prosseguir o trabalho foi a de 1 mmol L™, onde a separagéo
dos ions K* e TI" foi satisfatoria e a area dos picos dos analitos foi menos alterada

em relacéo a concentragdes maiores de 2 e 5 mmol L™ (Figura 35).
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Figura 35: Variagdo das areas dos ions TI", K', NH," e Na" em fungdo da concentragdo de acido
citrico (n = 3) no eletrolito de trabalho (MES/His 30 mmol L" e éter 18-coroa-6 1,5 mmol L™, pH 6).

Portanto, a separagao dos cations deve ser executada em 2 etapas, caso a

determinacéo de TI" seja necessaria na amostra:
*  Etapa (1) — Eletrdlito: MES/His 30 mmol L e éter 18-coroa-6 1,5 mmol L,
em pH 6; separacdo de NH,", K*, Ca**, Na*, Mg*, Mn%, Cr**, Pb*, Cd*,

Zn%*, Cu?*, Co*" e Ni**;
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* Etapa (2) — Eletrdlito: MES/His 30 mmol L™, éter 18-coroa-6 1,5 mmol L' e

acido citrico 1 mmol L™, em pH 6; separagao de K* e TI".

A escolha do pH do eletrdlito de trabalho é um passo crucial na otimizacao da
separacao eletroforética. Separacbes diferentes necessitam de um fluxo
eletrosmético maior ou menor. A mobilidade eletrosmética € diretamente
proporcional a densidade de carga superficial na silica, presente no interior do
capilar. Em pH 2, ha pouca carga nos grupos silanol e pouco fluxo eletrosmético. Em

pH 11, a parede do capilar esta muito carregada e fluxo eletrosmatico é intenso.

Assim, a eletrosmose diminui em pH mais baixo (pH < 4), uma vez a
densidade da carga superficial da silica tende a diminuir (-Si-O° — -Si-OH),
afetando diretamente o fluxo eletrosmaético (HARRIS, 2005). Em pH mais alto (pH >
8), pode ocorrer a dissociagdo dos grupos silanéis, aumentando a velocidade o fluxo
eletrosmoético, levando a uma consequente diminuigcdo nos tempos de migragao de
alguns analitos, o que pode ser indesejavel (CHIARI, 1998). Ja para os metais de
transicao, costuma ocorrer o inverso. Em pH elevado, a mobilidade aparente destes
metais diminui, gerando picos alargados e longos tempos de migracao (KUBAN et
al., 2002).

Com o aumento do pH do eletrdlito, a dissociacdo dos agentes complexantes
também costuma aumentar, alterando assim no equilibrio de complexagao entre
estes complexantes com os ions envolvidos. Deste modo, podem ocorrer variacdes
nas mobilidades aparentes dos analitos, podendo ser favoravel, se um pH 6timo for
escolhido em fungdo do aumento da seletividade da separacéao eletroforética. Assim,
na determinacao de cations metalicos costuma-se trabalhar numa faixa de pH de 3,5
a 6 (FRANGCOIS et al., 1995; TIMERBAEV, 1997; KUBAN et al., 2002).

Variou-se, entdo, o pH do eletrolito de trabalho (MES/His 30 mmol L' e éter
18-coroa-6 1,5 mmol L) na faixa de 4,3 a 6. Na Figura 36, pode-se observar que a
medida que o pH aumenta, os tempos de migragao para os ions Zn** e Co?* também

aumenta, diferentemente, para os demais ions os T, diminuiram.
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Figura 36: Variagdo dos T, dos analitos em fun¢ao do pH (n = 3) do eletrdlito de trabalho, a 25°C
(MES/His 30 mmol L e éter 18-coroa-6 1,5 mmol L™).

Nota-se, ainda na Figura 36, que em pH 4,3 houve a co-migragédo de alguns
jons como o Mg?*, Mn?*, Zn**, Cd** e Co?*. Além disso, os ions Cu** e Ni** ndo
foram detectados, possivelmente, por apresentarem mobilidades aparentes muito
baixas em pH 4,3. Em pH 5, os ions Cu?* e Ni?* foram detectados, mas co-migraram;
em pH 5,5, permaneceu a co-migracdo dos ions Cr’* e Pb®* e os ions Cu®** e Ni**
foram separados; em pH 5,8, o Cu®" volta a co-migrar, agora com o Co?".

Nesse contexto, o pH 6,0 foi escolhido pois além de ndo apresentar co-
migracdes de analitos, exceto para o K'/TI" (problema resolvido na presenca de
acido citrico 1 mmol L'1), nao gerou instabilidade na linha basal do eletrdlito, e
permitindo uma boa sensibilidade ao sinais dos analitos (Figura 37). Nos pHs
inferiores a 6, a instabilidade da linha basal foi mais pronunciada, e em casos como

no pH 4,3 e no pH 5, chegando a deformar o eletroferograma.
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Figura 37: Variagéo da intensidade dos sinais dos analitos em fungao do pH (n = 3) do eletrdlito de
trabalho, a 25°C (MES/His 30 mmol L™ e éter 18-coroa-6 1,5 mmol L™).

4.1.2 Otimizagao dos parametros operacionais

Partindo-se da composigcdo do eletrdlito ja determinada, definiu-se entdo o
potencial aplicado para as separagdes eletroforéticas (de -8 a -20 kV), seguido da
variagdo do capilar (diametro interno versus comprimento total: 50 ym x 68 cm; 75
Mm x 68 cm; 75 ym x 75 cm; 75 ym x 80 cm).

Sabendo-se que mobilidade eletroforética (uer = Wi = VW/E) dos ions é afetada
pela mudanga do campo elétrico aplicado assim como a mobilidade eletrosmética
(Meo = Veo/E), @ mobilidade aparente dos ions (Uap = Hef + Meo) pOde ser manipulada,
otimizando-se o potencial de separagao aplicado, visando um ganho de resolugao

na separagao dos ions inorganicos estudados.
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Variou-se o potencial aplicado de -8 kV a -20 kV. Como é de se esperar, o
aumento do potencial leva a uma redugédo dos tempos de migragéo dos ions, pois
aumenta suas velocidades de migracao (Figura 38).

—a— NH4
35 —o—TI
—A— K
—v— Ca
30 - — <4 Na
—»— Mg
—— Mn
—o—Cr
—e—Pb
20 |- —*—Cd
——Zn
Cu
—e— Co
—A— Nj

25 -

T_ (min)

10 -

Potencial aplicado (-kV)

Figura 38: Variagcao dos T,, dos analitos em fungéo da variagao do potencial de separagéo aplicado
(n=23).

Alteracdes significativas nas intensidades dos sinais dos analitos ndo foram
observadas. Embora se pode separar todos os analitos aplicando-se -20 kV, sem
ocorrer co-migragdes, optou-se por permanecer utilizando do potencial de separagao
de -10 kV.

Avaliou-se também o capilar em fungédo do seu didmetro interno (D.l.) (um) e
do seu comprimento total (cm). Diametros internos menores, como 50 pm,
costumam fornecer melhor resolucdo ao sistema, pois a dissipacao do calor,
teoricamente, é mais rapida e eficaz. Testou-se o capilar de 50 um (D.l.) por 68 cm
de comprimento total. Comparado com o capilar utilizado neste trabalho até entdo de

75 um (D.l.) por 68 cm de comprimento total, o capilar de 50 ym (D.l.) n&o forneceu
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melhor resolugéo, contrariamente, gerou sinais menores para os analitos em relacéo
ao capilar de 75 ym (D.l.) (Figura 38) e T, maiores. Testou-se, também, capilares de
75 pym (D.l.) por 75 cm e de 75 ym (D.l.) por 80 cm de comprimento total. Estes
também forneceram sinais menores para a maioria dos analitos em relagdo ao

capilar de 68 cm (Figura 39) e T, também maiores.
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D.l. (um) x Comprimento total (cm)

Figura 39: Variacido da intensidade dos sinais dos analitos em fungéo da variagao do capilar (n = 3).

A Tabela 4 mostra resumidamente as condicbes experimentais otimizadas

para a determinagao dos cations inorganicos por CZE-C*D.
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Tabela 4 — Condigbes experimentais otimizadas para determinagao dos 14 analitos inorganicos.

Parametros Condigoes Otimizadas
MES/His 30 mmol L™
Eletrdlito de trabalho Eter 18-coroa-6 1,5 mmol L™
(Acido Citrico 1 mmol L™
pH do eletrdlito 6
Potencial de separagéao -10 kV
Capilar de silica fundida 75 um x 68 cm
Injecdo da amostra (anddica) Hidrodinamica (gravidade)
Altura versus Tempo de Injecéo 20cm x 60 s
Amplitude do sinal na detecgéo 2 Vpp
Frequéncia de operagao do detector 600 kHz
Temperatura de trabalho 25+ 1°C

A polaridade da fonte de alta tensao utilizada foi a ideal para deteccao de
cations, portanto, com injecdo anddica (pdlo positivo) e detecgdo catddica (pdlo
negativo). O detector C*D sempre operando com frequéncia de 600 kHz e variando a
amplitude em 2 V,,;, (pico a pico). A temperatura utilizada foi de 25 +1°C durante todo
o trabalho. A introdugdo da amostra foi feita por diferengca de pressao, ou seja,
injecéo hidrodindmica por gravidade, onde se eleva a extremidade anddica a 20 cm
por 60 s, possibilitando a entrada de um volume de amostra (na ordem de nanolitros)

para o interior do capilar.

4.1.3 Otimizagao das estratégias de pré-concentragao da amostra

Neste trabalho, dois modos de pré-concentracado on-line (sample stacking)
dos analitos foram testados: stacking mediado por forga ibnica e o stacking em

campo amplificado.
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No stacking mediado por forga ibnica, um grande volume de amostra,
preparada em solvente menos condutor (dgua) que o eletrélito foi introduzido
hidrostaticamente no capilar (JUN et al., 2007; MORAES et al., 2009). Ap6s a
injecdo da amostra (hidrodindmica 20 cm x 60 s), testes variando a aplicagéo do
potencial de -2 a -20 kV, por intervalos de tempo de 15 a 60 s foram realizados.
Primeiramente, os testes foram realizados na presenca de dois analitos apenas, Na*
e Cd?*. Os melhores resultados encontrados para os dois analitos foram aplicados
entdo para todos os ions estudados. Os maiores ganhos de sensibilidade foram na

aplicacao de -20 kV pelo periodo de 15 s, como se pode ver na Tabela 5.
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Ja no stacking em campo amplificado, a amostra também foi preparada em
um solvente menos condutor (agua) que o eletrdlito e foi injetada eletrocineticamente
no capilar, aplicando-se um potencial negativo, na extremidade da detec¢do no caso
de cations. Antes da introdugdo da amostra, uma banda (plug) de agua foi
introduzida hidrodinamicamente (20 cm x 30s) no capilar para garantir as condi¢coes
de stacking em campo elétrico elevado (QUIRINO & TERABE, 2000; MORAES et al.,
2009). Testes variando a injecdo eletrocinética da amostra, com aplicagédo do
potencial de -2 a -20 kV, por intervalos de tempo de 15 a 60 s foram realizados. Da
mesma forma, primeiramente, os testes foram realizados na presenca de dois
analitos apenas, Na* e Cd?*. Os melhores resultados encontrados para estes foram
aplicados entao para todos os ions estudados. Os ganhos de sensibilidade, ou seja,
no aumento da area dos picos dos analitos, neste caso, foram inferiores para a

maioria dos ions em relagdo ao modo de forga ibnica (Tabela 5).

Observando-se os resultados demonstrados na Tabela 5 (salientados em
negrito), nota-se que a melhor condigdo de pré-concentragdo para a maioria dos
cations foi obtida com o stacking mediado por forga iGnica, aplicando-se -20 kV por
15 segundos, onde pode obter-se aumentos de area mais significativos para a

maioria dos analitos estudados.

Embora os ganhos de sensibilidade utilizando técnicas de pré-concentragéo,
para este trabalho, ndo tenham sido da grandeza esperada, estas técnicas séo de
grande valia para a eletroforese capilar. E possivel aumentar a sensibilidade de um
método na ordem de 10 — 100 utilizando a estratégia de stacking mediado por forga
ibnica, e na ordem de 100 — 1000 utilizando a estratégia de stacking em campo
amplificado. Além disso, sédo técnicas simples, feitas on-line, ou seja, no momento da
injecdo da amostra no capilar, e podem ser aplicadas tanto na determinagéo de
cations, quanto na determinacdo de anions, em geral. Obviamente a escolha da
estratégia vai depender do tipo de analito e do aumento de sensibilidade necessario
para a execucgao da analise (JUN et al., 2007; SIMPSON Jr. et al., 2008; MORAES et
al., 2009; LOPES et al., 2010).
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4.2 Avaliagao do método analitico

Concluida a etapa de otimizacdo das condi¢gdes experimentais para a
separagao eletroforética dos 14 cations inorganicos, passou-se para a avaliagao do
método que tem por objetivo mostrar a qualidade das medigdes quimicas, verificar e
garantir as caracteristicas de desempenho do método desenvolvido e demonstrar
que o método é cientificamente coerente, sob as condi¢gdes nas quais ele deve ser

aplicado.

Neste trabalho os parametros avaliados, ou as figuras de mérito, do método
eletroforético proposto, para a determinagcdo dos analitos em questao foram: limite
de deteccao (LD), limite de quantificagdo (LQ), faixa linear de trabalho e
repetitividade, seguindo como parametros as guias do INMETRO (Instituto Nacional

de Metrologia, Normalizagao e Qualidade Industrial).

A Tabela 6 a seguir, mostra os limites de detecgdo e de quantificacdo dos

analitos em condi¢gdes normais (sem pré-concentragdo) e com pré-concentragao.
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Nota-se, na Tabela 6, que em condigbes normais (sem pré-concentragéo) os
limites de detecgao e de quantificacao para todos os analitos foram na ordem de
umol L™ (10 mol L™"). O menor LQ foi de 3,09 umol L™ para o ion Mn?** e o maior, de
20,67 pmol L™ para o ion Na’. A pré-concentragéo nao forneceu valores de LQ na
grandeza esperada. Esperavam-se valores menores para os LQ dos analitos.
Apenas o LQ do ion NH4*, pode-se dizer que diminuiu significativamente, de 5,18

para 3,687 pmol L™

llustrado na Tabela 7, esta o tempo de migragcdo médio (n = 5) para os ions
analisados, o desvio padrao absoluto (S) para os T, e o desvio padrao relativo

(RSD) (%), também conhecido como coeficiente de variagao (CV).
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Destaca-se que o método analitico desenvolvido apresentou boa linearidade,
com amplas faixas lineares de trabalho, como por exemplo, de 5,18 — 2.217,06 umol
L™ para o NH4", de 19,00 — 1.538,46 umol L' para o Cr**, de 20,67 — 1.304,35 umol
L™ para o Na* e de 3,17 — 1.234,57 ymol L™ para o Mg?*. Além disso, os coeficientes
de determinacéao (RZ) das equacbes das retas para todos os analitos foi superior a
0,990, indicando portanto que as curvas obtidas apresentaram boa qualidade. Os
coeficientes de variagao calculados para os tempos de migracdo dos analitos

apresentaram valores entre 0,5 — 2,5 %.

Comparada com outras técnicas de determinacdo e separacdo de ions
inorganicos, a eletroforese capilar (CE) destaca-se pelos tempos de analise
relativamente reduzidos em relagdo a cromatografia ibnica (IC, Ilon
Chromatography). Trabalhos publicados demonstram, por exemplo, a separagao de
apenas 6 cations inorganicos (Li*, NH4*, K*, Ca®*, Na* e Mg®") por IC com tempo de
analise de 25 minutos (THOMAS et al., 2002). Outros trabalhos demonstram a
separacdo de 12 cations inorganicos (entre eles NH,", K*, Ca®*, Na*, Mg**, Zn**,
Cu?*, Co?*, Ni**) por IC com tempo de andlise de 35 minutos. Ainda nesta
publicacdo, a faixa linear de trabalho foi reduzida para o NH;", em relacdo ao
método proposto neste trabalho. Também para os analitos NH4*, K*, Zn**, Mg*",
Ca?* e Ni** os limites de quantificacdo foram relativamente maiores (ZENG et al.,
2006). Algumas metodologias para a analise de cations inorganicos por IC podem
até apresentar limites de quantificagdo menores, mas o numero de analitos
analisados é limitado geralmente entre 4 a 8 (HODGE et al. 2000; THOMAS et al.,
2002; SHAW & HADDAD, 2004; BLAZEWICZ et al., 2010).

Em relagdo a técnica de espectrometria de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP-OES, Inductively Coupled Plasma Optical Emission
Spectrometry) a principal vantagem da CE sao as amplas faixas lineares de trabalho
e 0 maior numero de analitos que podem ser analisados simultaneamente. A
espectrometria de absorgdo atdbmica (AAS, Atomic Absorption Spectrometry), além
das reduzidas faixas lineares de trabalho, apresenta um consumo de solugées maior
em relagdo a CE. Também, por AAS nao é possivel realizar analises simultaneas de
cations (GOMEZ et al., 2007; SAHAN et al., 2007; CHANG et al., 2008; FEIST et al.,
2008; S.-JAVIED et al., 2009).
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4.3 Aplicagao analitica

O estudo aplicado do método desenvolvido envolveu a analise dos ions
inorgénicos em amostras reais e de matrizes distintas, como formulagbes
fitoterapicas e formulagcdes de fertilizantes minerais, na presenca eletrdlito de
trabalho MES/His 30 mmol L™ e éter 18-coroa-6 1,5 mmol L™, em pH 6. Seguido da
etapa sequencial na presenca de acido citrico 1 mmol L™, para a analise de TI" mais
especificamente. Os parametros operacionais foram exatamente iguais as condigées
otimizadas e desenvolvidas para a separacao eletroforética dos 14 analitos, como ja

descrito na Tabela 4.

Como ja citado (item 3.3.1), todas as amostras foram submetidas a digestao
acida (HNOs/H,0;) e a extracdo (MeOH:H,0O). O objetivo da digestdo acida das
amostras € prepara-las e adapta-las para a analise, modificando o estado fisico das
amostras de solido, em geral, para liquido. Com a digestdo acida as amostras
passam a estar sob a forma mineralizada, ou seja, toda a matéria organica e mineral
da composicdo da amostra é destruida. Sendo assim o que se determinada apés a
digestao acida é a concentragéo total de elementos, como cations metalicos, nas

amostras.

Ja o objetivo da extragdo com solventes € permitir a transferéncia de solutos,
presentes na composi¢ao das amostras, para os solventes. O que ocorre entdo € a
solubilizagao dos elementos, como cations metalicos, das amostras para a solugao
de MeOH:H;0, empregada para a extragdo. Sendo assim, o que se determina é a
concentracédo de elementos ndo ligados quimicamente nas composi¢cdes das
amostras, ou seja, cations sob a forma livre e, portanto, biodisponiveis. Como a
extracdo ndo permite a mineralizacdo das amostras, as concentragdes dos
elementos analisados e quantificados apds a extragdo tendem a ser menores em

relacado as concentragdes encontradas para a digestao acida.
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4.3.1 Amostras de plantas medicinais

As amostras das plantas analisadas, a Persea americana e a Cyperus
rotundus, foram analisadas sob as duas formas de preparo, apos a digestao acida e
a extragcdo. A Tabela 8 a seguir, demonstra os cations encontrados nas amostras

das plantas e suas respectivas concentragdes (mg/kg), nas duas formas de preparo.

Tabela 8 — Concentragdes dos cations encontrados nas amostras de plantas, por digestdo acida e
por extragdo. *N.D. Analito ndo detectado.

Planta Cyperus rotundus (mg kg')  Planta Persea americana (mg kg™)

Digestéao Extracao Digestéao Extragao
NH4 1.670 N.D. NH,4 3.880 N.D.*
K 24.860 8.630 K 2.620 1.680
Ca 4.000 490 Ca 5.360 60
Na 3.040 808 Na 4.900 1.850
Mg 2.690 1.404 Mg 4.000 20

Foram encontrados nas plantas medicinais analisadas apenas nutrientes.
Nota-se que por digestao acida as concentragdes dos analitos estdo mais elevadas.
Isto esta de acordo uma vez que por digestdo acida a amostra toda passa a estar
sob forma mineralizada. Os resultados obtidos da extragdo indicam a presenca
destes nutrientes (K, Ca, Na e Mg) na forma livre, ou seja, ndo quimicamente ligada
a estrutura vegetal das plantas, indicando a biodisponibilidade desses elementos

nessas plantas.

A Cyperus rotundus apresentou uma concentragao relativamente alta do
elemento potassio de 24.860 mg kg”'. J& a Persea americana apresentou uma
concentragdo majoritaria para o elemento calcio de 5.360 mg kg™”'. A maior razdo
obtida entre a digestdo e a extragao para a Cyperus rotundus foi em relagdo a
concentragdo do ion Ca?*, apresentando a razdo (digestdo/extracdo) de 8,16. Ja a
maior razdo (digestao/extracdo) obtida para a Persea americana foi para o ion Mg**,
razao de 200. Isso indica que o elemento de maior concentragao total presente na

amostra, nao é necessariamente o elemento de maior biodisponibilidade. Como por
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exemplo, na Persea americana o calcio € o elemento de maior concentracio total,

mas o elemento com maior biodisponibilidade na planta é o sédio.

A Figura 40 a seguir, ilustra os eletroferogramas das plantas medicinais

analisadas apos a digestao acida.

Sinal {v)

0 L L L 4,0 . ! .
T, (min) T, (min)

Figura 40: Eletroferograma dos nutrientes presentes nas amostras de Persea americana (A) e
Cyperus rotundus (B), apds digestao acida.

Em seguida, as amostras da digestdo acida foram contaminadas com os
analitos estudados, nas concentracées de 4 mg L' para Cr, Pb, Cd, Zn, Cu, Co e Ni,
de 1 mg L para NH4, K, Ca, Na, Mg e Mn e analisadas posteriormente. Seguida da
contaminagéo de 6 mg L™ de TI, analisada na presenca de acido citrico 1 mmol L™
A Figura 41 mostra os eletroferogramas da amostra de Persea americana

contaminada com os analitos estudados.
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Figura 41: Amostra de Persea americana contaminada com Cr, Pb, Cd, Zn, Cu, Co e Niem 4 mg L'1,
NH., K, Ca, Na, Mg e Mnem 1 mg L (A), e com Tlem 6 mg L™ (B).

Como se pode observar, a determinacdo tanto de nutrientes como de
elementos téxicos nas plantas medicinais é possivel pelo método eletroforético

proposto.

4.3.2 Amostra de fitoterapico

A amostra do fitoterapico foi preparada também por digestdo acida e por
extracdo, e analisada posteriormente sob estas duas formas. A Tabela 9 a seguir,
demonstra os cations encontrados no fitoterapico analisado e suas respectivas

concentragdes (mg/kg), nas duas formas de preparo.

Tabela 9 — Concentragdes dos cations encontrados na amostra do fitoterapico Pholia magra, por
digestao acida e por extragdo. *N.D. Analito ndo detectado.

Fitoterapico (mg kg™)

Digestéao Extracao
K 10.600 3.290
Ca 3.250 216
Na 3.010 825
Mg 3.120 993

Mn 1.643 N.D.*
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Como visto na Tabela 9, foram encontrados no fitoterapico analisado
nutrientes como K, Ca, Na, Mg e Mn. Nota-se também que por digestao acida as
concentragdes dos analitos estdo mais elevadas, pois toda amostra foi mineralizada.
Os resultados obtidos da extracdo indicam a presencga de nutrientes como K, Ca, Na
e Mg na forma livre, ou seja, estdo biodisponiveis na formulagao, portanto, sob forma
ndo ligada a estrutura vegetal da planta do fitoterapico, e o elemento Mn n&o foi

detectado nesta forma.

A Pholia magra apresentou uma concentragao relativamente alta do elemento
potassio de 10.600 mg kg'1. A maior razdo obtida entre a digestéo e a extragao para
o fitoterapico foi em relagdo a concentragdo do ion Ca?, apresentando a razio
(digestao/extracao) de 15,05. As demais razbes foram na ordem de 3. Para o
fitoterapico o elemento de maior concentracéo total presente na amostra, o ion K, é

também o elemento de maior biodisponibilidade.

A Figura 42 a sequir, ilustra o eletroferograma do fitoterapico analisado apos a

digestao acida.
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Figura 42: Eletroferograma dos nutrientes presentes na amostra do fitoterapico Pholia magra, apds
digestao acida.

Em seguida, a amostra da digestdo acida foi contaminada com os analitos

estudados, nas concentragdes de 4 mg L™ para Cr, Pb, Cd, Zn, Cu, Co e Ni, de 1 mg
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L para NH4, K, Ca, Na, Mg e Mn e analisada posteriormente. Seguida da

contaminagdo de 6 mg L™ de TI. A Figura 43 mostra os eletroferogramas da amostra
de Pholia magra contaminada com os analitos estudados.
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Figura 43: Amostra de Pholia magra contaminada com Cr, Pb, Cd, Zn, Cu, Co e Niem 4 mg L'1, NH,,
K, Ca, Na, Mg e Mnem 1 mg L™ (A), e com Tlem 6 mg L™ (B).

4.3.3 Amostras de fertilizante sdlido e liquido

As amostras dos fertilizantes foram analisadas também posteriormente sob as
duas formas de preparo, digestao acida e extragao. A Tabela 10 a seguir, demonstra
os cations encontrados nos fertilizantes analisados e suas respectivas

concentracdes (mg kg™'), nas duas formas de preparo.
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Tabela 10 — Concentragbes dos cations encontrados nas amostras dos fertilizantes sélido e liquido,
por digestdo acida e por extragdo. *N.D. Analito ndo detectado.

Fertilizante sélido (mg kg™) Fertilizante liquido (mg kg™)
Digestao Extracao Digestéao Extracao
NH,4 75.790 29.810 NH, 267 N.D.*
K 17.070 715 K 20.740 9.300
Ca 7.070 200 Ca 982 260
Na 4.540 686 Na 4.880 1.075
Mg 10.070 350 Mn 14.850 6.880

Como pode-se observar na Tabela 10, foram encontrados no fertilizante
sélido analisado nutrientes como K, Ca, Na, Mg, ja no fertilizante liquido, além dos
nutrientes K, Ca e Na, encontrou-se o Mn. Nota-se também que por digestdo acida
as concentracdes dos analitos estdo mais elevadas em relacdo a extracdo, pois
como ja citado toda amostra foi mineralizada. Os resultados obtidos da extragao
indicam a presenga destes nutrientes (K, Ca, Na, Mg e Mn) sob forma livre na

composi¢ao das formulacdes quimicas dos fertilizantes.

O fertilizante sélido apresentou uma concentragao relativamente alta do ion
amonio (NH4*) de 75.790 mg kg'. J& o fertilizante liquido apresentou uma
concentragdo majoritaria para o ion potassio (K*) de 20.740 mg kg™'. A maior razao
obtida entre a digestdo e a extragdo para o fertilizantes sélido foi em relagdo a
concentragdo do ion Ca?*, apresentando a razao (digestdo/extracio) de 35,35. Ja a
maior razéo (digestéo/extra¢éo) obtida para o fertilizante liquido foi para o ion Na’,

razao de 4,53.

Tanto para o fertilizante sélido quanto para o fertilizante liquido, os cations de
maior concentracdo total também foram os de maior biodisponibilidade nas

formulacdes, sendo eles o NH;" e o K7, respectivamente.

A Figura 44 a seguir, ilustra os eletroferogramas dos fertilizantes analisados

apos a digestao acida.
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Figura 44: Eletroferograma dos nutrientes presentes na amostra do fertilizante soélido
fertilizante liquido (B), apos digestéo acida.
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Em seguida, as amostras da digestdo acida foram contaminadas com os

analitos estudados, nas concentracdes de 4 mg L' para Cr, Pb, Cd, Zn, Cu, Co e Ni,

de 1 mg L para NH4, K, Ca, Na, Mg e Mn e analisadas posteriormente. Seguida da

contaminacgao de 6 mg L de TI. A Figura 45 mostra os eletroferogramas da amostra

de fertilizante liquido contaminada com os analitos estudados (exceto o Tl) e da

amostra de fertilizante sélido contaminada com TI.



97

2,0

Sinal {
Sinal (V)

Figura 45: Amostra de fertilizante liquido contaminada com Cr, Pb, Cd, Zn, Cu, Co e Ni em 4 mg L'1,
NH,, t( Ca, Na, Mg e Mn em 1 mg L’ (A), e amostra de fertilizante solido contaminada com Tl em 6
mg L~ (B).

Compete ao MAPA, a regulamentagao da legislagao referente aos limites
minimos exigidos de micro ou macronutrientes presentes na composi¢cao dos
fertilizantes em geral, também os limites maximos permitidos de metais toxicos e/ou

contaminantes nessas formulagdes minerais.

Como nao foram detectadas presencas de contaminantes nas formulacdes
minerais em ambos fertilizantes analisados, pode-se fazer uma aproximacao dos
limites quantificaveis que poderiam ser detectados nas amostras, utilizando a
metodologia desenvolvida e proposta neste trabalho. Supondo que o preparo da
amostra partisse de uma amostragem de 5g de fertilizante, num volume final de
diluigdo igual a 50 mL, e que depois de analisada fornecesse concentragbes dos
analitos iguais aos limites de quantificagdo encontrados neste método, pode-se
calcular as quantidades de cada analito que estariam presentes nas formulagdes do
fertilizante solido e liquido, em mg kg, e estimar os LQ dos analitos para as

amostras.

A Tabela 11 traz os limites de quantificacdo (mg kg™') para as amostras de
fertilizante sdlido e liquido, juntamente com os valores minimos exigidos para os
nutrientes e os valores maximos permitidos para os contaminantes nas formulacdes

de fertilizantes solido e liquido, segundo o MAPA.
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Tabela 11 — Limites de quantificagdo para as amostras de fertilizante sélido e liquido, comparados a

Legislacao do MAPA.

Minimo (mg kg™)

Macronutrientes LQ (mg kg™) (liquido)
Ca 4,00 100.000
Mg 0,80 80.000
N 0,70 100.000
K 1,80 83.015
Na 4,80
Micronutrientes LQ (mg kg™) ('\sngl‘iior::)g;(?qguikdgcj"))
Mn 1,70 5007 100.000°
Zn 4,50 1.000% 100.000°
Co 8,20 50?; 60.000°
Cu 11,90 500%; 80.000°
Contaminantes LQ (mg kg™ Méxi?;gl(igl?) kg™)
cd 21,50 20,00
Cr 9,90 200,00
Pb 20,10 100,00
Tl 14,80 -
Ni 6,30 -

Tendo como base a legislagdo vigente (MAPA), o método proposto neste

trabalho pode ser aplicado tanto para a determinacdo de micronutrientes quanto de

macronutrientes para as formulagdes minerais de fertilizantes liquidos, uma vez que

os limites quantificaveis destes nutrientes nas amostras estdo em concentracdes

inferiores aos valores minimos exigidos pelo MAPA.

Ao mesmo tempo, a metodologia desenvolvida para a analise dos 14 cations

inorganicos pode ser aplicada tanto para a determinagao de micronutrientes quanto

de contaminantes (metais toxicos) para as formulagbes minerais de fertilizantes

sélidos, ao passo que os limites quantificaveis destes nutrientes e contaminantes

nas amostras também estdo em concentracdes inferiores aos valores mininos
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exigidos, para os nutrientes, e inferiores aos maximos permitidos, para os
contaminantes, segundo o MAPA. Exceto para o contaminante Cd que apresentou
LQ de 21,50 mg kg'1 nas amostras, e o limite maximo permitido nos fertilizantes

solidos & de 20,00 mg kg™".
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5 CONCLUSAO

Como proposto, a separacdo eletroforética de 14 analitos (aménio (NH4"),
potassio (K*), calcio (Ca®"), sédio (Na*), magnésio (Mg?*), manganés (Mn*"), talio
(TI"), cromo (Cr¥*), chumbo (Pb?*), cadmio (Cd**), zinco (Zn**), cobre (Cu®*), cobalto
(Co**) e niquel (Ni**)) utilizando a eletroforese capilar de zona (CZE, capillary zone
eletrophoresis) com detecgao condutométrica sem contato capacitivamente acoplada
(C*D, capacitively coupled contactless conductivity detection) foi possivel com a
utilizagdo do eletrdlito de trabalho MES/His 30 mmol L™ na presenca de éter 18-
coroa-6 1,5 mmol L', em pH 6. Seguida de uma determinagdo sequencial, na
presenca de acido citrico 1 mmol L™, necessaria para a analise de talio e potassio de
forma seletiva. A separagdo destes 14 cations simultaneamente bem como a

separacdo de K* e TI" ainda ndo foram descritas na literatura.

A metodologia desenvolvida para os 14 analitos mostrou-se adequada para a
determinagao dos cations inorganicos estudados apresentando boa linearidade, com
amplas faixas lineares de trabalho de 5,18 a 2.217,06 ymol L' e de 19,00 a 1.538,46
umol L™ para os ions NH4* e Cr**, respectivamente; apresentando também limites de
detecgdo (LD) e de quantificacdo (LQ) na ordem de pmol L™ para todos os analitos.
Além disso, os coeficientes de determinacéo (R?) das equagdes das retas para todos
os analitos foi superior a 0,990, indicando a obtencdo de curvas analiticas
confiaveis. Os coeficientes de variagcado calculados para os tempos de migragao dos

analitos apresentaram valores entre 0,5 — 2,5 %.

Embora os ganhos de sensibilidade utilizando técnicas de pré-concentragéao
on-line, para este trabalho, ndo tenham sido da grandeza esperada, estas técnicas
sdo de grande valia para a eletroforese capilar. Sugere-se o desenvolvimento de
mais estudos e aplicagdes, adequando a escolha da estratégia aos tipos de analitos
a serem determinados e ao aumento de sensibilidade necessario para a execugao

das analises.

A metodologia desenvolvida por CZE-C*D além de gerar resultados praticos e

confiaveis, permite o screening de amostras em relacdo a presenga de cations



101

inorganicos. Ainda pode ser aplicada para a determinagéo e a quantificagao tanto de
micronutrientes quanto de contaminantes (ou metais pesados) nas formulagdes
minerais (fertilizantes sodlidos e liquidos) e nas formulagbes fitoquimicas (plantas

medicinais e fitoterapicos), seguindo a legislacao vigente (MAPA e ANVISA).

Sendo assim, o método proposto destaca-se quando comparado a outras
técnicas de determinagdo e separagdo de ions inorganicos, ao passo que gerou
tempos de analise relativamente reduzidos, baixo consumo de solugbes, boa
resolucido e sensibilidade para os analitos estudados, e permitindo ainda a

determinagéo simultdnea de um grande numero de analitos.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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