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Objetivos e técnicas utilizadas

2.1
Objetivos

Por ser um fendmeno seletivo, a fosforescéncia € muito atrativa do ponto
de vista espectroanalitico. Esta seletividade pode ser em muito amplificada por
meio de um cuidadoso ajuste de condigdes experimentais, e uso de recursos
instrumentais disponiveis nos equipamentos mais modernos.

Sendo assim, dando continuidade a pesquisa desenvolvida no Mestrado,
esse trabalho de Doutorado tem como um dos objetivos estudar a aplicagédo da
técnica Fosforimetria em Temperatura Ambiente e Superficie Sélida (SSRTP)
fazendo uso de ferramentas que possibilitem a determinagdo seletiva de
derivados da B-carbolina (harmane, harmine, harmol, harmaline, harmalol e
norharmane) sem a separagao prévia dos mesmos. Devido a sua importancia
toxicoldgica e potenciais aplicagbes clinicas, foi desenvolvido um método
analitico baseado em SSRTP para a determinagdo de harmane em urina e em
formulagdes farmacéuticas simuladas. Este método foi validado usando a técnica
de eletroforese eletrocinética capilar micelar (MEKC). Nesse caso, uma
adaptagao do método desenvolvido por Cheng®® foi feita, trazendo vantagens do
ponto de vista operacional na determinacao das [(3-carbolinas por MEKC.

Conforme observado no item 1.1.1, muitos métodos cromatograficos
(HPLC) com deteccgéo por fluorescéncia e preparagcdo complexa de amostras
foram publicados para a quantificacdo de CPT e seus derivados em plasma,
urina, bile e fezes.

CPT e seus derivados (CPT11 e TPT) tém uma intensa fluorescéncia

natural”®

, por isso a quantificacdo destas substancias por métodos fluorimétricos
€ uma opgao O6bvia. Como as fluorescéncias destas trés substincias sao
espectralmente similares, uma separagéo prévia destes componentes, em geral
usando cromatografia liquida, € necessaria para permitir a deteccao

seletiva’" 8"

, por exemplo, quando desejamos garantir a pureza de formulagdes
anticancerigenas. Sendo assim, neste trabalho, um método espectrofluorimétrico

simples e seletivo foi desenvolvido para detectar e quantificar a presenca da
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camptotecina como um contaminante ou como uma opg¢ao usada no lugar de
ingredientes ativos mais caros. O método proposto é uma alternativa para
aqueles baseados em HPLC, permitindo uma deteccdo mais rapida e barata de
CPT em formulacgbes farmacéuticas contendo irinotecana e topotecana.

Vale ressaltar que varios trabalhos tém sido reportados usando a
determinagcao destas substancias por HPLC com deteccdo fluorimétrica e por
eletroquimica, no entanto, o uso da fluorimetria tem grandes vantagens com
relagdo ao custo, ao tempo de analise e a simplicidade do método.

Ainda utilizando a camptotecina e derivados, também foi desenvolvido um
meétodo por eletroforese eletrocinética capilar micelar (MEKC), no qual as trés
substancias foram detectadas e quantificadas em saliva. A validagao foi feita
utilizando um método por HPLC, que por sua vez foi adaptado no LEEA de modo
a simplificar as condigdes experimentais para a separagao cromatografica.

A crescente necessidade de uma medi¢ao exata para os quimicos requer o
conhecimento de todo o potencial dos métodos analiticos utilizados para a
quantificacdo de espécies quimicas. A fim de garantir que a verdadeira
informagao seja obtida a partir de uma medicdo quimica, a estimativa de sua
incerteza é crucial para permitir que os resultados sejam reais. Um resultado
medido ndo pode ser caracterizado por um valor Unico uma vez que todo o
processo € dominado pelas fontes de incerteza que devem ser identificadas,
quantificadas e, se possivel, minimizadas®. Na verdade, é do analista a tarefa
de realizar esse calculo e determinar se essa incerteza é toleravel para uma
determinada situacdo. Normalmente, as medi¢cdes quimicas em si tém muitas
fontes de incerteza associadas, por exemplo, imperfeicbes com os aparelhos de
medida; imperfeicdes nos aparatos utilizados para a preparacdo de amostras;
tendéncias associadas ao analista nos processos de amostragem, de
preparagdo de amostras e das solugdes padrdo e de medigdo; utilizagcdo de
valores inexatos para as constantes; aproximacao de valores; etc.? A incerteza
€ caracterizada por um valor de variancia de uma distribuicdo de probabilidade
que é obtida a partir da analise estatistica das observacdes experimentais ou por
informagoes baseadas na experiéncia e no conhecimento geral dos processos e
técnicas que estdo sendo empregadas. Neste Ultimo caso, em vez de
estatisticas em geral associadas a uma série de observagdes, a fonte de
informacao vem da experiéncia ou do conhecimento geral das propriedades e
comportamentos, tanto do material testado quanto dos instrumentos. Além disso,

as especificagdes dos materiais comprados, os dados fornecidos pela calibracao
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e de certificados e/ou incertezas atribuidas aos dados de referéncia contidos em
manuais ou publicacdes sdo comumente utilizados.®'

Os métodos analiticos baseados na fotoluminescéncia s&o propensos a
varias fontes de variagdes que influenciam a magnitude da medida da
luminescéncia. Por exemplo, as variagdes na intensidade da fonte de radiacao
irdo afetar direta e proporcionalmente a luminescéncia do analito. Outros fatores
relacionados com o procedimento analitico também serao fontes de variagao de
sinal. O objetivo desta parte do trabalho é identificar as principais fontes de
incerteza e calcular a magnitude da sua contribuigdo sobre a incerteza associada
a medicao do sinal de luminescéncia usando duas diferentes técnicas analiticas:
fluorimetria em solugcdo e SSRTP. No caso, o criseno foi escolhido como analito
modelo por causa de sua estabilidade em fungéo do pH da solugao de trabalho e
por possuir propriedades fluorescentes e fosforescentes bem definidas. Os
valores de incerteza, calculados para apenas uma massa ou concentragao
especifica, e as fontes sdo comparadas e sugestdes sobre como melhorar os
resultados analiticos sao feitas levando em consideragdo as caracteristicas de

cada uma destas técnicas analiticas.

2.2

Informagdes gerais sobre as técnicas utilizadas

221

Fluorimetria e Fosforimetria

O fendbmeno luminescente é definido como a radiagdo emitida por espécies
quimicas (luminéforos) quando elas sofrem uma transicédo radiativa de um nivel
de energia excitado para outro nivel de menor energia, o que é decorrente da
interacdo entre a matéria com a radiacéo eletromagnética na regido do visivel e
do ultravioleta (UV). A luminescéncia estimulada pela absorgdo de radiacédo é
denominada fotoluminescéncia, a qual se divide em fluorescéncia e em
fosforescéncia®.

Quando uma molécula absorve um féton, ela é promovida para um estado
de maior energia (estado excitado). Nessa transicao eletrbnica, elétrons de
valéncia sdo promovidos para outro orbital, com um aumento concomitante na
energia da molécula®. A natureza dos orbitais envolvidos em uma transicdo

eletrbnica é um fator importante na determinacdo das caracteristicas
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luminescentes da molécula. As moléculas organicas que s&o fortemente
luminescentes possuem varios elétrons © em sistemas deslocalizados, caso
principalmente das moléculas aromaticas. Na auséncia de heteroatomos na
estrutura do lumindforo, as transicdes eletrbnicas geralmente envolvem a
promocg¢ao de um elétron de um orbital ligante = para um orbital antiligante =*.
Este processo é conhecido como transi¢ao n - n* e o0 estado eletrénico resultante
€ chamado de estado excitado nn*. No caso da presencga de heteroatomos (N, O
ou S) no sistema conjugado de elétrons, um estado eletrénico pode resultar da
promog¢ao de um elétron de um orbital ligante n para um orbital antiligante =*;
este estado eletrénico é chamado de estado excitado nr* 8%

Se o elétron promovido mantém seu sentido relativo de spin original tem-se
um estado excitado singleto. Por outro lado, se houver inversdo do sentido do
spin do elétron promovido, tem-se um estado excitado tripleto. A Figura 7 mostra
um esquema eletrénico para o estado fundamental e para as duas configuragdes

citadas para os estados excitados®*.

g
Orbitais $
moleculares < % % %
Singleto singleto tripleto
g )
~N"
Estado Estados excitados
fundamental

Figura 7: Diagrama esquematico de um arranjo de spins nos orbitais moleculares

para os estados fundamental, e singleto e tripleto excitados

O estado fundamental é singleto e denominado S,. Ja os estados
excitados singleto e tripleto de menor energia sdo chamados de S; e Ty,
respectivamente, sendo que, normalmente, o estado T, possui menor energia
que 81.82,84

Em geral, simultaneamente a uma transicdo eletrénica, ocorrem também

mudangas nos estados vibracionais e rotacionais da molécula. Assim, ao se
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considerar que uma populacdo de moléculas esteja envolvida no processo,
bandas espectrais sdo relativamente largas (AL na ordem de 100 nm), pois
varios niveis rotacionais e vibracionais diferentes estdo disponiveis em energias
ligeiramente diferentes 828384

O diagrama de Jablonski (Figura 8) pode ser usado para compreender o
que ocorre com uma populagdo de moléculas apds a absorgdo de energia
radiatiava e as consequéncias diretas desses processos. Considere que a
populagdo de moléculas seja promovida pela excitacdo com radiagdo de
comprimento de onda caracteristico, sendo entdo distribuida pelos niveis
rotacionais e vibracionais de um estado eletrbnico excitado singleto qualquer
(Sn). O primeiro processo que se observa € o relaxamento vibracional (RV), que
leva essa populagao para o nivel vibracional mais baixo de S4. O RV ocorre na
escala de tempo da ordem de 10" a 10" s. Essa transicdo, que ndo envolve
emissdo de radiacdo, pode também ocorrer pela transferéncia de energia
vibracional para outras moléculas (solvente, por exemplo) através de colisbes. O
efeito final € a conversao de parte da energia do féton absorvido em calor, que €
disseminado por todo o meio.?

A partir de S; podem acontecer varios eventos. A populagao pode transitar
para niveis vibracionais de Sy, que possuem energia mais elevada, semelhante
ao do nivel vibracional de menor energia de S;. Esse processo € chamado de
converséo interna (Cl) e € um processo nao-radiativo e ocorre em intervalos de
tempo similares ao do relaxamento vibracional. Em seguida, a populagdo pode
relaxar de volta aos niveis vibracionais de energia mais baixa de Sy por meio de
RV dissipando energia na forma de calor.®

Alternativamente, a populacao de molécula pode se transferir de S; para
um nivel vibracional excitado de T4 por meio de um evento conhecido como
cruzamento intersistemas (CIS), ou seja, um processo nao-radiativo que envolve
a troca de multiplicidade do estado excitado e que tem duragdo na ordem de
107 s (cerca de 75% dos elétrons excitados singletos migram para o estado
tripleto, que é mais estavel por possuir menor energia e consequentemente
maiores comprimentos de onda). A populagao entdo segue por RV para o nivel
vibracional de menor energia de T4. A partir deste nivel, a populagado pode sofrer
um segundo cruzamento intersistemas (CIS) para Sy, se desativando pelo RV de
volta para S,.** Embora a transicdo de estados excitados de diferentes
multiplicidades seja quantomecanicamente proibida, o CIS pode ocorrer em
casos onde existe acoplamento spin-orbital. Este tipo de fendbmeno, que consiste

no acoplamento entre 0s campos magnéticos gerados pelo movimento do spin e
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pelo movimento angular do orbital do elétron, promove a mistura
quantomecanica de estados excitados.®%

A partir de S4 ou de T4, a populagdo de moléculas pode desativar para Sg
emitindo fotons. A transicao radiativa entre estados de mesmo numero quantico
de spin, Sy 2 Sy, é chamada fluorescéncia; e a transicao radiativa entre estados
com numeros quanticos de spin diferentes, T4 2 Sy, € chamada fosforescéncia.
A fluorescéncia e a fosforescéncia podem terminar em qualquer um dos niveis
vibracionais de S,. As taxas relativas de conversdo interna, relaxamento
vibracional, cruzamento intersistemas, fluorescéncia e fosforescéncia dependem
da estrutura da molécula, do solvente, de presenca de espécies quimicas
concomitantes e de condigdes como a temperatura e a pressdo. Pode-se
observar na Figura 8, que a energia da fosforescéncia € menor do que a energia
da fluorescéncia, de forma que as bandas fosforescentes aparecem em
comprimentos de onda maiores do que as bandas fluorescentes.®

A fluorescéncia e principalmente a fosforescéncia ndo sado fendmenos
ordinariamente comuns, pois sofrem forte competicdo dos processos nao-
radiativos de desativacao do estado excitado. Consequentemente, as condi¢des
do meio onde o luminéforo se encontra, devem ser bastante favoraveis para
permitir a observacdo da luminescéncia. O tempo de vida (tempo necessario
para que a emissdo decaia a 1/e de seu valor inicial)®® da fluorescéncia é
relativamente mais curto (da ordem de 10° a 10 s), enquanto que o tempo de
vida da fosforescéncia ¢ mais longo (10° a 10 ), em consequéncia da
complexidade do processo de troca de multiplicidade.?*® Um resumo dos
tempos caracteristicos dos processos fotofisicos de moléculas excitadas

encontra-se na Tabela 2.
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Niveis rotacional e
vibracional excitados de
estados eletrdonicos T
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Figura 8: Diagrama de Jablonski modificado, mostrando os processos fisicos que

podem ocorrer apds cada molécula absorver um féton ultravioleta ou visivel

Na figura acima, So € o estado eletrénico fundamental, S; e T; sdo os
estados excitados mais baixos singleto e tripleto, respectivamente. As setas
retas representam os processos envolvendo fotons, e as setas onduladas séo as
transicbes nao-radiativas. A, absorcao; F, fluorescéncia; P, fosforescéncia; Cl,
conversao interna; CIS, cruzamento intersistemas; RV, relaxagao vibracional. F e
P sao transi¢gdes que podem terminar em qualquer um dos niveis vibracionais de

So € ndo apenas no nivel de menor energia.

Tabela 2: Tempos caracteristicos dos processos fotofisicos em moléculas excitadas

Processo Tempo
Absorgao 10™"s
Relaxamento vibracional (RV) 10" -10"s
Tempo de vida do estado excitado S, (fluorescéncia) 10°-10"s
Cruzamento intersistema (CIS) 10" -10"s
Conversao interna (CI) 10" -10"s

Tempo de vida do estado excitado T4(fosforescéncia) 10°-10°s
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Pode-se verificar na Tabela 2 que a emissao de fluorescéncia ocorre em
uma escala temporal de nanosegundos (10° segundos), enquanto que a
emissdo de fosforescéncia € muito mais lenta (de milisegundos a segundos). A
explicacao para isto € que, enquanto a fluorescéncia é uma transigcao permitida
por multiplicidade de spins, a emissao de fosforescéncia é proibida. Isto pode ser
generalizado e sempre se obtém que os processos mais rapidos sdo aqueles

permitidos por multiplicidade de spins, mesmo que sejam nao-radiativos.

2.2.1.1
Eficiéncia quantica da fluorescéncia e da fosforescéncia

A eficiéncia da luminescéncia (¢.) de uma substancia € uma caracteristica
intrinseca dos compostos e é dada pela razao entre o nimero de foétons emitidos
por luminescéncia e o numero de fétons absorvidos (Equacdo 1). Uma molécula
sera significativamente luminescente se sua eficiéncia quéntica tiver magnitude

consideravel (entre 0,1 e 1).

T (1)

Onde:
I, — intensidades da radiagdo luminescente

Ia — intensidade da radiagéo absorvida.

A eficiéncia quantica fluorescente (¢;) pode ser também indicada pela
razdo entre a constante de velocidade da fluorescéncia e o somatdrio das
constantes de velocidade de todos os processos que desativam a populagao do

estado excitado singleto (Equacéo 2):

K

T e kas ) ?

A eficiéncia da fosforescéncia (¢p) depende criticamente de certas
condigbes experimentais (temperatura, solvente, rigidez da matriz do analito).®* A
Equacao 3 descreve a eficiéncia quantica da fosforescéncia (¢p) em termos de
constantes de velocidades de todos os processos radiativos e ndo-radiativos de

desativacdo de uma molécula excitada.??%
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ke Kcis (3)

Kp + K Kcis + ki + kic

(bp) =

Onde:

ke — Constante de velocidade da fosforescéncia

km — Constante de velocidade dos processos nao-radiativos de desativacao
de T,

kcis — Constante de velocidade do cruzamento intersistemas

ki — Constante de velocidade da fluorescéncia

kic —Constante de velocidade dos processos nao-radiativos de desativacao
de S,

Através da Equacdo 2 podemos perceber que ¢p pode assumir valores
entre zero e um. Assim, compostos com ¢p préximos da unidade certamente
apresentarao alta probabilidade de desativacdo de T, através de emissao
fosforescente®.

Conforme ja foi mencionado, moléculas no estado T, possuem grande
probabilidade de se desativar para Sy por processos nao-radiativos, por causa da
diferenca dos tempos de vida dos processos. Por isso, para aumentar a chance
de uma molécula fosforescer, se faz necessario minimizar esses processos nao-
radiativos de desativacao de T4. Pela Equacao 3 podemos ver que a eficiéncia
da fosforescéncia sera favorecida tanto pela redugao do valor de k., quanto pelo

aumento de Kgs.

2.2.1.2
Parametros que afetam a fluorescéncia e a fosforescéncia

Varios fatores, que podem ou ndo ser manipulados experimentalmente,
afetam a fluorescéncia e a fosforescéncia. Entre estes, podemos destacar o tipo
de estrutura molecular, a natureza do solvente, temperatura, sistema de
solventes, o pH do meio onde o analito é dissolvido, a presenga de ions de
atomos pesados e a presenga de modificadores de superficie tais como
surfactantes e a presenca de espécies desativadoras. A seguir faz-se uma

descri¢cao do efeito de cada um desses fatores.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0510428/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0510428/CA

56

22121
Estrutura molecular

A estrutura molecular tem forte influéncia sobre a luminescéncia, mas é
dificil prever de antemao se uma molécula exibira luminescéncia sem o prévio
conhecimento da diferenga de energia relativa entre o estado excitado singleto e
o fundamental, pois muitos destes fatores agem de forma complexa
impossibilitando, muitas vezes, que generalizacdes sejam feitas. A estrutura
molecular tem agao tanto direta como indireta sobre a emissao de fluorescéncia.
Como exemplo de acéo indireta, a inser¢cao de longos substituintes alifaticos em
moléculas cromoféricas, impede que a molécula excitada aproxime-se de outra e
transfira-lhe energia via processo nao radiativo, o que se deve ao efeito estérico.
Além disso, moléculas relativamente rigidas e ricas em elétrons © (como no caso
das moléculas aromaticas), contendo ou nao heteroatomos em sua cadeia
principal, sdo potencialmente fluorescentes. De forma geral, um aumento na
extensdo da conjugacao desloca o espectro de absorcdo e de emissdo para
comprimentos de onda maiores (deslocamento batocrémico), além de aumentar
o rendimento quantico de fluorescéncia.

A conjugacéo também tem sua extensdo aumentada devido a presenca de
heteroatomos diretamente envolvidos com o sistema = conjugado. Em
hidrocarbonetos aromaticos, as transicbes de menor energia sao do tipo = — =*,
que sao caracterizadas por altos coeficientes de absor¢gdo molar e altos
rendimentos quénticos relativos de fluorescéncia. Quando um heteroatomo esta
envolvido em um sistema n conjugado, a transicao n — ©* em geral é a transicao
de menor energia. Essas transicbes caracterizam-se por possuir coeficientes de
absorcdo molar que sado aproximadamente 100 vezes menores do que aqueles
das transigbes n — n*. O tempo de vida radiativo € 100 vezes mais longo do que
o da transicdo n — =n*, por volta de 107° s. Isto explica o baixo rendimento
quantico de fluorescéncia de muitas moléculas onde a transicdo eletrbnica
n — n* € a de menor energia. Isto acontece com a maioria dos compostos azo e
com alguns compostos que possuem grupamentos carbonila ou nitrogénio
heterociclico (nitrogénios tipo piridina).

Estruturas moleculares rigidas (com restricdes de liberdade vibracional) tém
o processo de desativagdo ndo-radiativo por Cl significantemente minimizado

com consequente aumento da ¢f. J& uma estrutura molecular planar favorece a
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fluorescéncia, pois aumenta a interacdo e a conjugagao entre o sistema de
elétrons .

O efeito de substituintes sobre as caracteristicas de fluorescéncia dos
hidrocarbonetos aromaticos € complexo e as generalizagdes devem ser feitas
com cuidado. Ambos, natureza e posi¢cao de um substituinte, podem afetar estas
caracteristicas. A presenca de grupos substituintes na molécula também ¢é fator
importante, pois afeta a intensidade e o tipo de luminescéncia. No caso dos

substituintes que doam elétrons para o sistema (OH, —OR, —NHZ, —-NHR, —NR2 ),

geralmente estes induzem um aumento do coeficiente de absor¢gdo molar e um
deslocamento nos espectros de absorgao e fluorescéncia para regides de menor
energia, os espectros tendem a ficar mais largos e menos estruturados, porém a
fluorescéncia é amplificada. Por outro lado, grupos ceténicos (-C=0) e
carboxilicos (-COOH) fazem com que as substancias tenham baixas energias
associadas as transi¢gdes n — 1 (transigdes preferenciais) e por isso exibem um
baixo rendimento quantico de fluorescéncia - o decaimento desses elétrons é
mais lento e acaba ocorrendo cruzamentos intersistema, trajetoria dominante de
decaimento nesses sistemas, alterando a multiplicidade da populagédo excitada
(S1 > T,) e por consequéncia diminuindo a fluorescéncia.

Em geral, a presenca de atomos pesados como substituintes de moléculas
aromaticas (ex. Br, I) resulta em uma extingdo da fluorescéncia devido ao
aumento na probabilidade do cruzamento intersistema. Todavia, atomos
pesados podem afetar menos algumas substancias aromaticas se: (i) o
rendimento quantico de fluorescéncia é alto de forma que o decaimento por
fluorescéncia domine todos os outros tipos de decaimento; (ii) o rendimento
quantico de fluorescéncia é muito baixo e, neste caso, o aumento na eficiéncia
de cruzamentos intersistemas sera relativamente baixo e (iii) ndo ha estado
tripleto energeticamente préximo ao estado singleto.®

Em geral, a fluorescéncia de aromaticos contendo substituintes nitro (-NO,)
nao é detectavel, o que se deve, provavelmente, a existéncia de transicbes n >
n* que provocam um eficiente processo de cruzamento intersistema e também a
grande velocidade dos processos de conversao interna So > Sa. E Interessante
mencionar que muitos nitroaromaticos sao fotodegradaveis.

Quando o nitrogénio encontra-se ligado ao anel como ocorre com o
carbazol e os indois, as transigdes envolvendo os elétrons n&o ligantes tém
propriedades similares as transi¢des n© > n*. De fato, os orbitais n&o ligantes séo

perpendiculares ao plano do anel o que Ihes permite interagir com os orbitais 1
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dos carbonos adjacentes. O alto rendimento quéantico relativo do carbazol e dos
indbis pode ser explicado por este fenbmeno. As propriedades de heterociclicos
relacionados contendo oxigénio e enxofre podem ser interpretadas do mesmo

modo.

2.2.1.2.2
Temperatura

Em geral o aumento da temperatura tem como consequéncia um
aumento na eficiéncia dos processos de relaxamento vibracional (Cl) na
desativagao do estado excitado. No entanto, por ser um fenémeno de tempo de
vida relativamente curto, esse fator € menos critico no caso da fluorescéncia, o
que permite facil observacado do fenbmeno na temperatura ambiente. No caso da
fosforescéncia, em solugcdo e na temperatura ambiente, decaimentos nao

radiativos a partir do estado tripleto T, sdo predominantes em relagdo ao

decaimento radiativo denominado fosforescéncia. Como este € um processo
relativamente lento, as numerosas colisbes com as moléculas de solvente

favorecem o cruzamento intersistema e a relaxagao vibracional até 8086

Em baixas temperaturas e/ou em um meio rigido, a fosforescéncia pode
ser observada. O tempo de vida do estado tripleto pode, nestas condi¢des, ser
longo o suficiente para se observar a fosforescéncia em uma escala de tempo
superior a 1 segundo ou mais®. A minimizagdo das colisdes moleculares entre o
luminéforo e as moléculas do solvente e a restricdo das vibragcbes moleculares
foram primeiramente realizados pelo congelamento da amostra a 77 K. O uso de
substratos sélidos ou de meio organizado em solugdo aquosa (micelas, por
exemplo) vem permitindo a observacdo de fosforescéncia na temperatura
ambiente (RTP)">.

2.2.1.2.3
Sistema de solventes

A natureza do sistema de solventes também é fator relevante sendo que a
sua viscosidade, polaridade e carater prético podem afetar significantemente a
luminescéncia. A viscosidade pode diminuir a taxa de colisdes bimoleculares
desativadoras (quenching) pela diminuicdo da difusdo de espécies desativadoras
e do oxigénio (comentado no préximo item) no meio. Ja a polaridade e o carater

prético do solvente sao importantes, pois afetam a energia do estado excitado.
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Em solventes proticos, surgem ligagdes de hidrogénio que afetam as
energias das ligagbes atdbmicas podendo ocorrer uma inversdo nas energias
associadas aos orbitais moleculares. Nesses solventes as transicoes n 2 n* tém
menor energia sendo, por isso, preferenciais e os rendimentos quénticos de
fluorescéncia sdo muito superiores em relacdo aos solventes derivados de
hidrocarbonetos.

O efeito da composicao do sistema de solventes no sinal luminescente
medido em solugao é diferente do efeito na luminescéncia em substrato de
celulose. Em solugado, de acordo com Jablonski®’, substancias aromaticas, tais
como a maioria dos luminoforos, sdo mais polares quando estdo no estado
excitado, devido as mudancas na distribuicdo de elétrons = da molécula que
acontecem na transicdo. As interagdes entre as moléculas do(s) solvente(s) com
as moléculas do soluto t&m carater fortemente eletrostatico® e, como
normalmente sdo as diferengas entre as energias de estabilizagdo do estado
fundamental e do estado excitado que definem que processos (radiativos ou
ndo-radiativos) sdo dominantes na desativacdo do estado excitado, conclui-se
que o favorecimento dos processos de desativacao radiativa € consequéncia da
estabilizacdo do soluto com o estado excitado mais polar, na presenca de
solventes mais polares. %

Entao, a escolha do solvente para depositar o analito no substrato sélido é
de muita importancia para a obtengcdo de um bom sinal fosforescente. A
solubilidade do analito é logicamente um aspecto fundamental que também deve

ser considerado.??

2.2.1.2.4
Influéncia do oxigénio e da umidade

No caso da fluorescéncia, a presenga do oxigénio nao é critica, pois este é
apenas desativador do estado excitado tripleto, o que se torna um fator
importante no caso da fosforescéncia. Portanto, de modo geral, pode-se assumir
que os processos proibidos por multiplicidades de spins sdo mais lentos e,
portanto, as moléculas nestes estados eletrbnicos excitados s&o mais
susceptiveis de serem desativadas através de processos nao radiativos como,
por exemplo, colisdes com impurezas como o oxigénio molecular. Isto explica,
em parte, o fato de que a emissdo do tipo fosforescéncia em moléculas
organicas aromaticas s6 pode, em geral, ser observada em auséncia de oxigénio

molecular, ou em temperaturas baixas que diminuem a possibilidade de
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desativagao colisional por formacdo de complexos de contato com outros
supressores. A eficiéncia muito alta da desativagdo por oxigénio molecular das
moléculas orgéanicas excitadas eletronicamente no estado tripleto se deve,
também, ao fato de que o estado eletrénico fundamental do oxigénio molecular é
um estado tripleto, e, portanto, a transferéncia de energia é permitida por
multiplicidade de spins®.

Além do oxigénio, a umidade atua por si s6 como um forte desativador do
lumindéforo no estado excitado, via colisdo. Porém, pelo fato da umidade facilitar
o transporte de oxigénio dentro da matriz sélida, o potencial desativador é
grandemente amplificado.?® Para se ter uma ideia, um aumento de 8,5 para 40%
de umidade relativa causa entre 40 a 90% de reducdo na intensidade

fosforescente.®

2.2.1.25
Efeito do pH

O efeito do pH nos sistemas de solventes proticos é relevante na
fluorescéncia em moléculas aromaticas contendo grupos funcionais basicos ou
acidos, sendo muito comum observar significante diferenca entre as
propriedades luminescentes de moléculas protonadas e ndo-protonadas.

Um dos aspectos mais relevantes das reacdes acido-base de moléculas
potencialmente luminescentes é a produgao de derivados com maior ¢p devido a
protonacao ou hidrélise acida ou basica. Além disso, espécies com cargas tém
maior probabilidade de mostrar sinais mais intensos, o que se deve ao fato de
que espécies ionizadas tém maior rigidez molecular depois de adsorvidas no
papel, produzindo uma 6tima condigdo para RTP.% Assim, o efeito do pH na
intensidade fosforescente é largamente dependente da molécula analisada,
sendo a escolha do pH muito importante para melhorar a sensibilidade da
SSRTP.

2.2.1.2.6
Efeito do atomo pesado

Em fluorescéncia, certos cations e anions de elementos de elevada massa
atdbmica causam a desativagcdo do estado excitado singleto, seja pela mudanga
da multiplicidade do mesmo (S; = T,) ou pelo aumento da velocidade dos
processos de desativagdo n&o-radiativos. Por exemplo, no caso dos

halogenetos, esse efeito € mais comum para o iodeto, seguido do brometo e em
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muito menor intensidade para o cloreto e fluoreto. Esse maior efeito desativador
do estado excitado singleto causado por ions mais pesados se deve ao melhor
acoplamento spin-orbital obtido entre esses ions e moléculas no estado excitado.
Esse efeito, denominado de efeito externo do atomo pesado, € também
observado para outros ions tais como Cd?*, Pb®*, Hg?* e TI*. Outras substancias
podem desativar o estado excitado singleto por meio do quenching dindmico.
Quenching pode ser definido como transferéncia de energia, por processo nao-
radiativo, da substancia de interesse no estado excitado (fluoréforo) para outras
moléculas, que serdo denominadas aqui como agentes desativadores (Q), que
por sua vez passam para o estado excitado enquanto o fluoréforo retorna para o
estado fundamental. O quenching dindmico € um processo colisional e por isso
requer o contato entre as espécies envolvidas. Em consequéncia, a magnitude
dessa desativagao € proporcional a concentracdo do agente desativador e da
sua capacidade de difusdo no meio.®.

Vale ressaltar que o substrato sélido € compativel com o uso de diferentes
sais de atomos pesados, quando comparado com a outra maneira de se obter
RTP: o meio micelar. O uso do meio micelar, na pratica, tolera o uso de apenas
dois (I" e de TI") dos seis ions de atomos pesados tradicionalmente aplicados em
fosforimetria. Esses fatos aumentam a versatilidade e a seletividade da aplicagao
analitica desse fenémeno com substrato sélido.”>#>%°

Em resumo, a presenca de atomos pesados no substrato sélido pode
diminuir a intensidade fluorescente e o tempo de vida da fosforescéncia,

" No entanto é

aumentando consequentemente a intensidade fosforescente.
dificil prever qual ion de atomo pesado ira favorecer a fosforescéncia de um
determinado analito. Por isso, € necessario um estudo sistematico para verificar
o efeito dos seis ions de atomos pesados tradicionalmente mais empregados (I,

TI*, Ag*, Pb?*, Hg?*, Cd?*").

2.2.1.3
Técnicas para aumento de seletividade

Com o intuito de facilitar o entendimento dos resultados nos Capitulos 4 e
5, sera feita abaixo uma breve discussdo sobre as ferramentas instrumentais
empregadas para o aumento da seletividade das p-carbolinas e da camptotecina

e derivados.
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22131
Varredura sincronizada

A técnica da varredura sincronizada foi desenvolvida para melhorar a
seletividade da espectrometria de Iuminescéncia. Na espectrometria
luminescente convencional, o espectro de emissao pode ser produzido varrendo
faixas de comprimentos de onda de emissao (Aem), €enquanto um composto
luminescente é excitado em um comprimento de onda de excitagao (L) fixo. Por
outro lado, um espectro de excitacdo pode ser obtido varrendo uma faixa de A
e fixando um Aem Uma terceira possibilidade, denominada de varredura
sincronizada, consiste em variar, simultaneamente (ou sincronizadamente),
ambos os monocromadores de excitacdo e emissdo, mantendo uma diferenca
constante de comprimento de onda (AL = Aem - Aex), COiNCidente com a diferenga
entre os maximos de excitacdo e de emissdo do analito de interesse.”? Esse
processo tem o efeito de minimizar o sinal de quaisquer substancias
concomitantes que nao possuam o mesmo AXA do analito.

A metodologia explora a especificidade das diferengas de energia entre as
bandas de emissao e as bandas de absorgéo.”

A equacao que expressa o sinal luminescente sincronizado (ls) é dado pela

Equacdo 4:%

Is(Aem, Aex) = K.C.Eex(hex)-Eem(rem) (4)
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Onde:
k = fator experimental
¢ = concentragao do analito
Isp = sinal fosforescente sincronizado
E.x = espectro de excitagao
E.m = espectro de emissao
Aem = cOmprimento de onda de emissao

Aex = cOmprimento de onda de excitacao

Se considerarmos Aex = Aem - AA, @ Equacdo 4 pode ser expressa da

seguinte forma:

Is(Aem) = K.C.Eex(Aem - AL).Eem(hem) (5)

Assim, podemos perceber através da Equagéo 5, que o sinal sincronizado
depende diretamente da sobreposicéo das bandas do Ee(hem - AL) € Eem(hem)™.

Vo-Dinh*? mostrou a aplicabilidade deste método através da analise de
uma mistura de naftaleno, fenantreno, antraceno, perileno e tetraceno, obtendo
um espectro com varios picos muito bem resolvidos, no qual cada banda
corresponde, inequivocamente, a um componente da mistura. A simplificacdo da
banda do sinal sincronizado obtido minimizou as interferéncias causadas por
sobreposicdo espectral, facilitando a identificagdo dos diversos componentes da

mistura complexa, sem a necessidade de uma separagao prévia.

2.2.1.3.2
Fosforescéncia derivada superior (d")

A técnica da 2?2 derivada ou de derivada de ordem superior pode ser usada
para aumentar a seletividade das analises de RTP e de fluorimetria, de modo a
separar espacialmente os sinais luminescentes de analitos cujas bandas nao sao
coincidentes, mas se sobrepdem significantemente. Por exemplo, no modo d?, é
produzido um sinal proporcional a 22 derivada relativa ao comprimento de onda.
Em geral, sinais d° podem ser obtidos por diferentes métodos, incluindo
diferenciacdo eletronica.®

Espectrofluorimetros modernos podem transformar diretamente o sinal

para sua segunda derivada usando um diferenciador eletrénico. A derivada de
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um sinal | relacionado a um comprimento de onda pode ser escrita da seguinte

forma:

di/dr. = (dI/dt).(dt/d) (6)

Considerando a velocidade de varredura do comprimento de onda como

r = d\/dt, teremos:

di/dx = (1/r).(dI/dt) (7)

Logo, se 0 monocromador € varrido em uma velocidade constante, o sinal
obtido pela derivagao do tempo é proporcional ao espectro derivativo relativo ao
comprimento de onda.®®

Uma vez medida a velocidade de mudanca da curvatura do pico no modo
d?, ndo somente a intensidade do sinal é amplificada, mas também a largura das
bandas é reduzida e os pequenos detalhes espectrais sdo amplificados pela
transformagcdo das bandas em pulsos diferenciais. Nesse caso, o pico de
emissdo maxima da banda original passa a ser correspondente ao ponto que
cruza o eixo da ordenada da varredura. Este efeito traz vantagens do ponto de
vista da resolucdo dos espectros, amplificando a capacidade seletiva da

espectrometria de luminescéncia.®®

2.2.2
Eletroforese capilar

O fendmeno denominado eletroforese é definido como sendo a migracao
de espécies carregadas eletricamente, que ocorre quando as mesmas sao
dissolvidas ou suspensas em um eletrdlito, através do qual uma corrente elétrica
é aplicada. %

A eletroforese capilar (CE) é uma técnica relativamente nova, que foi
idealizada primeiramente por Hjertén em 1967. Os primeiros trabalhos
publicados datam da década de 70, entretanto a primeira metodologia
desenvolvida com sucesso foi publicada por Everaerts e seus colaboradores em
1979, seguida de Jorgenson e Lukacs em 1981. A partir de entdo, vem sendo
utilizada por um ndamero cada vez maior de pesquisadores na area da quimica,

bioquimica, ciéncia forense, laboratérios clinicos, industrias farmacéuticas, por
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exemplo, confirmando a importancia e a aceitacado desta potente ferramenta de
separacdo.®

Geralmente o funcionamento de um equipamento de eletroforese capilar
(CE) envolve a aplicagao de um potencial elevado, tipicamente 5 a 30 kV, em um
capilar de didmetro reduzido gerando correntes na faixa de 10 a 100 mA. O uso
do capilar apresenta varias vantagens, particularmente com respeito ao
aquecimento Joule.®® A alta resisténcia elétrica do capilar permite a aplicagdo de
campos elétricos elevados, pois gera um aquecimento minimo. Além disso, o
formato do capilar propicia uma dissipacao eficiente do calor gerado. O uso de
campos elétricos elevados resulta em tempos de analise curtos, alta eficiéncia e
resolucgéo.”®

Na eletroforese capilar, o capilar € preenchido com uma solugao tampao e
suas extremidades sdo mergulhadas em recipientes, que contém a solucao
tampao, e onde é aplicado um campo elétrico, que gera uma corrente no interior
do capilar. Os eletrodos sao feitos de um material inerte, tal como a platina, e
sdo também mergulhados na solugao para fechar o circuito. O capilar passa
através de um detector, usualmente um detector espectrofotométrico de
absor¢do no UV/Vis (vide esquema simplificado na Figura 9). Para minimizar os
efeitos térmicos, o capilar € mantido a temperatura constante (o sistema deve,
portanto ser termostatizado) para esse proposito.

Na CE, uma pequena quantidade de amostra é introduzida em uma das
extremidades do capilar. A aplicacdo do campo elétrico provoca o0 movimento
dos analitos em direcdo aos eletrodos. As separacbes nesta técnica sao
baseadas na presenca de um fluxo eletricamente induzido, denominado fluxo
eletro-osmatico (EOF), um fendmeno eletroforético que gera um fluxo da solugao
dentro do capilar, que faz com que os solutos se movimentem em direcao ao

detector.
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Registro de dados
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Reservatorios de /

solugdes tampao

Figura 9: Representagdo esquematica do arranjo dos principais componentes de

um instrumento tipico de Eletroforese Capilar.
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Como em HPLC, a detecgao espectrofotométrica de absor¢ao na regido do
UV-vis é a mais utilizada em CE. Com capilares de silica fundida, transparéncia
é alcancada entre 190 e 900 nm. A alta eficiéncia observada em CE é
decorrente, em parte, da deteccao direta no capilar, onde a janela éptica é feita
diretamente no capilar. Desse modo, a deteccdo ocorre em um momento onde a
separagao de espécies ainda esta ocorrendo, ao contrario da cromatografia
liquida, onde o processo de separagdo termina quando as espécies deixam a
coluna cromatografica. Como todos os detectores 6pticos, a largura da regiao de
detecgdo deve ser relativamente pequena em relagdo a zona da amostra para
manter a alta resolugdo. Isto € compativel com as dimensbes do capilar. Os
picos em CE normalmente sdo de 2 a 5 mm de largura, e o tamanho da regiao
de detecgdo dever ser no maximo um terco desse valor. O alinhamento do
detector é critico devido ao curto caminho o6ptico. O feixe o6ptico deve ser
firmemente focado no capilar para obter maximo sinal e minimizar a luz dispersa
que alcanca o detector. Estes aspectos sao importantes tanto para a
sensibilidade quanto para a faixa linear de detecgéo.'®

No caso da sensibilidade, a dimensao do capilar impée um fator limitante

z “an

na lei de Beer-Lambert (A = ebc, onde “A” é absorvancia, “¢” é a abortividade

molar da espécie absorvente, “b” € comprimento do caminho 6ptico que a luz
percorre na amostra e “c” € a concentragdo de analito). No caso da CE, o
parametro “b” € um valor muito pequeno, impondo limites a detectabilidade.
Adicionalmente, o pH, a composicao do eletrdlito de corrida e o grau de
ionizacao do analito sdo também fatores importantes, pois podem ocasionar
mudangas nos valores da absortividade molar e deslocamento no comprimento
de onda maximo. Valores tipicos para limites de deteccao com CE com deteccao
fotométrica na regido do UV-Vis ficam na faixa de 10° = 10®mol L.

A deteccdo também pode ser feita de duas formas: em linha e no final do
capilar. A detecgdo em linha é feita enquanto o soluto ainda migra dentro do
capilar, como é o caso da absorgao UV-Vis, fluorescéncia, fluorescéncia induzida
por laser e Raman. Na detecgcao no final do capilar, como o préprio nome
sugere, o detector é posicionado no final da coluna; este método apresenta a
desvantagem do alargamento da banda enquanto os solutos separados sao
levados ao detector. Este é o caso da espectrometria de massas onde o soluto é
carregado ao espectrometro de massas através de uma agulha.”’

O gréfico do tempo em funcdo de resposta do detector € denominado

eletroferograma.
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Os capilares mais comumente usados sido de silica fundida recoberta
externamente com uma camada de protecdo de poliimida, que produz uma
melhora na resisténcia mecéanica do material, uma vez que é extremamente fragil
e se quebra com facilidade. Uma pequena porcdo deste recobrimento é
removida a fim de formar uma janela para a detecgéo. A janela é entdo alinhada
ao centro optico do detector.®® Os capilares tém, tipicamente, de 25 a 100 cm de
comprimento com 15 a 100 um de didmetro interno. Existem duas classificagdes
para o tamanho do capilar: o comprimento efetivo, que vai do ponto de
introducdo da amostra ao de detecc¢do; e o comprimento total, que vai do ponto
de introducao da amostra até o extremo final da coluna capilar. O conhecimento
de ambos é importante ja que o tempo de migragdo e a mobilidade sdo definidos
pelo tamanho efetivo, enquanto que o campo elétrico é dado pelo comprimento
total.

A parede do capilar de silica contém grupos silandis (SiOH), os quais se
ionizam (SIO” + H") quando em contato com solugdes tamp&o com valores de
pH elevados. Esta ionizagdo produz uma superficie carregada negativamente.
Uma camada de contra-ions (cations) é entdo formada préxima a parede do
capilar a fim de manter a eletroneutralidade. Obtém-se entdo uma dupla camada,
ou seja, uma regido mais compacta (camada de Stern) formada por ions
firmemente ligados a superficie do capilar e que sdo atraidos por forgas
eletrostaticas e/ou de coeséo, e outra regido que contém ions que se difundem
para o seio da solugdo afastando-se da superficie e formando a uma dupla
camada elétrica difusa, criando, portanto, uma diferenga de potencial muito
proxima & parede.”® A este fendmeno da-se o nome de potencial zeta (Figura
10).
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Figura 10: Modelo da distribuicdo de uma dupla camada de carga em um capilar

carregado negativamente, o qual gera potencial zeta.

O potencial zeta € essencialmente determinado pela carga da superficie na
parede do capilar (a carga é dependente do pH). Quando uma diferenca de
potencial (ddp) é aplicada, os ions solvatados com agua migram em diregdo ao
catodo. Este movimento de ions resulta no movimento das espécies em diregao
ao detector e pode ser considerado como um fluxo eletricamente dirigido. O nivel
desse fluxo eletro-osmético (EOF) é altamente dependente do pH do eletrdlito,
uma vez que o potencial zeta é governado pela ionizagdo dos grupos silandis
(acidos) da parede do capilar. Abaixo de pH 4, a ionizacdo dos grupos silanois é
pequena e o EOF nao é significante, enquanto que acima de pH 9 os silandis
ficam completamente ionizados e, portanto, o EOF ¢é alto. A magnitude do fluxo
eletro-osmaético pode ser expressa em termos de velocidade ou mobilidade

segundo as equacgobes 8 e 9:

Veor = (e/4nn)EE (8)
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Heor = e&/4mn (9)

Onde: Veor = velocidade do EOF; ¢ = constante dielétrica; & = potencial

zeta; n = viscosidade; E = potencial aplicado; pugor = mobilidade do EOF.

O potencial zeta é também dependente da forga ibnica da solugao tampéao.
Um aumento da forgca idnica resulta na compressdao da dupla camada e
consequentemente uma reducao do EOF.

Quando um ion com carga  (em coulombs) & colocado em um campo
elétrico E (V/m), a forga sobre o ion é qE (em newtons). Em solugédo, a forca de
atrito é fuef, onde Ues € a velocidade do ion e f é o coeficiente de atrito. O indice ¢
refere-se a eletroforese. O ion alcanga quase que instantaneamente uma

velocidade constante quando a forga de aceleragéo se iguala & forga de atrito®:

+ fUes gE -

+| <—®—> | - gE = fueg
+ fon - Forca Forca
de aceleragao de atrito
Mobilidade eletroforética = Ues = (Q/f) E = peE (10)
A

Mobilidade eletroforética

A mobilidade eletroforética (Equagdo 10) é a constante de
proporcionalidade entre a velocidade do ion e a forgca do campo elétrico. A
mobilidade é proporcional a carga do ion e inversamente proporcional ao
coeficiente de atrito. Para moléculas de tamanho semelhante, a magnitude da
mobilidade aumenta com a carga.

Eletroforese capilar, na verdade, ndo € uma unica técnica isolada, ela deve
ser encarada como uma familia de técnicas fundamentadas no mesmo principio
de migracdo sob agdo de um campo elétrico, mas com mecanismos de
separacdo diferentes.*

Na Eletroforese Capilar em Solugdo Livre (ECSL), a separagao esta

baseada nas diferengcas nas mobilidades eletroforéticas resultantes das
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diferentes velocidades de migragbes de espécies idnicas no tampao, contido
dentro do capilar. Na ECSL espécies neutras nado sao separadas, porém é
possivel a separagao de cations e dnions na mesma corrida.

De acordo com as recomendagdes da IUPAC, a cromatografia
eletrocinética (EKC) é uma técnica baseada na combinacéo de eletroforese e
interacdes dos analitos com certos aditivos (surfactantes, por exemplo), os quais
formam uma fase dispersa que se move em uma velocidade diferente dos
analitos. Para que haja a separagao, tanto os analitos quanto a fase secundaria
devem estar carregados. EKC Micelar (MEKC) é um caso especial de EKC, no
qual a fase secundaria é uma fase micelar dispersa no interior do capilar.*

A Cromatografia eletrocinética micelar (MEKC) foi inicialmente
desenvolvida para a resolugdo de compostos neutros, os quais ndo podem ser
separados usando simplesmente a ECSL. Esta técnica separa as moléculas
neutras e os ions. Na auséncia de micelas, todas as moléculas neutras devem
alcancar o detector no tempo to. As micelas injetadas com a amostra alcangam o
detector no tempo t,., que € maior do que o t; porque elas migram contra a
corrente. Se uma molécula esta em equilibrio entre a solugdo pura e o interior
das micelas, seu tempo de migracdo aumenta, porque ela migra na taxa mais
lenta da micela em parte do tempo. Neste caso, as moléculas neutras alcancam
o detector num tempo entre t5 e t,.. Quanto mais tempo a molécula leva no
interior da micela, maior sera o seu tempo de migra¢do. Os tempos de migra¢ao
dos cations e anions também sao afetados pelas micelas, porque os ions se
distribuem entre a solugdo e as micelas e interagem eletrostaticamente com as
micelas.?

A MEKC é uma forma de cromatografia porque as micelas se comportam
como uma fase pseudo-estacionaria. A separacdo de moléculas neutras esta
baseada na distribuicdo entre a solugdo e a fase “estacionaria”’. Neste tipo de
técnica podemos usar surfactantes anidnicos, catidnicos e neutros para modificar
os coeficientes de particdo dos constituintes em analise. Adiciona-se solventes
como a acetonitrila e a N-metil-formamida para aumentar a solubilidade de
substancias organicas e modificar o coeficiente de particio entre a solugado e as
micelas. O uso de ciclodextrinas, com uma cavidade opticamente ativa dentro
das quais podem se encaixar pequenas moléculas, também €& uma opg¢ao para
separar os isbmeros Opticos (enantibmeros) que despendem diferentes
quantidades de tempo associadas com as ciclodextrinas.®* Maiores detalhes

sobre MEKC serédo discutidos no item 2.2.2.3.
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Na eletroforese capilar a analise qualitativa é feita através da comparacao
dos tempos de migracdo dos padrdes com os tempos de migracdo das
substancias presentes na amostra e/ou através de espectros na regido do
UV/Vis ou do espectro de massas. A quantificacdo das substancias, com
concentragdes desconhecidas presentes na amostra é feita através do

procedimento usual de Curvas analiticas.

2.2.2.1
Modos de introducdo da amostra

Em eletroforese, pequenos volumes de amostra sao introduzidos no capilar
para manter a alta eficiéncia na separagdo. O comprimento do volume de
amostra dentro do capilar é um parametro critico em relagdo ao volume
introduzido. Como regra geral, esse comprimento deve ser inferior a 1 ou 2% do
comprimento total do capilar, o que corresponde a alguns milimetros de amostra
injetada ou entre 1 e 50 nL de volume de amostra, dependendo do comprimento
e do didmetro interno do capilar. Isso se torna uma vantagem quando se dispde
de pequenos volumes de amostra cuja diluicdo ndo é possivel.'® Sobrecarga de
amostra dentro do capilar pode ter efeitos prejudiciais para a resolugao. Injecéo
de grandes quantidades de amostra causa difusdo descontrolada da zona de
amostra, ampliando a largura dos picos e causando também a heterogeneidade
do campo elétrico ao longo do capilar, além de distorcer o formato dos picos
devido a diferenca de condutividade entre o tampao de corrida (eletrdlito de
corrida) e a zona de amostra.

O modo de introdugdo da amostra no capilar tem implicacdo direta na
andlise quantitativa. A reprodutibilidade da area ou altura do pico reflete a
precisdo da técnica de injecdo. As amostras podem ser introduzidas no capilar
por métodos hidrodindmicos ou eletrocinéticos. Na injecdo eletrocinética, um
gradiente de potencial é estabelecido ao longo do compartimento do capilar por
um periodo de tempo conhecido, enquanto que na inje¢do hidrodinamica utiliza-
se um gradiente de pressado. Este gradiente de pressdo pode ser estabelecido
por diferentes mecanismos: pressurizagao ou vacuo em um dos reservatérios de
solucéo, ou por gravidade, onde um dos reservatérios € elevado em relagdo ao
outro e a amostra é introduzida por sifonagdo.”®

A injecao hidrodindmica (usada nesse trabalho) introduz no capilar uma
aliquota representativa da composicdo do soluto na amostra. O volume de

injecao (da ordem de nL) depende do tempo de injecdo, dimensbes do capilar,
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viscosidade da solugdo tampéo (eletrdlito de corrida) e da diferenga de presséo
estabelecida. A injecdo hidrodindmica é usualmente mais precisa que a
eletrocinética porque é baseada estritamente na transferéncia de volume.
Entretanto, pode ocorrer um alargamento significativo da zona, como resultado
do perfil de velocidade parabdlico, caracteristico do fluxo induzido por pressao.
Injecdes hidrodindmicas sao preferidas em aplicagdes de eletroforese de zona
em solucéo livre e micelar, particularmente quando a concentracdo da amostra

esta dentro dos limites de sensibilidade do detector.

2.2.2.2
Concentracdao da amostra no capilar

Uma das principais desvantagens da eletroforese capilar € em relagédo a
sua baixa sensibilidade, resultante das pequenas dimensdes da coluna de
separacgao (capilar) e de amostra. Existem duas formas de se obter melhores
sensibilidades: uma é melhorar o sistema de deteccdo com o uso de técnicas de
alta sensibilidade através da instalagado de cela de deteccdo em formato-Z ou do
uso de capilares com caminho 6ptico estendido; a outra forma de aumentar a
sensibilidade é através do uso de processos de pré-concentragcao no capilar
denominada “empilhamento”.

Empilhamento (stacking) € o nome dado ao método que realiza a
concentragdo da amostra dentro do capilar durante ou imediatamente apds a
injecdo da amostra. Esse método é baseado na diferenca da intensidade do
campo elétrico entre a zona de amostra e o tampao de corrida. O fenébmeno de
empilhamento de amostras em eletroforese capilar foi provavelmente sugerido
pela primeira vez por Tiselius e colaboradores em 1965 com o0 uso da
eletroforese em gel de poliacrilamida'®" %2,

Na literatura diferentes técnicas para realizar o “empilhamento” tém sido
discutidas. Geralmente estas técnicas podem ser divididas em dois grupos, de
acordo com o movimento da zona de amostra no tampao de corrida: (i)
empilhamento por fronteira movel, onde toda a zona de amostra migra com
mesma velocidade e (ii) empilhamento por fronteira estacionaria, onde a fronteira
entre uma amostra preparada em tampao de baixa concentragdo (baixa
condutividade) e o tampao de corrida de maior concentracao (alta condutividade)
permanece estavel durante o processo de eletroforese.

O Empilhamento da Amostra Amplificada por Campo (FASS-Field

Amplified Sample Stacking) € um exemplo do segundo tipo de empilhamento que
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pode ser aplicado em eletroforese capilar (CE). Esta abordagem foi introduzida
por Chien and Burgi em 1991'%% apas Mikkers et al.'® terem estabelecido
seus principios tedricos em 1979. Esta técnica permite injetar no capilar grande
volume de amostra quando comparada com o modo convencional de CE.' No
modo FASS um grande plug de amostra contendo ions preparados em solugao
de baixa condutividade é injetado hidrodinAmicamente para dentro do capilar
cheio com tampéo de corrida de alta condutividade. A diferenga de potencial é
entdo aplicada para que ocorra a eletroforese. Devido a diferenca de
condutividade entre os meios (tampao corrida e amostra) dentro do capilar, a
forca do campo elétrico sera maior na regido da amostra do que no resto do
capilar. Os ions inseridos na regidao de baixa condutividade irdo sofrer uma
intensa forgca de campo elétrico e irao mover-se com maior velocidade do que os
ions inseridos na regido de alta condutividade (Figura 11a). Quando os ions
atingem a regiao de baixo campo elétrico (regido do tampao de corrida) sua
velocidade diminui, ocorrendo assim o empilhamento dos ions no tampé&o de
corrida (Figura 11b). O modo de concentragdo no capilar descrito acima é
também denominado modo de empilhamento normal (NSM) sendo o mais
simples dos métodos de empilhamento por campo amplificado. Uma limitacao
desse modo esta no tamanho do plug de amostra que pode ser injetado no
capilar sem perder a eficiéncia ou resolucdo da separacdo. A concentracdo do
limite de detec¢cdo com o uso do modo NSM pode ser reduzida em pelo menos
uma ordem de grandeza.” A Figura 11 mostra um esquema geral de

empilhamento de amostra anibnica.
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Figura 11: Esquema geral do modo de empilhamento de uma amostra anidnica.

Para que o limite de deteccao alcance valores de concentracido menores é
necessario a aplicagdo de outros modos de empilhamento, como por exemplo, o
modo de empilhamento onde se aplica inversdo da polaridade do eletrodo
(REPSM — Reverse electrode polarity stacking mode). Pelo modo REPSM
fatores de concentracdo maiores que 100 sdo obtidos.” No modo REPSM, um
grande plug de amostra é injetado no capilar a fim de manter a eficiéncia da
separacdo e minimizar a dispersdo da zona de amostra. A matriz de baixa
condutividade deve ser retirada de dentro do capilar logo apdés o processo de
empilhamento através da aplicagdo de um potencial de polaridade inversa ao
potencial de separagcdo. A remocgao da matriz € necessaria para que a forca do
campo elétrico e a Veor sejam uniformes durante o processo de eletroforese. O
processo de remogado da matriz do capilar envolve, entdo, as seguintes etapas:
(i) preenchimento do capilar com o eletrélito de corrida e injegdo hidrodindmica
dos analitos dissolvidos em matriz de baixa condutividade; (ii) injecdo da amostra
seguida da inversao da polaridade dos eletrodos (como a parede de silica esta
carregada negativamente, ions da amostra carregados negativamente irdo parar
(empilhamento) na parte de tras da zona do tampao (eletrdlito de corrida) e irdo
migrar em direcdo ao lado da injecdo (eletrodo negativo) sob orientagdo do
campo elétrico invertido); (iii) a polaridade dos eletrodos é retomada quando a
matriz do tamp&o € quase que completamente retirada do capilar, a qual pode
ser monitorada pelo valor da corrente elétrica, e a matriz é retirada nesse
processo pelo EOF; (iv) separacéo e deteccao dos analitos negativos que foram
concentrados.

Os fenbmenos descritos acima sao validos para os analitos que possuem
cargas, pois os analitos neutros nao possuem mobilidade eletroforética. Para

resolver este problema, o empilhamento tem que ser realizado com a presenca
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de micelas anibnicas, que interagem com as moléculas neutras que podem
assim sofrer o processo de concentracdo no capilar.'®

Em um capilar de silica fundida o EOF migra em dire¢do ao catodo (pdlo
negativo) e as micelas migram para o anodo (pdlo positivo), geralmente, um forte
EOF carreia as micelas carregadas negativamente em dire¢ao ao catodo (em pH
maior que 5). Como a vgor dominante da solugéo tampao € oposta a mobilidade
das micelas, promove-se uma situagao ideal para o empilhamento de moléculas
neutras. Na literatura podemos encontrar muitos trabalhos que fazem aplicacdes
de empilhamento com o uso de micelas para pré-concentrar analitos neutros a
fim de se obter valores cada vez melhores de sensibilidade para aplicagao de
medotologias analiticas baseadas na técnica eletroforese capilar para uma série
de novos analitos'?*1%197,

Neste trabalho foi utilizado MEKC como modo de separagao das moléculas
neutras da camptotecina e seus derivados (irinotecana e topotecana), e NSM

(método de empilhamento normal) em conjunto com a pré-concentragao on line.

2.2.2.3
Cromatografia eletrocinética micelar (MEKC)

Em MEKC, agentes tensoativos idnicos, em condicbes apropriadas a
formacao de micelas, sdo adicionados ao eletrélito de corrida, proporcionando
assim um sistema cromatografico de duas fases. O eletrdlito representa a fase
primaria, a qual é transportada eletro-osmoticamente sob acdo do campo
elétrico, enquanto que as micelas representam a fase pseudoestacionaria, a qual
é transportada por uma combinagdo de eletroforese e eletro-osmose. Solutos
neutros com diferentes coeficientes de particdo (P..) entre a fase aquosa
(eletrdlito) e a fase micelar podem ser separados (Figura 12). Em MEKC existe
um limite de elui¢gdo, chamado janela de eluigdo, que é definido pelo tempo de
eluicdo do EOF (tg0) e o tempo de migracao das micelas (tn.). MEKC pode ser
visto como hibrido da cromatografia liquida de fase reversa e CZE, com um
processo de separacao tendo interagdes hidrofébicas e polares, mecanismo de
particdo e eletromigracdo. MEKC oferece uma combinacédo de fatores de CZE
(eletroforese capilar em zona) e cromatografia liquida como a alta eficiéncia, os
curtos tempos de analise, o pequeno volume de amostra e o consumo de

solvente muito reduzido.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0510428/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0510428/CA

77

Soluto Hidrofilico

/

(OO y) DOO OO G

OIOISICY)

- opoje)

Anodo +

OO F OO OIOIOIC)

/ Soluto

Micela

Hidrofobico \olecula Surfactante

Figura 12: Esquema representativo da separacao por MEKC usando micelas

anionicas'®.

22231
Micelas

Surfactantes sdo moléculas que contém grupamentos com carater
hidrofobico (cauda apolar) e hidrofilico (“cabeg¢a” polar ou ibnica). Eles podem
ser reconhecidos pela parte hidrofilica, como surfactantes anibénico, catiénico,
neutro ou anfotero; ou pelas caracteristicas da parte organica (hidrofébica). Os
surfactantes tém, em geral, a propriedade de formar micelas quando estdo em
concentragao superior a um valor critico, denominado concentragao critica
micelar (CMC). As micelas estdo sempre em equilibrio com os mondmeros
(moléculas de surfactantes) presentes em solugdo. A quantidade de mondémeros
e o tamanho das micelas variam entre os tipos de surfactantes. O processo de
formacado de micelas por surfactantes em meio aquoso ocorre do fato de a
reducdo da interacdo hidrocarboneto-agua ser energeticamente favoravel. A
CMC na qual a agregacgao ocorre reflete o fato de que interacées hidrofébicas
entre as partes apolares das moléculas do surfactante sdo balanceadas pela
hidratag&o e pela repulsdo eletrostatica do grupo hidrofilico.

Os surfactantes que apresentam altos valores de CMC sao inadequados
para MEKC, pois as micelas formadas coexistem com grandes quantidades de
mondmeros livres, 0 que representa uma sobrecarga térmica (aumento de calor
a ser dissipado pelo capilar).

O surfactante utilizado para formacdo de micelas nesse trabalho foi o
dodecil sulfato de sédio (SDS), um surfactante aniénico. As micelas anidnicas

tém mobilidade eletroforética em sentido contrario ao do EOF, com isso sua
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velocidade de migracédo é diferente da solugéo eletrolitica, o que favorece a
interagao analito-micela. Para o sucesso da separagdo € necessario que essa

interagdo seja diferente para os diversos solutos.

2.2.2.3.2
Migracdo em MEKC

Como citado, micelas aniénicas migram em diregao oposta ao EOF em um
capilar de silica. Tipicamente em capilares de silica fundida e em pH maior que
6, a Veor € maior que a velocidade eletroforética das micelas aniénicas. Como
resultado, as micelas sao carreadas para o catodo. Quando micelas catidnicas
sdo usadas, a parede do capilar € recoberta com surfactante positivamente
carregado para inverter o EOF, e consequentemente a polaridade dos eletrodos
também deve ser invertida para permitir a eluicdo das micelas dentro da janela
de eluigdo. Existem dois extremos que definem uma janela de eluicdo em MEKC.
O extremo tgo € marcado por analitos que nao interagem com as micelas
(Pmw ~ 0) e que passam todo o tempo de migracdao na fase aquosa, migrando
com mobilidade eletro-osmoética. O outro extremo t,,. € definido pela eluigao de
analitos que interagem fortemente com as micelas e (P ~ *); esses compostos
sdo muito hidrofébicos e seus tempos de migragdo coincidem com o tempo de
migragéo das micelas (tnc). A existéncia da janela de eluicdo limita a capacidade
de pico em MEKC ja que todos os analitos neutros devem ser separados entre
os tempos tgo € tye. O tamanho da janela de eluicdo pode ser alterado pela
adicdo de modificadores organicos ou misturas de micelas ou pela modificacdo
da parede do capilar.

O fator de retencdo em MEKC (k’) é definido como a razdo do numero de
mols de soluto na fase pseudo-estacionaria (micela), nne, € 0 nUmero de moles

na fase aquosa, Ny

k'=— (11)
Naq

O fator de retencdo em MEKC para analitos neutros pode ser determinado

pelo tempo de migragao usando:

tr —teo

K'=—————= (12)
teo{l - (trj}
tme

onde t; € o tempo de migragéo do analito.
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Esta expressdo € muito similar a equagao para fator de retengdo em
cromatografia convencional, com a exceg¢ado do termo adicional [1 — (. / tyc)] no
denominador. Este termo indica a existéncia de uma janela de elui¢cdo, porque a
fase “estacionaria” em MEKC é também moével. Se t,. tende ao infinito (micela
estacionaria), o termo extra no demominador tende a zero e pode ser omitido.
Como consequéncia, o fator de retencdo é o mesmo da cromatografia

convencional.

2.2.2.3.3
Resolucao, capacidade e eficiéncia

A resolucdo Rs em MEKC ¢é dada por:
Rsz(ﬂj(a—lj[ k'2 j 1—(teo/tmc) (13)
4 o 1+k"2 )| 1+ (teo/tmc)k'l

Onde N é o numero de pratos tedricos, ki € k, sdo os fatores de retencéo

dos analitos denominados 1 e 2, respectivamente e a é o fator de seletividade
dado por k'4/k’>. A equacdo 13 difere da equacdo de resolugdo para
cromatografia convencional apenas pela inclusdo do ultimo termo, o qual refere-
se a existéncia da janela de detecgado. A migracdo da micela inserida no capilar
causa reducao do tamanho efetivo da coluna (capilar). Se t,, tender ao infinito, o
ultimo termo da equagao sera igual a unidade e a expressdo da resolucéo é
simplificada para aquela definida para cromatografia convencional.*

Em cromatografia, a resolugdo aumenta com o aumento do fator de
retencdo. Em MEKC, entretanto, a relagao entre R e k' ndo é intuitiva, devido ao
ultimo termo da equacéo, que de fato diminui com o aumento de k’. A resolugao
passa por um maximo, para valores de k' entre 1 e 5. O valor 6timo depende do
intervalo de eluicdo. Quando a velocidade de migragdo da micela e a velocidade
eletro-osmatica tém magnitudes aproximadas, mas direcbes opostas, o intervalo
de eluigdo pode ser estendido e o valor étimo de k' aumentado. No entanto, sob
estas condicbes, a reprodutibilidade dos tempos de eluicdo pode ser
comprometida. Em geral, a redugao dos valores de k’ dos ultimos componentes
da mistura é necessaria para melhorar a resolu¢ao. Um aumento de t relativo a
t. é suficiente para diminuir k. O tempo de eluicdo da fase micelar é determinado
pela velocidade aparente da micela, vy, que por sua vez, € a soma vetorial das

velocidades eletro-osmotica (vosm) € eletroforética da micela (vem). Em condicoes
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de rotina (micela anidnica, pH > 5), a vosm € maior que ven. Dessa forma, uma
diminuicdo do potencial zeta do capilar ira reduzir tanto vesm quanto vey. Isto
produz o efeito desejado de aumento de t, relativo a t.. Além disso, desde que o
fator teo/tne diminui, o valor de resolugao 6tima aumenta, deslocando-se para
valores maiores de k’.%

O fator de retencédo de um soluto é o produto do coeficiente de particao, K,
€ a razao entre as fases, B (razdo entre os volumes da fase estacionaria e fase

movel):

K=BK (14)

Em cromatografia liquida de fase reversa, a incorporagédo de solventes na fase
movel afeta os valores de k’, pois afeta o coeficiente de particado. Em MEKC, a
situacdo é diferente, o solvente organico afeta ndo s6 K, mas também §.
Solventes organicos alteram a CMC e, portanto, o volume micelar. Além disso, a
adicdo de solventes orgénicos altera a viscosidade e a constante dielétrica da
fase moével e, consequentemente, o potencial zeta do capilar, resultando na
variagao da velocidade eletro-osmatica. Metanol, 2-propanol e acetonitrila sdo
alguns dos solventes (aditivos) utilizados para a amplificagéo dos intervalos de
tempos de eluicdo. Em geral, a reducgéo do fator de capacidade dos solutos que
eluem por ultimo é conseguida a custa de longos tempos de analise.

Em MEKC, a capacidade de picos (n) é dada pela seguinte expresséao:

n:1+—lnt— (15)

Em geral, se nenhum procedimento € usado para estender o intervalo de
eluigdo, um numero de aproximadamente 100 solutos, assumindo te./tc = 0,3 €
N = 10°, poderia ser separado por MEKC; esse nimero é pequeno em relagdo
ao numero de pratos considerado. Com outras técnicas que nao tem a limitagao
da janela de eluigdo esse nimero de solutos separados seria maior.*®

Eficiéncia é a média de alargamento de banda que ocorre durante a
separacao. Os termos definidos para cromatografia foram transferidos para
métodos de separacdo em eletromigracédo capilar. A altura equivalente de um
prato tedrico (altura do prato) H corresponde a variancia do pico (em unidades
de comprimento) dividida pela distancia de migragao. O nimero de pratos N é a

distancia que foi migrada dividida pela altura do prato. Em EKC com parametros
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experimentais padrdo, um numero de pratos de 200.000 a 300.000 pode ser
obtido.*®

Em MEKC, a variancia da zona do soluto resultante de difusdo longitudinal
€ proporcional ao coeficiente de difusdo do soluto e ao tempo de migragéo. O
soluto tem a difusao na fase mével e a difusdo na fase micelar. Os solutos que
apresentam altos valores de k ficam muito tempo no interior da micela, que por
sua vez migra lentamente. Esses solutos levam mais tempo para eluir do capilar
e as bandas sdo mais vulneraveis ao alargamento gerado por difusdo. Outro
fator que pode produzir bandas largas € a variagdo de tamanho das micelas com
o tempo, em decorréncia do equilibrio de troca entre 0 monémero e a micela. A
mobilidade eletroforética da micela é determinada por fatores como tamanho e
forma, os quais dependem do numero de agregacgao. Surfactantes que geram
micelas em um amplo intervalo de tamanhos e formas podem ndo ser
adequados para MEKC. Solutos interagindo com micelas de diferentes tamanhos
exibem um amplo intervalo de velocidades de migracdo e podem produzir
bandas largas. Um aumento da concentragdo do surfactante, assim como um
aumento da temperatura pode contribuir para acelerar o processo de troca entre
micela e mondémero, melhorando a eficiéncia da separagdo. Outro efeito
relacionado com a resisténcia a transferéncia de massa entre as fases
pseudoestacionaria e moével também podem ocorrer em MEKC. Em geral, baixas
voltagens e altos coeficientes de difusdo do soluto minimizam estes efeitos. No
entanto, devido a natureza das forcas envolvidas, o processo de particao entre
solutos polares ou ibnicos e a micela pode apresentar uma cinética lenta, e
causar o alargamento de bandas. Resisténcia da transferéncia de massa na fase
movel envolve dois processos distintos: difusdo intermicelar e intracoluna. O
efeito intermicelar ocorre porque a difusdo do soluto entre as micelas € um
processo lento. Mesmo em concentragdes moderadas de surfactantes, a
distancia entre as micelas é extremamente pequena, dificultando a passagem do
soluto. As micelas constituem uma fase secundaria mais uniforme e
homogeneamente dispersa (devido a repulsao de cargas entre as micelas) e tém
dimensdes menores que as particulas usadas nas colunas empacotadas. Devido
a quase perfeita distribuicdo de micelas e sua natureza fluidica, diferencas de
percurso na migragao dos solutos sao praticamente eliminadas, explicando-se
assim a maior eficiéncia obtida nas separacdes por MEKC. A transferéncia de
massa intracoluna é lenta e contribui para o alargamento das bandas somente
se existir um gradiente de velocidade radial no capilar. Tais gradientes podem

ser originados apenas por efeitos térmicos, ja que a natureza do fluxo eletro-
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-osmotico, constancia do perfil radial da velocidade, minimiza esta fonte de

dispers&o.*®

2.2.2.3.4
Parametros experimentais relacionados com a otimizagéo da
resolucéo

A escolha dos varios constituintes quimicos que devem estar presentes na
analise por MEKC influencia na resolugdo da separacao dos analitos. Além da
temperatura, as escolhas do surfactante e do modificador adicionado ao eletrélito
de corrida s30 os mais importantes parametros para aumentar a resolugdo.”
Alguns parametros experimentais estudados neste trabalho serdo discutidos

mostrando a importancia de cada um na resolugao.

2.2.2.35
Escolha da micela — surfactante aniénico

Para a separacao de analitos neutros, a micela usada em MEKC deve ser
idbnica. O que mais se utiliza sdo surfactantes ibnicos ou mistura de surfactantes
ibnicos e nao i6nicos. Os grupos hidrofébicos e hidrofilicos presentes na
molécula dos surfactantes tém influéncia direta na seletividade em MEKC. O
surfactante mais utilizado em MEKC é o SDS (utilizado também neste trabalho),
cuja micela tem formato esférico, com os grupos polares ficando na parte
externa da micela e os grupos alquila constituindo o nucleo hidrofébico. Quando
um analito é incorporado na micela, trés tipos de interagbes séo possiveis: (i) o
analito é adsorvido na superficie da micela por interagdo eletrostatica ou de
dipolo; (ii) o analito comporta-se como um co-surfactante por particao na
formagao da micela; ou (iii) o analito é incorporado dentro do nucleo da micela. O
efeito da estrutura molecular do surfactante na seletividade da separacao pode
diferir de acordo com o tipo de interacao envolvida. O grupo hidrofilico, ou idnico,
€ geralmente mais importante na determinagdo da seletividade que o grupo
hidrofébico, pois mais analitos interagem com a superficie da micela. A diferencga
de seletividade em MEKC entre varios surfactantes anidnicos é devido a

interacdes de hidrogénio e um pouco de interagdes dipolar.*
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2.2.2.3.6
Concentracao e pH da solucéao tampéo

Em geral, a concentracdo do tampéao, na qual a fase pseudoestacionaria &
dissolvida ndo tem influéncia significativa na resolugdo, no entanto, o pH do
tampao €& um importante fator na manipulacdo da resolugdo de analitos
ionizaveis. Um analito ionizado com a mesma carga da micela podera ser
incorporado dentro da micela de forma menos intensa do que um analito ndo
ionizado. O fator de retencdo de um acido é a média dada pelo fator de retencao
de sua forma né&o dissociada com o fator de retencao de sua forma dissociada.
Assim, o coeficiente de distribuicdo, o tempo de migragéo e a resolugdo podem
ser alterados por mudangas no pH para analitos ionizaveis. Se a amostra é
composta somente por analitos neutros, o pH do tampéao tera pouco efeito na
seletividade. A consideragdo que deve ser feita é selecionar um pH onde as
moléculas de surfactantes estejam ionizadas (as micelas irdo migrar em uma
taxa diferente da do EOF) e que o EOF seja suficiente. O pH ira influenciar no
tempo de migracao das micelas e precisa ser otimizado para verificar a influéncia

no tamanho da janela de migracgéo.*'%®

2.2.2.3.7
Temperatura

O coeficiente de distribuicdo é dependente da temperatura, cujo aumento
causa a redugdo do tempo de migracdo, pois o coeficiente de distribuicdo é
diminuido. O aumento da temperatura também resulta em aumento da
velocidade do EOF e das micelas na mesma proporcao devido a redugao da
viscosidade do eletrdlito de separacdo. Existe também a dependéncia do
coeficiente de distribuicdo (particdo) dos solutos em fungdo da temperatura.
Consequentemente, a temperatura pode afetar a resolugdo. Sabendo-se que a
temperatura tem forte efeito ndo s6 na resolugdo, mas também no tempo de
migracgao, € importante manté-la sempre constante para a boa reprodutibilidade

dos resultados.®

2.2.2.3.8
Uso de aditivos na fase aguosa

Assim como na cromatografia liquida, varios modificadores de fase movel

sdo aplicados a MEKC. Entre os aditivos mais utilizados temos os solventes
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organicos, as ciclodextrinas (CDs) e a uréia.”® Nesse trabalho foi adicionado ao
eletrolito de trabalho apenas solvente orgénico (acetonitrila).

Solventes orgénicos misciveis em agua como metanol (MeOH) e
acetonitrila (ACN) podem ser utilizados em MEKC. Estes solventes organicos
reduzem o fator de retencdo e alteram a seletividade da separagcdo. Quando
esses solventes sdo adicionados na solucao do eletrélito de trabalho alteram a
polaridade da fase aquosa do eletrélito causando um aumento na atracdo do
analito para essa fase. A alta concentragdo de solvente orgénico pode dividir a
estrutura da micela, assim, é recomendado que a fracao de volume nao exceda
20% da composicao. A adicao de solvente organico na solugédo micelar reduz a
Veor €, desse modo, estende a janela de migracdo e aumenta a resolugdo. Um

estudo para escolher a porcentagem de solvente deve ser realizado.?®'%®
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