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SIMULTANEOUS DETERMINATION OF CATIONS BY CAPILLARY ELECTROPHORESIS WITH CONTACTLESS
CONDUCTIVITY DETECTION PERFORMED IN A HOME-MADE EQUIPMENT. This work describes the development of a
home-made capillary electrophoresis (CE) system based on the capacitively coupled contactless conductivity detection (C*D) for the
separation of the metallic species Zn*, Cr*, Pb*, Cd*, Co*, Cu*, Ni** e TI*. A background electrolyte composed of MES/Histidine
0,02 mol L' (pH 5.0) was optimized for the separation of the metallic species by using organic solvents and complexing agents as

additives. The system allowed the determination of the metallic species using MES/Histidine 0,02 mol L' and methanol 5% (pH 5.0)

as a background electrolyte, 15 kV separation voltage and hydrodynamic injection by gravity.
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INTRODUCAO

A eletroforese capilar (CE) tem sido muito empregada como mé-
todo analitico para a separagdo de cdtions metdlicos em diversos tipos
de amostras.! O principio de separagdo da CE baseia-se na migragdo
diferenciada de compostos neutros, idnicos ou ionizdveis, mediante a
aplicacdo de um campo elétrico em uma coluna capilar contendo em
seu interior uma solugdo de eletrdlitos. A CE é um método de separagio
atraente na andlise de misturas complexas devido as suas caracteristicas
de alta eficiéncia de separacdo, baixo consumo de reagentes e amostras,
tempos de andlise reduzidos, simplicidade do equipamento utilizado e
alto grau de automacéo.? O trabalho pioneiro em CE para a andlise de
cations metdlicos foi publicado por Hjertén e colaboradores em 1967,
descrevendo a separacio de Bi** e Cu?* utilizando dcido latico como
agente complexante no eletrélito de trabalho.® A partir de 1983, houve
um crescimento expressivo no nimero de artigos publicados envolvendo
aspectos instrumentais e aplicacdes da CE, principalmente devido ao
desenvolvimento rdpido da instrumentacao e, em parte, ao lancamento
do primeiro equipamento comercial completo para CE em 1987.%

Nos ultimos anos, a deteccdo condutométrica sem contato, ou
deteccdo oscilométrica, tem recebido uma atengdo especial como
alternativa a detec¢do condutométrica convencional. Neste tipo de
detec¢do, um sinal alternado de alta frequéncia, da ordem de centenas
de kHz a dezenas de MHz, € aplicado entre os dois eletrodos na célula
de deteccao, medindo-se a corrente elétrica resultante que € funcéo
da condutividade da solucéo. Os eletrodos da célula condutométrica
constituem um capacitor, enquanto a solugao atua como uma resisténcia
cujo valor depende da sua condutividade elétrica. Como a reatancia
capacitiva diminui com o aumento da frequéncia, a impedancia do
capilar € reduzida, permitindo que as variagdes de condutividade da
solucdo no interior do capilar sejam observadas mesmo com os ele-
trodos posicionados do lado externo do capilar. A CE com detecgdo
por condutividade sem contato possibilita a determinagio rdpida e
simultanea de {ons metdlicos com limites de detecc@o da ordem de umol
L1537 Além disso, ela é vantajosa em comparacdo a outros métodos
analiticos de separacio, principalmente em relag@o aos baixos custos
envolvidos na construgio e manutengdo do equipamento.

*e-mail: leandrocarvalho @pq.cnpq.br

A deteccdo condutométrica sem contato capacitivamente acoplada
(C*D, capacitively coupled contactless conductivity detection), con-
sistindo em um arranjo radial, foi aplicada as técnicas de eletromigra-
¢do no inicio dos anos 1980 para a determinacio isotacoforética de
fons pequenos.® Em 1998, Zemann e colaboradores’ e da Silva e do
Lago’® propuseram, de forma independente, a utilizagao da C*D como
método de detecc@o para CE. Desde entéo, varios outros autores tém
explorado este tipo de sistema de detec¢do na CE. Nesta configuragio,
a célula de C*D em arranjo axial € baseada em dois eletrodos tubulares,
que circundam o capilar de separacio e sdo posicionados lado a lado
ao longo do eixo do capilar. Um espaco entre os eletrodos (gap) de
poucos milimetros de comprimento® (2 e 1 mm) define o volume
de detecgdo. Como cada eletrodo forma um capacitor com a solugdo
do eletrdlito dentro do capilar, € possivel passar uma voltagem de
corrente alternada de alta frequéncia através da célula.

Os sistemas CE-C*D desenvolvidos por da Silva e do Lago®
foram totalmente construidos em laboratério, sendo os primeiros
sistemas CE-C*D desenvolvidos no Brasil. Desde entdo, a cons-
trugdo de sistemas CE-C*D tem se tornado uma alternativa muito
interessante para laboratérios de pesquisa que estejam interessados
no desenvolvimento da instrumentagdo e de métodos analiticos para
CE. Seguindo esta tendéncia, Bockel e colaboradores’ desenvolveram,
em 2005, um outro sistema CE-C*D com algumas modificagdes no
detector proposto por da Silva e do Lago® e com aquisi¢do de dados
utilizando um potenciostato comercial.

A separacio de metais alcalinos, alcalino-terrosos e de transigao
por CZE-C*D ja foi relatada na literatura.>”*!?> Na grande maioria
destes trabalhos, solugdes tampdo contendo uma mistura de dcido
2-N-morfolinoetanossulfonico (MES) e histidina (His) em meio acido
sdao empregados como eletrdlitos de trabalho, que mantém a condu-
tividade de fundo em niveis relativamente baixos. Geralmente, sdo
adicionados ao eletrdlito de trabalho agentes complexantes como éter
coroa, acido o-hidroxi-isobutirico (HIBA), 4cido latico (Hlac), acido
madlico e 4cido tartdrico para alterar as mobilidades eletroforéticas dos
fons metélicos,'*¢1>18 além de solventes organicos como metanol para
melhorar a resolugio dos sinais no eletroferograma.'#>%14

Este trabalho descreve a construgio de um sistema CE-C*D com
manipulacgio de solugdes completamente automatizada empregando
dois carrosséis de amostras acoplados ao sistema. A deteccdo por C*D
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é baseada nos prot6tipos descritos na literatura.>” O sistema desenvol-
vido foi empregado na andlise simultanea dos cations metdlicos Zn*,
Cr¥, Pb*, Cd*, Co*, Cu?*, Ni** e TI* em amostras de dgua.

PARTE EXPERIMENTAL
Instrumentacio

O equipamento de eletroforese capilar construido e utilizado
neste trabalho foi configurado com os seguintes equipamentos e
componentes: uma fonte de alta tensdo bipolar (0-30 kV) modelo
ARM-30 da marca Bertan (Spellman, New York, USA); um gerador
de fungdes de alta frequéncia da marca Minipa (modelo MFG-4202);
um controlador de temperatura da marca Novus N110 com sensor
de temperatura modelo Pt100; um sistema de injecdo composto
de um carro de impressdo de uma impressora Epson Stylus Color
600, uma garra manipuladora LG-KT (Little Grip Kit — Labsis)
com servomotor (Hitech HS-422) para o acionamento do carro de
impressora e um driver de motor de passos modelo DMP-02; uma
bomba de vdcuo da marca Prismatec; uma resisténcia de aparelho
secador de cabelo com um ventilador modelo DC 12V para circu-
lagdo de ar quente no interior do equipamento; dois ventiladores
modelo DC 12V e da marca Golden Cabo para circulacio de ar no
interior do equipamento; dois carrosséis trocadores de amostras
contendo 9 reservatérios e um brago eletromecanico; 3 fontes de
alimentacdo: uma fonte de tensdo 24 Vdc (modelo LRI S-100-
24 — Entrada 115 VAC 1,9A/230 VAC 0,8A 50/60 Hz — Saida +24
V 4,5A), uma fonte simétrica de £12 Vdc para alimentagcdo do
detector condutométrico (1 A por saida — Entrada 110 V) e uma
fonte de 12 Vdc para alimentagdo do sistema de injecdo (Entrada
110 VAC e Saida 12 Vdc 1 A); um detector de condutividade sem
contato (C*D) desenvolvido em laboratério; um capilar de silica
fundida de 75 um de diametro interno e 360 pm de didmetro ex-
terno (Microtube, Sdo Paulo/SP, Brasil); dois eletrodos de platina
de 1 mm de didmetro conectados aos terminais de alta tensdo e
terra da fonte; dois reservatérios (vial) para solugdes de 1 mL de
capacidade cada, onde sdo imersos as extremidades do capilar e os
eletrodos de platina; uma placa multifuncional modelo PCI-1711
(Advantech, DA&C Driver version 2.3) para interfaceamento do
equipamento com o software do computador. A Figura 1 mostra
de maneira esquemadtica a configuracdo do sistema eletroforético
construido em laboratdrio.
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Figura 1. Representagdo em diagrama de blocos do equipamento de eletro-
forese capilar construido em laboratorio
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Descricao do equipamento

O equipamento foi montado em um bloco de acrilico com dimen-
soes de 70 x 80 x 50 cm. O bloco de acrilico (transparente) possibilita a
termostatiza¢ao do ambiente interno do sistema eletroforético e o tra-
balho seguro do analista. A fonte de alta tensdo aplica uma diferenga
de potencial (de até +30 kV) entre o citodo e o anodo (platina), ambos
mergulhados na solugdo do eletrdlito de trabalho juntamente com as
extremidades do capilar. O comprimento total do capilar foi de 68
cm, sendo a distancia entre o ponto de injegdo e o detector de 46 cm.
Com relagdo a operacdo bésica do equipamento, a Figura 2 mostra as
duas extremidades do equipamento contendo 2 pecas projetadas para
ainjecdo da amostra, a lavagem do capilar e a troca de solucdes para a
andlise eletroforética. Acima das pegas mostradas nas Figuras 2a e 2b,
encontram-se as guias para o capilar (b) confeccionadas em acrilico e
borracha de silicone. As guias possibilitam uma maior estabilizagio
da posicao do capilar de silica durante o movimento de elevacdo da
peca na injecdio da amostra. Com relagéio a automacao do sistema, a
interface PCI-1711 utilizada desempenha a fun¢do de aquisi¢do do
sinal do detector (voltagem) e de operacdo de todos os componentes
do sistema via software no computador. As seguintes funcdes do
sistema eletroforético sdo controladas pela placa da interface: fonte
de alta tensdo (controle da tensao de saida, monitoramento da tensao
e corrente aplicadas, controle de polaridade e habilitagdo da saida da
fonte); bomba de vicuo (liga/desliga); garra manipuladora do siste-
ma de injecdo (abre/fecha); altura e tempo de elevacio do carro de
impressora (driver do motor de passo); controlador de temperatura;
ventiladores de circulagdo de ar (liga/desliga); amostradores (drivers
dos motores de passo). O software para operagdo automatizada do
sistema eletroforético através do computador foi desenvolvido em
linguagem Delphi 7.0.
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Figura 2. Representagdo esquemdtica das pegas confeccionadas para o equi-
pamento de eletroforese capilar para (A) inje¢do hidrodindmica da amostra
e (B) lavagem do capilar e aplica¢do de tensdo: (a) carro de impressora
com motor de passos, (b) guias de silicone para o capilar, (c) garra manipu-
ladora, (d) reservatorio da solugdo, (e) brago eletromecdnico, (f) bloco de
acrilico para aplicagdo de vdcuo, (g) borracha sintética para vedagdo. As
setas bilaterais representam os movimentos realizados por cada componente
das pegas projetadas

Injecao da amostra

Do lado esquerdo do equipamento (Figura 2A), pode-se ver o
conjunto de pegas projetadas para a injecao hidrodindmica da amos-
tra por elevagdo do reservatério contendo o capilar e o eletrodo de
platina, bem como a garra manipuladora (c) que permite a fixagio
do reservatério (d) na exata altura onde se encontram o capilar e o
eletrodo. O eletrodo de platina desta extremidade € conectado ao
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terminal de terra da fonte de alta tensdo. O reservatdrio contendo a
solucdlo conecta-se a esta peca e encontra o capilar e o eletrodo pela
elevagdo do brago eletromecanico (e) do carrossel de amostragem.
O conjunto todo tanto pode ser mantido nesta posi¢do, quando da
andlise eletroforética sob aplicac¢do de tensdo, como pode ser elevado
até uma altura de 28 cm pelo carro da impressora (a), quando da
inje¢do da amostra. A elevag@o da pega para a injecdo da amostra é
acionada por um motor de passos com driver de acionamento. Para o
retorno a posicdo inicial, foi instalada uma chave de fim de curso no
sistema de inje¢do. A altura e o tempo de inje¢@o sdo programados
por software e os pulsos de subida sdo dados por saida de pulsos da
placa de interface. O sistema de injegdo € controlado por uma placa
modelo DL 100-CP (Rizzi & Silveira Ltda., Santa Maria/RS, Brasil).

Lavagem do capilar e aplicacao da tensao

Do lado direito do equipamento (Figura 2B), pode-se ver o con-
junto de pecas projetadas para a fixagdo do reservatério contendo o
capilar e o eletrodo de platina, bem como o pequeno bloco de acrilico
(f) vedado com borracha sintética (g) para a aplicacdo de vicuo. O
reservatério contendo a solugdo (d) conecta-se a esta peca e encontra
o capilar e o eletrodo pela elevagdo do brago eletromecanico (e) do
carrossel. O eletrodo de platina desta extremidade € conectado ao
terminal de tensdo da fonte de alta tensdo. A polaridade da fonte (+
ou —) € controlada através de saida digital. A habilitagdo da saida da
fonte € ligada em série com um sensor magnético do tipo reed switch
instalado na porta do equipamento. Este sensor s6 permite habilitar a
fonte (fechamento do contato) com a porta do equipamento fechado,
para evitar exposi¢cdo do usudrio aos altos potenciais empregados no
equipamento. A bomba de vicuo € acionada apenas para a lavagem
do capilar com dgua ou eletrdlito de trabalho, empregando-se para
isto uma pressao negativa de —600 mmHg. O acionamento da bomba
de vécuo € feito por uma contatora (LG modelo GMC-6M) coman-
dada pela placa da interface (PCI-1711). A bomba de vacuo € ligada
através de bornes no interior do quadro de comando do equipamento,
sendo sua alimentagio independente da alimentagio do equipamento.

Controle de temperatura

Para o controle da temperatura do capilar e da solu¢@o no seu inte-
rior durante a aplicag@o da alta tensio de separacdo, o sistema dispde
de um sistema de aquecimento. Desta forma, o sistema de controle do
equipamento acionard a resisténcia colocada na lateral do bloco de
acrilico e o ventilador posicionado atrds da resisténcia fard circular ar
quente pelo sistema, toda vez que a temperatura diminuir em 0,1 °C
a temperatura fixada no controlador. Os ventiladores posicionados na
parte superior do bloco de acrilico auxiliam na circulag@o de ar e na
estabilizacdo da temperatura interna. O controlador de temperatura
recebe o sinal do sensor de temperatura, indica a temperatura no
painel (display), controla a temperatura através do acionamento da
resisténcia de aquecimento e retransmite a temperatura para a placa
de interface em sinal de 0 a 20 mA. Na entrada analdgica da placa de
interface foi instalado um resistor shunt de 270 Q de precisio 1% para
converter sinal de 0 a 20 mA em um sinal de 0 a 5,4 Vdc, compativel
com a entrada analégica da placa. Desta forma, o sistema de controle
estabiliza a temperatura interna do sistema eletroforético em relagio
a temperatura externa ao bloco de acrilico, a qual necessariamente
deve ser sempre inferior a temperatura estabelecida do painel do
controlador. A temperatura deve ser fixada em no minimo 25 °C para
viabilizar o controle de temperatura em todas as estagdes do ano. Um
sistema de controle de temperatura semelhante a este foi descrito na
literatura por Bockel e colaboradores® utilizando uma lampada e um
ventilador para o aquecimento do sistema e a circulacio de ar.

Determinacéo simultinea de cdtions empregando eletroforese capilar 2205

Amostradores

Os dois amostradores (Figuras 2A e 2B) construidos para o
sistema, um para o lado da inje¢@o de amostras e o outro para o lado
da detecg¢do, sdo constituidos basicamente de 2 partes: um carrossel
contendo reservatdrios e um braco eletromecanico para a elevacio
do reservatdrio e a introdug@o do capilar e do eletrodo de platina na
solucdo. O carrossel € composto por um disco de acrilico, simetri-
camente perfurado em 9 posicdes, o qual € acoplado diretamente ao
eixo de um motor de passos. A posi¢do do carrossel € determinada
por um sensor 6tico (Photonic, modelo PHCT 09/99) localizado
proximo a borda do disco de acrilico. Em cada posicao perfurada hd
um pino de referéncia, sendo a posi¢do zero marcada com 2 pinos
para diferenciacdo dos demais. Para cada posicdo do carrossel foi
construido um reservatério usinado em nylon para acomodagdo do
reservatorio da amostra (vial). Este reservatorio de nylon (suporte
do vial) tem um formato adequado para que o conjunto possa ser
elevado e puxado de volta pelo mecanismo elevador, retornando a
posicdo inicial. O mecanismo de elevacao do reservatorio foi cons-
truido usando-se um dispositivo eletromecanico de trava elétrica
de porta de automével. O motor de corrente continua que aciona
este dispositivo foi substituido por um motor de passos. A extensao
maxima do movimento do brago € de aproximadamente 3 cm. Os
drivers dos motores de passo dos dois amostradores s3o comandados
por uma placa controladora DL 100-CP (Rizzi & Silveira Ltda.,
Santa Maria, Brasil), com Software desenvolvido em linguagem
C. A comunicacdo da placa controladora com o computador € feita
via interface RS-232.

Deteccao condutométrica sem contato

A construgdo do detector de condutividade estd fundamentada
no trabalho publicado por da Silva e do Lago,® com alteragdes pro-
postas por Bockel e colaboradores.” A Figura 3 mostra de maneira
esquemadtica os detalhes da célula de deteccio. A detec¢@o € composta
dos seguintes estagios: entrada do sinal de alta frequéncia, eletrodo
de aplicacdo do sinal de alta frequéncia, eletrodo de detecgdo, con-
versor corrente/tensdo, retificador com amplificacdo de 10x, filtro
passa-baixas, buffer (ganho unitdrio), corre¢do da linha de base com
amplificacdo de 30x e circuito de protegdo para a entrada da placa
de interface (clamper). A placa foi instalada dentro de uma caixa
metdlica ligada ao potencial de terra para garantir a blindagem ele-
tromagnética, minimizando a captacdo de ruido. Em torno do capilar
foram construidos dois eletrodos cilindricos usando fio de wrapping
de 0,25 mm de diametro externo (cédigo R30B-0100, OK Industries
Inc. New York, USA). Um segmento de alguns centimetros deste
fio foi enrolado, com o auxilio de ferramenta apropriada, em uma
agulha descartavel de 450 pm que serve como molde, resultando em
um tubo de alguns milimetros com didmetro interno suficiente para
passar o capilar com didmetro externo de 360 um. Os eletrodos foram
soldados diretamente na placa de circuito impresso. Os eletrodos
foram confeccionados com comprimento de 2 mm e soldados na
placa com uma separagdo (gap de detecgdo) de 1 mm. O sinal de
onda senoidal de alta frequéncia proveniente do gerador de funcdes
é aplicado a um dos eletrodos. O outro eletrodo € ligado ao conversor
corrente/tensdo e aos circuitos de amplificacdo e condicionamento do
sinal (Figura 3). O sinal amplificado e condicionado (V) € enviado
ao software através da placa de interface conectada ao computador.
Dois modelos de amplificadores operacionais adequados ao circuito
foram utilizados: OPA2604AP (Texas instruments) e AD823AN
(Analog Devices). Os resistores empregados no circuito sdo todos
de precisio de 1%. A alimentacdo do circuito € proveniente de uma
fonte simétrica de +12 Vdc.
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Figura 3. Representagdo esquemdtica do detector condutométrico construido
para o equipamento de eletroforese capilar contendo capilar de silica fundida,
eletrodos e amplificadores operacionais

PROCEDIMENTOS ANALITICOS
Reagentes e solucoes

Todas as solugdes foram preparadas com dgua, destilada,
deionizada e purificada (Milli-Q, Millipore, Bedford, USA), com
resistividade de 18,2 M cm. Todos os reagentes utilizados foram
de grau analitico. As solucdes estoque para andlise dos cdtions foram
preparadas nas concentragdes de 1 g L™ a partir de ZnSO,.7H,0
(Merck), NiCl,.6H,0 (Merck), CdSO,.8H,0 (Merck), Pb(NO,),
(Vetec), Cr(NO,),.9H,0, (Vetec), Co(NO,),.6H,0 (Nuclear), TINO,
(Aldrich) e CuSO,.5H,0 (Reagen). As amostras sintéticas dos cétions
foram preparadas pela mistura e dilui¢do das solugdes estoque. As
solugdes do eletrdlito de trabalho foram preparadas diariamente pela
dilui¢do das solugdes estoque de 0,1 mol L' de dcido 2-N-morfoli-
noetanossulfonico (MES — Merck), histidina base livre (His — Sardi),
acido 2-hidroxi-isobutirico (HIBA — Sigma-Aldrich), dcido latico
(HLac —Riedel-de Haén) e de éter 18-coroa-6 e metanol (MeOH),
ambos da Merck. O valor do pH da solu¢ao do eletrélito de trabalho
foi ajustado com HNO, (Merck). As solugdes foram armazenadas a
4 °C e ao abrigo da luz.

As solugdes do eletrélito de trabalho foram filtradas usando
membrana de acetato de celulose 0,45 pum (Sartorius) em sistema
sob vdcuo e, em seguida, sonicadas por 30 min.

Analise de cations metalicos no sistema CE-C‘D

O condicionamento do capilar de silica fundida (75 um de
didmetro interno, 360 um de didmetro externo e 68 cm de compri-
mento) foi feito em fluxo aplicando-se uma pressao de —600 mmHg
na extremidade préxima ao detector. Primeiramente, empregou-se
NaOH (Merck), na concentra¢do 1 mol L', durante 40 min, seguido
de dgua purificada por 10 min, NaOH 0,1 mol L' por 15 min, dgua
purificada por 10 min e, finalmente, solucio do eletrélito de trabalho
por 30 min. O potencial de 15 kV foi aplicado até a estabilizac¢do da
linha base. Entre as injecdes das amostras, o capilar foi lavado com o
eletrélito de trabalho durante 5 min mediante aplicacio de vdcuo, nas
mesmas condigdes descritas acima. Ao final de um dia de trabalho,
o capilar era lavado com dgua ultrapura por 15 min.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Separacio simultinea de Na*, K*, Ca** e Mg** por CE-C‘D
Apés a sua montagem e configuragdo, o sistema CE-C*D

foi testado de acordo com metodologias previamente descritas

na literatura para a separag¢do de metais alcalinos e alcalino-
terrosos.>’ A separagdo eletroforética dos metais Na*, K*, Ca*
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e Mg?* foi feita pela aplicacdo de um potencial de 15 kV, com o
detector C*D operando em 600 kHz e 2VPlD e utilizando-se uma
solugdo tampao MES/His 0,02 mol L' (pH 5,0) como eletrdlito
de trabalho. A repetibilidade do sistema foi avaliada pela injec¢do
sequencial (injecao hidrodinamica por gravidade a 10 cm por 30
s) de uma solugdo aquosa contendo uma mistura de Na*, K*, Ca**
e Mg?* nas seguintes concentragdes: 100 pmol L' para K* e Ca**
e 170 umol L™! para Na* e Mg*". Os tempos de migracdo (tm) para
0s quatro picos foram medidos para cinco inje¢des sucessivas e
seus respectivos valores de desvio padrdo estdo listados na Tabe-
la 1. Os coeficientes de variacdo calculados apresentam valores
entre 6,73 ¢ 9,19% para os tm. Estes resultados estdo de acordo
os encontrados na literatura;>’ ou seja, hd uma boa resolugio e
reprodutibilidade dos picos para os quatro cdtions, indicando o
desempenho adequado do sistema CE-C*D construido em labo-
ratdrio. Nesta tabela também estdo descritos os valores de limites
de detec¢do (LOD) e de quantificacdo (LOQ) calculados para os
quatro cdtions citados.

Tabela 1. Valores de tempos de migragdo, limites de deteccdo e
quantifica¢do para os cdtions K*, Ca**, Na* e Mg** (n = 5); Eletrdlito
de trabalho: MES/His 20 mmol L' (pH 5,0); Potencial de separag@o:
—15 kV; Temperatura: 25 °C; Inje¢ao hidrodinamica (gravidade): 10
cm por 30 s; Capilar: silica fundida de 68 cm com 46 cm até o detector
(75 pm diametro interno x 360 um diametro externo)

Parametros K* Ca* Na* Mg?*
Tempo de migracdo (min) 3,71 4,22 4,35 4,55
Desvio padrdo (min) +0,25 +0,30 =040 0,29
LOD (umol L) 1,90 1,54 1,84 1,36
LOQ (umol L) 5,70 4,62 5,49 4,08

Separacao simultinea de TI*, Pb**, Cd*, Cr*, Zn*, Co*, Cu* e
Ni?** por CE-C*D

O sistema CE-C*D construido foi empregado também para a
separagdo de cdtions metdlicos do grupo dos metais de transicao.
Devido as semelhancas nos valores de mobilidade eletroforética para
alguns cdtions deste grupo selecionado, a separacdo eletroforética
envolve normalmente o uso de aditivos no eletrdlito de trabalho, como
complexantes e solventes orgdnicos. Portanto, uma etapa subsequente
do trabalho envolveu a aplicagdo do sistema construido na otimizagao
da separag@o destes cations por CZE.

Sabendo-se que o pH do eletrdlito de trabalho € o parametro de
separagdo mais importante em CE para influenciar na seletividade
do sistema, a separac@o simultinea dos cdtions T1*, Pb*, Cd*, Cr*,
Zn?**, Co*, Cu** e Ni** foi investigada em diferentes valores de pH
do tampao MES/His 0,02 mol L~!. Os resultados obtidos para os oito
cations em valores de pH entre 5,0 e 6,1 mostraram que a variacio
deste modifica significativamente os tempos de migragio (tm) obtidos.
Por exemplo, em valores de pH 5,0 e 5,5 o fon Ni** foi o tltimo pico
visualizado no eletroferograma, bem diferente do resultado encon-
trado em pH 6,1 no qual sua zona passa a sair junto com o plug da
agua e, desta forma, o seu pico ndo foi detectado. Isto ocorreu pelo
fato de que em um valor de pH maior a concentragdo de fons Ni*
livres € menor, jd que nestas condigdes existe uma concentra¢io maior
desses fons na forma de hidroxido. Apesar da investigagido do pH do
eletrélito de trabalho nesta faixa descrita nao fornecer uma separagao
completa dos oito cations estudados, o eletrélito de trabalho MES/
His 0,02 mol L~'em pH 5,0 foi escolhido para dar continuidade aos
estudos de otimizacdo, pelo fato de fornecer um tempo de andlise
em torno de 10 min.
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Além do pH, a forca idnica do eletrélito € um paradmetro impor-
tante que pode ser variado para melhorar a eficiéncia de separagdo,
a resoluc@o dos picos e a sensibilidade do sistema de detecgcdo. A
dependéncia dos tempos de migracdo dos cétions TI*, Pb*, Cd*,
Cr’*, Zn*, Co*, Cu* e Ni’com a concentra¢io de MES/His em pH
5,0 foi investigada na faixa de concentragéo de 0,01 a 0,05 mol L.
Aqui, observou-se que o aumento da concentracio do eletrélito de
trabalho de 0,01 para 0,03 mol L' leva a uma melhora significativa
na separagdo dos picos dos oito cdtions, apesar do tempo de andlise
ser maior. Por outro lado, a altura dos picos diminuiu com o aumento
da forca idnica do eletrélito, devido a diminuicdo da relacdo sinal/
ruido pelo aumento da condutividade basal. Portanto, os testes sub-
sequentes de otimizacdo da separacio dos cations foram realizados
comparativamente para eletrdlitos de MES/His nas concentracdes
0,02 e 0,03 mol L' (ambos em pH 5,0).

A sensibilidade da C*D em CZE estd diretamente ligada a diferenca
de condutividade entre o eletrdlito de trabalho e a zona do soluto que
migra pelo capilar. Portanto, a separac@o dos cations foi investigada
também em eletrélitos de trabalho de diferentes composigdes. Para
avaliar a capacidade de separacio dos eletrolitos testados, uma amostra
padrio contendo TI*, Pb*, Cd*, Cr**, Zn*, Co*, Cu** ¢ Ni** na concen-
tracao 50 umol L™ (cada) foi analisada. Primeiramente, metanol (1 a
20% v/v) foi adicionado aos eletr6litos MES/His nas concentracdes de
0,02 ¢ 0,03 mol L' (pH 5,0). Comparando-se os eletroferogramas ob-
tidos com estes eletrolitos, uma separagdo eficiente dos oito cations foi
obtida com MES/His 0,02 mol L' (pH 5,0) contendo MeOH 5% (v/v)
como aditivo. O solvente organico promoveu a modificac@io da visco-
sidade da solucio do eletrdlito de trabalho, o que ocasionou mudangas
de mobilidade aparente e, portanto, na migracao relativa dos cétions.
A adicdo de agentes complexantes ao eletrélito de trabalho também
foi investigada, onde se observou que o complexante dcido 2-hidroxi-
isobutirico (HIBA) promoveu o aumento nos tempos de migragdo de
todos os cdtions, exceto o T1*. Entretanto, a sensibilidade na detecgao
(relagdo sinal/ruido) obtida com o eletrdlito de trabalho MES/His 0,02
mol L' (pH 5,0) contendo HIBA 1 mmol L foi inferior aquela obtida
com o eletrélito MES/His 0,02 mol L' (pH 5,0) contendo MeOH 5%
(v/v) como aditivo. Outros testes envolveram a troca do 4cido organi-
co do eletrélito, MES, por 4cido latico (HLac) e HIBA. As melhores
condi¢des para a separacdo com estes eletrdlitos foram obtidas para o
eletrdlito HLac/His 0,02 mol L' (pH 5,25) contendo MeOH 10% (v/v),
onde significativas modificagdes no comportamento eletroforético dos
cations foram observadas. Aqui, picos negativos foram registrados para
Zn?** e Co™, pois suas zonas passaram a ter condutividades menores
que a do eletrdlito de trabalho, além do cdtion Co®* comigrar com o
cétion Ni**. A separacdo com o eletrélito composto por HIBA/His 0,01
mol L' (pH 4,85) e MeOH 10% (v/v) foi a menos eficiente de todas
as investigadas devido a baixa resolucdo entre os picos obtidos para
os pares Zn**/Co** e Ni**/Cu?*, além das comigragdes observadas para
Cd* e Cr**. A adic@o de éter 18-coroa-6 como agente complexante ao
eletrélito de trabalho MES/His 0,02 mol L' (pH 5,0) e MeOH 5% (v/v)
também foi investigada. Entretanto, esta condi¢éo originou picos com
alturas menores em relagio aos outros eletrdlitos investigados, além de
apresentar baixa resolugdo entre os picos detectados. Pela comparacio
dos eletroferogramas obtidos para as misturas sintéticas dos cations,
observou-se que o eletrdlito de trabalho contendo MES/His 0,02 mol
L' (pH 5,0) e MeOH 5% (v/v) forneceu a melhor condigdo para a
separagdo simultinea de TI*, Pb**, Cd*, Cr**, Zn*, Co*, Cu>* e Ni**
utilizando-se um capilar de silica fundida de 68 cm de comprimento
(46 cm até o detector) e 75 um de didmetro interno, com boa resolu¢ao
de picos e maior relacdo sinal/ruido para todos os cations estudados. A
separagao eletroforética dos oito cations sob condi¢des otimizadas pode
ser vista nas Figuras 4 ¢ 5 em uma amostra sintética e uma amostra
real de d4gua de hemodidlise contaminada com os cédtions. Como pode
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ser observado, a determinagio destas espécies € possivel na presenca
de fons Na* presentes na dgua de hemodidlise.

E (V)

cu?*
0.1 4 Ni2+

8 10
t, (min)

Figura 4. Eletroferograma de uma amostra sintética de 4 mg L™ de TI(I),
Pb(1l), Cd(1l), Cr(Ill), Zn(Il), Co(1l), Cu(Il) e Ni(Il) em eletrolito de trabalho
MES/His 0,02 mol L' (pH 5,0) e MeOH 5% (v/v), com aplicagdo de 10 kV
para a separagdo dos metais. Capilar: silica fundida (75 x 360 um) de 68
cm de comprimento com 46 cm até o detector; Detector: C*D operando em
600 kHz e 2 vV, Temperatura de separagdo: 25 °C; Inje¢do hidrodindmica
por gravidade: 28 cm por 60 s

EV)

ty (min)

Figura 5. Eletroferograma de uma amostra de dgua de didlise contaminada
com 4 mg L~ de Tl(I), Pb(Il), Cd(1l), Cr(Ill), Zn(Il), Co(Il), Cu(Il) e Ni(1l) em
eletrdlito de trabalho de MES/His 0,02 mol L™ (pH 5,0) e MeOH 10% (v/v), com
aplicagdo de 10 kV para a separagdo dos metais. Capilar: silica fundida, 75
um, 68 cm, 46 cm até o detector; Detector: C*D operando em 600 kHz e 2 VW,'
Temperatura: 25 °C; Injegdo hidrodindmica por gravidade: 28 cm por 60 s

A repetibilidade do sistema foi avaliada pela injecdo sequencial
(injecdo hidrodindmica por gravidade a 28 cm por 60 s) de uma
solugdo aquosa contendo uma mistura de T1*, Pb*, Cd*, Cr*, Zn?*,
Co*, Cu** e Ni** na concentraciio 4 mg L. Os tempos de migrago
para os oito cdtions foram medidos para cinco injecdes sucessivas e
seus respectivos valores de desvio padrdo estdo listados na Tabela 2.
Os coeficientes de variacio calculados apresentam valores médios
de 2,8% para os tempos de migra¢do dos metais. O limite de detec-
¢do (LOD) para os cations foi calculado a partir equagdo da curva
analitica (30,,/b) ap6s 10 medidas do branco. Os resultados podem
ser visualizados na Tabela 2. O valor da drea dos picos obtidos na
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Tabela 2. Figuras de mérito para a determinag@o simultdnea (n = 5) dos cdtions TI*, Pb*, Cd*, Cr*, Zn?*", Co*, Cu*, Ni** por CZE-CCD.
Eletrdlito de trabalho: MES/His 20 mmol L' (pH 5,0) e MeOH 5% (v/v); Potencial de separagdo: —10 kV; Temperatura: 25 °C; Injecdo
hidrodinamica (gravidade): 28 cm por 60 s; Capilar: silica fundida de 68 cm com 46 cm até o detector (75 um didmetro interno x 360 um

didmetro externo)

Parametros TI* Pb* Cd* Cr* Zn* Co* Cu* Ni?
Tempo de migragdo (min) ¢ 7,64 7,83 8,68 9,12 943 10,09 12,93 13,77
Desvio padrio relativo (%) 2,7 2,9 2,8 2,7 3,0 2,6 2,9 3,4
Area média (V min) @ 0,0042 0,0049 0,014 0,0200 0,0114 0,00130 0,0162 0,0305
Desvio padrao relativo (%) 2,3 2,0 2,1 4.5 4,0 4,1 2,4 2,9
LOD (umol L) 5,08 1,69 3,52 5,93 5,16 22,17 8,43 3,28
LOQ (umol L) 16,91 5,62 11,72 19,74 17,02 73,82 28,07 10,92

“n=15

deteccdo condutométrica sem contato forneceu uma resposta linear
para todos os cdtions nas seguintes faixas de concentragdo (n = 5):
17-280 pmol L' para TI* e Zn**; 12-280 umol L' para Cd**; 74-300
umol L-! para Co**; 6-300 pmol L' para Pb**; 20-350 umol L' para
Cr?; 28-320 umol L' para Cu?* e 11-350 pmol L! para Ni?*.

CONCLUSOES

O sistema CE-C*D descrito neste trabalho emprega um sistema de
manipulacdo de solugdes completamente automatizado empregando dois
carrosséis de amostras acoplados ao equipamento. Todos os componen-
tes do sistema eletroforético sdo operados através de uma interface via
computador, incluindo os dois amostradores projetados e acoplados ao
sistema eletroforético. O detector condutométrico foi construido de acor-
do com prot6tipos previamente descritos na literatura e permite a detecgdo
sensivel de metais alcalinos, alcalino-terrosos e metais de transigéio. O
sistema construido em laboratdrio apresenta boa reprodutibilidade para
os tempos de migragdo dos metais estudados, com desvio padrio relativo
(RSD) entre 6,3 € 9,2% para Na*, K*, Ca?* e Mg* e entre 2,60 e 3,4%
paraZn*, Cr**, Pb*, Cd*, Co**, Cu**, Ni** e TI*. O método eletroforético
desenvolvido foi empregado na otimizagio da separacdo dos cations
metélicos Zn**, Cr**, Pb*, Cd**, Co?*, Cu**, Ni** e TI* em amostras de
agua. O eletrdlito de trabalho composto pelo tampao MES/His 0,02 mol
L™ (pH 5,0) e MeOH 5% (v/v) possibilitou a separagio simultanea dos
cations metdlicos empregando um capilar de silica fundida de 68 cm
com 46 cm até o detector (75 pm didmetro interno x 360 pm didmetro
externo) e um potencial de separacdo de —10 kV. Limites de detecgio
calculados para os oitos cations metalicos entre 1,69 e 22,17 umol L™
permitem a aplicagdo da metodologia para determinacdes em amostras
reais empregando o sistema eletroforético desenvolvido.
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