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RESUMO

Uma técnica analitica que nos ultimos anos tem ganhado expressivo
interesse na area de ciéncias das separacdes € a eletrocromatografia capilar
cujas caracteristicas principais sdo o uso de um fluxo eletrosmético para eluir a
fase movel e o uso de colunas com didametro interno variando em torno de
100 um, o que possibilita obter separacdes altamente eficientes e com baixo
consumo de solventes. Aliado a isso estd o desenvolvimento de fases
estacionarias monoliticas cujo preparo € relativamente facil, permitem boa
permeabilidade da fase movel e possuem elevada area superficial.

No presente trabalho, uma fase estacionaria monolitica baseada no
mondmero (3-metacriloxipropil)-trimetoxisilano fotopolimerizado diretamente no
interior de capilares de silica fundida (100 um de didmetro interno) foi avaliada
na separagdo por eletrocromatografia capilar de misturas padroes dos
esteroides estriol, estradiol e progesterona, bem como de alguns
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos. Foram utilizados capilares de silica
fundida com um revestimento externo de fluoropolimero transparente a
radiacdo UV e alternativo aos tradicionais revestimentos de poliimida. Esse
revestimento de fluoropolimero se mostrou adequado a polimerizacao iniciada
por radiacdo UV proxima a 375 nm bem como para a deteccdo dos analitos
propostos, ndo sendo necessario remover uma se¢ao desse revestimento para
criar uma janela de deteccao.

Um planejamento fatorial 2° foi usado para encontrar um perfil de
separacao satisfatorio dos trés esteroides variando a fracdo de acetonitrila na
fase movel, a concentracdo do eletrdlito NH;AC e a voltagem aplicada durante
as corridas. A condicdo com 30% v/v de acetonitrila, 10 mmol L™ de NH4Ac e
-25 kV, apresentou tempo total de corrida menor que 10 minutos e boa
resolucdo entre os pares criticos de picos (entre 1,1 e 1,9). O numero de pratos
tedricos por metro nessa condicéo foi de 1873, 3631 e 3886 para os picos do
estriol, do estradiol e da progesterona, respectivamente.

A renovacdo da fase movel entre as corridas permitiu a melhora
significativa da repetibilidade dos eletrocromatogramas e, combinada com a

pressurizacdo simultdnea de ambos os vials durante as corridas, preveniu a



instabilidade da corrente elétrica causada pela formacdo de bolhas e pela
eletrodlise.

Paralelamente, as colunas monoliticas foram testadas em um
equipamento de cromatografia a liquido, mas os resultados ndo foram
satisfatorios. As especificagcbes do equipamento, tais como vazdo de fase
movel e volume de injecdo de amostra ndo se mostraram apropriadas para as

dimensoes das colunas.

Palavras-chave: Fases estacionarias monoliticas. Eletrocromatografia capilar.
Esteroides.



ABSTRACT

In recent years an analytical technique which has gained significant
interest in separations science is the capillary electrochromatography whose
main features are the use of electroosmotic flow to elute the mobile phase and
the use of columns with an inner diameter ranging around 100 pm, which allows
obtaining highly efficient separations and low solvent consumption. Allied to
this, the development of monolithic stationary phases whose preparation is
relatively easy allows good permeability of the mobile phase and have high
surface area.

In this work, a monolithic stationary phase based on
3-(methacryloxypropyhtrimethoxysilane monomer, photopolymerized directly
within fused silica capillaries (100 um of inner diameter) was evaluated through
electrochromatographic separations of standard mixtures of steroids: estriol,
estradiol and progesterone, as well as some polycyclic aromatic hydrocarbons.
Fused silica capillaries with an UV-transparent fluoropolymer external coating,
alternative to traditional polyimide ones, were used. This fluoropolymer coating
was adequate to the polymerization initiated by UV radiation close to 375 nm as
well as for the detection of the proposed analytes. Besides, the removal of the
coating section to create a optical detection window, was not necessary.

A 23 factorial design was used to find a satisfactory separation profile of
the three steroids, by varying the fraction of acetonitrile in the mobile phase, the
concentration of ammonium acetate electrolyte and applied voltage during runs.
The condition with 30% v/v acetonitrile, 10 mmol L™* ammonium acetate and
-25 kV showed a total run time of less than 10 minutes and a good resolution
between the critical pairs of peaks (from 1.1 up to 1.9). The plate numbers per
column meter in this condition was 1873, 3631 and 3886 for the estriol, estradiol
and progesterone peaks, respectively.

The repeatability of the electrochromatograms was significantly improved
with the renewal of the mobile phase between the runs and, in combination with
simultaneous pressurization of both inlet and outlet vials, it prevented bubble

formation and instability of electric current due to electrolysis.



In parallel, the monolithic columns were tested in liquid chromatography
equipment, but the results were not satisfactory. The equipment specifications,
such as mobile phase flow rate and sample injection volume, were not

appropriate for the columns size.

Keywords: Monolithic stationary phase. Capillary electrochromatography.
Steroids.
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1. INTRODUCAO

Quando duas substdncias ou mais apresentam propriedades
semelhantes frente a um sistema de deteccdo qualquer é comum que se
recorra a alguma técnica de separacdo analitica capaz de determinar e
quantificar separadamente os analitos sem que um interfira no sinal do outro.
Podemos citar como técnicas mais expressivas de separagdo analitica em

meio liquido a cromatografia a liquido e a eletroforese capilar.

1.1. CROMATOGRAFIA A LIQUIDO

A cromatografia a liquido (LC, liquid chromatography) € um sistema
cromatografico constituido por uma fase mével (FM) liquida que flui por uma
fase estacionaria (FE) levando a distribuicdo dos solutos entre ambas as fases
devido as diferencas de interacdo dos solutos em cada uma delas. A natureza
da FE e os tipos de equilibrios entre as fases definem cinco tipos de LC:
particdo, adsorcéo, troca-idnica, afinidade e exclusdo por tamanho.

A técnica mais utilizada de LC é a cromatografia a liquido de alta
eficiéncia (HPLC, high performance liquid chromatography) e utiliza um sistema
de alta presséo (em torno de 500 bar) para bombear a FM. As colunas
contendo a FE possuem até 4,6 mm de didmetro e a FE sdo comumente
particulas esféricas de diametro entre 3 e 5 um compactadas (MALDANER;
COLLINS, 2010).

1.2. ELETROFORESE CAPILAR

A eletroforese capilar (CE, capillary electrophoresis) é uma técnica que
utiliza um meio liguido contendo um eletrélito tamponado para separar
espécies carregadas na presenca de um campo elétrico que migram com
velocidades eletroforéticas diferenciadas (definidas pela carga e tamanho de

cada espécie). Uma caracteristica dessa técnica € a presenca de um fluxo
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eletrosmotico (FEO) oriundo do arraste do solvente a partir da migracdo dos
cations solvatados do eletrélito em direcdo ao catodo (eletrodo negativo). A
velocidade eletrosmotica (velocidade do FEO) é bem maior que a velocidade
eletroforética e o FEO arrasta todas as espécies, incluindo as neutras, em
direcdo ao catodo, tornando possivel orientar anions, cétions e espécies
neutras para uma mesma regiao do capilar, possibilitando sua detec¢cdo em um
ponto comum (TAVARES, 1997).

O modo de separacdo mais comum em CE € denominado eletroforese
capilar de zona (CZE, capillary zone electrophoresis), em que a concentracéo
do tampao € constante em toda a regido de separacado. Ao longo dessa regiao,
0S componentes idnicos distintos se separam em zonas e 0S neutros
permanecem em uma Unica zona. Esta é uma limitacdo desse modo, que € a
incapacidade de separar espécies neutras.

Alternativamente podemos citar 0 modo de separacdo por cromatografia
eletrocinética micelar (MEKC, micelar electrokinetic chromatography) em que
uma pseudo-fase estacionaria € obtida a partir de tensoativos que formam
micelas carregadas no eletrolito. As micelas migram em direcdo ao detector e
os analitos neutros apresentam interacdes de particdo diferenciadas com as
fases de eletrdlito (hidrofilica) e pseudo-estacionaria (hidrofébica),
possibilitando a separacao. Entretanto, a MEKC possui algumas desvantagens
que limitam a sua utilizacdo, principalmente a limitada capacidade de picos
(intervalo de tempo entre o soluto n&o retido e o soluto totalmente retido pela
micela) e a utilizacdo de tensoativos, que podem comprometer os sistemas de
deteccao por espectrometria de massas (SATINDER; MOHAMEDILIAS, 2008).

1.3. ELETROCROMATOGRAFIA CAPILAR

A eletrocromatografia capilar (CEC, capillary electrochromatography) é
uma técnica de separacao analitica que une as caracteristicas da CE e da LC.
Em termos praticos utiliza-se a instrumentacdo da CE incluindo um capilar
contendo em seu interior uma FE tipica das técnicas cromatogréaficas. Em CEC
a FM contendo os analitos e o eletrélito é forcada, pela aplicacdo de um campo
elétrico gerador do FEO, a eluir pelo capilar contendo a FE. A separacdo se da
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tanto pela migragcdo com velocidade diferenciada dependente da carga e
tamanho do analito, como pelas diferencas de interagcdo dos analitos com a FE.
O FEO caracteristico da CE elimina a necessidade da aplicacdo de pressdo
para prover a eluicdo da FM e tem um perfil planar contrastando com o perfil
parabolico do fluxo gerado por pressdo. Em adicdo a isso, 0s principios
cromatograficos possibilitam a separa¢do de moléculas neutras, o que nao é
possivel quando se utiliza técnicas eletroforéticas como a CZE (PATERSON,;
BOUGHTFLOWER, 2000; SEGATO et al., 2009).

1.4. FASES ESTACIONARIAS

A FE pode ser um sélido, um liquido (adsorvido ou ligado a um soélido)
ou um gel e é fixada em um suporte inerte localizado sobre uma superficie
planar ou tubular, podendo o suporte ser a propria superficie ou um material
particulado depositado sobre ela. No caso em que a FE est4 sob a forma de
um material particulado compactado preenchendo o interior de um tubo, temos
a denominacéao de coluna recheada ou coluna compactada. Quando o tubo tem
sua parede interna revestida por uma camada de FE, temos a denominacao de
coluna tubular aberta. Além disso, a FE no interior do tubo pode ser um leito
continuo, unitario e poroso denominado coluna monolitica.

As colunas recheadas sdo o tipo mais utilizado em LC e o recheio é
geralmente preparado a partir de particulas de silica com diametros altamente
uniformes recobertas com filmes orgénicos, 0s quais sdo quimicamente ou
fisicamente ligados a superficie. Comumente as particulas sdo esferas de
diametro entre 3 e 5 um compactadas em colunas de 4,6 mm de diametro. Ja
as colunas tubulares abertas requerem preferencialmente capilares com
dimensées bastante reduzidas (da ordem de 102 pm). Nesse caso, uma fina
camada de FE com espessura de poucos décimos de micrometros é fixada na

parede interna do capilar recobrindo uniformemente o seu interior.
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1.4.1. Fases estacionarias monoliticas

As fases estacionarias monoliticas (FEM) podem ser definidas como um
leito continuo, unitario e poroso pelo qual elui a FM e se encontra normalmente
na forma cilindrica no interior de um tubo, dai a denominacdo de coluna
monolitica. Embora estruturas monoliticas tenham sido anteriormente aplicadas
nas ciéncias de separacdes, o primeiro aparecimento do termo "monolito”
nesse sentido surgiu em 1993 na separacao de proteinas em uma esponja de
celulose funcionalizada. Similarmente, a expressdo "monolitica” foi relacionada
com polimeros rigidos macroporosos preparados por polimerizacado grosseira
em um molde fechado e tornou-se rapidamente um padrao (SVEC et al., 2003).
A partir dos anos 2000 e principalmente na década atual as colunas
monoliticas ganharam expressivo interesse pelo seu preparo relativamente
facil, por permitirem boa permeabilidade da FM, por possuirem elevada area
superficial que propicia separacdes altamente eficientes e estdo sendo muito
bem aproveitadas nas técnicas cromatograficas miniaturizadas (WU et al.,
2011).

As fases estacionarias monoliticas sao constituidas pelos dominios
(esqueleto de silica ou glébulos de polimero organico) e longos canais que sdo
0s espacos vazios entre os dominios. E desejavel que a FEM apresente grande
area superficial e consequentemente um grande numero de sitios de interacao,
0 que permite obter elevada eficiéncia de separacédo. Isso é conseguido com a
incorporacdo de um grande nimero de pequenos poros que sdo encontrados
nos dominios da FEM. A maior contribuicdo para a area superficial € devida
aos microporos (menores que 2 nm) e mesoporos (entre 2 e 50 nm). J& o0s
macroporos (maiores que 50 nm) tém pouca contribuicAo para a area
superficial, embora contribuam para a permeabilidade da FM, juntamente com
0S canais que possuem dimensdes proximas de 1 um. A porosidade depende
do mondmero de entrecruzamento, da temperatura e do tempo de
polimerizacdo, mas principalmente do agente porogénico (FARIA et al., 2006).

A facilidade de preparo se deve ao fato das fases estacionarias
monoliticas poderem ser preparadas in situ, ou seja, diretamente no interior de

tubos capilares, sem a necessidade de filtros para reter o material, pois este
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pode se fixar nas paredes internas. Existem trés tipos basicos de colunas
monoliticas de acordo com a natureza da matriz quimica que pode ser baseada
em silica, baseada em polimeros organicos ou ser um hibrido desses dois

tipos.

1.4.1.1. Fases estacionarias monoliticas a base de silica

O principal método de preparo das colunas baseadas em silica € pelo
processo sol-gel a partir da policondensacao hidrocatalitica de um alcoxisilano
(tetrametoxisilano, por exemplo) na presenca de um polimero organico solavel
em agua como modelador dos poros (agente porogénico). O processo se
desenvolve com o ganho de viscosidade da mistura passando de um sol para
um gel, acompanhado por uma separacdo de fases na qual o agente
porogénico perde sua solubilidade no meio, formando o0s poros.
Subsequentemente ocorre uma etapa de envelhecimento do gel com lenta
evaporacdo do excesso de solvente no interior dos poros completando os
processos de hidrélise e condensacdo e aumentando as interligacdes entre
cadeias poliméricas. Por fim, é necessaria uma etapa de secagem para
remocdo completa da fase liquida formada pelo solvente, reagentes,

catalisadores e produtos de reagéo.

1.4.1.2. Fases estacionarias monoliticas a base de polimeros organicos

Para as colunas baseadas em polimeros organicos, o preparo ocorre a
partir da polimerizagdo de um ou mais tipos de mondmeros (geralmente
poliestirenos, polimetacrilatos e poliacrilamidas) em uma mistura contendo um
agente de entrecruzamento e um iniciador de polimerizacao, tudo na presenca
de um ou dois solventes porogénicos. A polimerizacdo é feita por adi¢do
radicalar e pode ser termoiniciada (por aquecimento) ou fotoiniciada (por
radiacdo UV) (ZOU et al., 2002). Geralmente a termoiniciada requer tempos
muito maiores de polimerizacdo. O agente porogénico atua na solvatacéo das

cadeias poliméricas no meio reacional nos primeiros estagios da polimerizagédo
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e nesse caso a formagé&o dos poros depende da separacéo de fases quando a
solubilidade dos nucleos poliméricos diminui (SVEC, 2010).

1.4.1.3. Fases estacionarias monoliticas hibridas

E crescente o desenvolvimento de colunas hibridas que buscam
acumular caracteristicas positivas das outras duas. As colunas baseadas em
polimeros orgénicos sdo mais estaveis a variacdo de pH e podem apresentar
uma grande diversidade de superficies quimicas possiveis de se obter devido a
variedade de mondmeros disponiveis para o processo de polimerizacao.
Entretanto, sofrem desgaste mecanico devido a sucessivos intumescimentos e
encolhimentos provocados por alguns solventes, gerando perda de
repetibilidade nas analises nas quais sdo empregadas. Ja as baseadas em
silica sdo mais resistentes a esse desgaste mecanico, mas sao comprometidas
em pH fora da faixa de estabilidade da silica (pH entre 2 e 8), pois as ligacdes
siloxanas (Si-O-Si) sdo mais vulneraveis ao ataque hidrolitico (em pH < 2 e pH
> 8).

As colunas hibridas podem ser preparadas a partir de um alcoxisilano
organofuncionalizado, como o 3-(metacriloxipropil)-trimetoxisilano (MPTMS),
por exemplo, que contém um grupo metacrilato. O MPTMS é um mondmero
que tem sido utilizado como modificador da parede interna do capilar para
permitir a ancoragem de materiais organicos na parede inorganica
(POSTHUMUS; MAGUSIN, 2004). Entretanto, poucos trabalhos tratam do
MPTMS como um mondémero constituinte da matriz polimérica (ZHENG et al.,
2007). A polimerizacdo desse tipo de mondémero envolve dois processos
quimicos diferentes: hidrélise e condensacdo dos grupos alcoxisilanos
(Figura 1) e polimerizagdo dos grupos metacrilatos. Esse processo pode ser
identificado como uma polimerizacdo sol-gel (LI et al., 2004). Apés a
policondensacdo dos monémeros com formagéo de oligbmeros, a estrutura
formada passa a ter varios pontos para a polimerizagdo e reticulacdo a partir
dos grupos metacrilatos que possuem uma ligagao 1T para a adi¢cao radicalar
(Figura 2) (VAZ et al., 2012).
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Figura 1: Etapas de hidrolise e condensacdo do 3-(metacriloxipropil)-

trimetoxisilano levando a formacéao de um dimero.

Dessa forma sdo obtidas fases estacionarias monoliticas com ligac6es
covalentes entre partes organicas e inorganicas, como as ligacfes silica-
carbono (Si-C) hidroliticamente mais estaveis. A parte organica, constituida por
grupos metil e propil, além de uma pequena quantidade de residuos de anéis
benzénicos do fotoiniciador, pode conferir & FEM caracteristicas hidrofobicas, o
que levaria o sistema eletrocromatografico a atuar como fase reversa, em que
a FE é apolar e a FM polar. Além disso, esse tipo de mondmero serve como
uma interface entre a parede do capilar e a matriz polimérica, permitindo a

ancoragem da FE (Figura 3).

(@) (b) 7

Figura 2: (a) estrutura simplificada de um dimero a partir do
3-(metacriloxipropil)-trimetoxisilano; e (b) possivel estrutura simplificada do

polimero formado por adi¢édo radicalar.
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Figura 3: Esquema mostrando a ancoragem de um trimero formado a partir do

3-(metacriloxipropil)-trimetoxisilano a parede interna do capilar de silica
fundida.

1.4.1.4. Capilares transparentes a radiacdo UV e fotopolimerizagao in situ

As fases estacionarias monoliticas podem ser produzidas pela
polimerizacdo de um monémero diretamente no interior do capilar (in situ) e o
conjunto passa a se denominar coluna monolitica (GUSEV et al., 1999). Neste
trabalho foi adotado um processo de fotopolimerizacao iniciado pelo éxido de
fenil-bis(2,4,6-trimetilbenzoil)-fosfina (FMBF) que gera radicais ao absorver
radiacdo em comprimento de onda caracteristico (375 nm) (Figura 4). Apos a
geracdo dos radicais a polimerizacdo se propaga por adicdo radicalar as

ligacdes do tipo T do mondmero.

H3C

CHg HsC CHs
0o 0 0 O 0 o
e . cH—2 e o oo ol o
3 ® 375nm ° 3
CH, @ HaC CH,

H3C

Figura 4: Formacéao de radicais a partir da fotolise do oxido de fenil-bis(2,4,6-

trimetilbenzoil)-fosfina.
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A fotopolimerizacdo in situ necessita que o material do capilar seja
transparente a radiacdo utilizada na fotdlise do iniciador. Os capilares de silica
fundida comumente sdo revestidos externamente com poliimida, que confere
robustez mecéanica ao capilar, mas ndo é transparente a radiacdo UV. Como
alternativa, existem capilares revestidos externamente com fluoropolimero ou
com poliacrilato, transparentes a uma determinada faixa da radiacdo UV.
Capilares revestidos com poliacrilato ja foram utilizados com sucesso no
preparo de colunas monoliticas pelo Grupo de Quimica Analitica e
Quimiometria (GQAQ) da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) (VAZ et
al., 2008a). No presente trabalho, além de capilares revestidos com poliacrilato
foram utilizados dois tipos de capilares revestidos com fluoropolimeros (séries
TSU e TSH da Polymicro Technologies). Ambos sao transparentes a radiacao
UV, permitindo a fotopolimerizacdo da FEM. O da série TSU tem transparéncia
maior que 90% a 214 nm, regido do espectro em que muitos analitos sao
detectados, 0 que elimina a necessidade de remocdo do revestimento para
criar uma janela éptica de deteccdo, sendo essa uma vantagem. Os capilares
revestidos com poliacrilato e os da série TSH apresentam uma porcentagem
muito pequena de transmitdncia da radiagdo em comprimentos de onda
menores que 300 nm, necessitando a remocdo do revestimento em uma
pequena secdo do capilar para inserir uma janela de deteccao, tornando essa
regido fragil e susceptivel a quebra. Esses trés tipos de capilares permitem o
controle visual do preenchimento do capilar com a mistura polimérica, a
fotopolimerizacdo in situ e a avaliagdo da homogeneidade macroscopica do

monolito seco.

1.5. MINIATURIZACAO DAS TECNICAS CROMATOGRAFICAS

Atualmente busca-se obter o melhor desempenho cromatografico com a
reducdo das dimensdes da coluna, tanto em diametro quanto em comprimento,
bem como a producéo de particulas cada vez mais uniformes e menores. Além
disso, também €& conveniente a possibilidade de introducdo de menores

volumes de amostra, a reducdo do consumo de solventes, a menor geracéo de

23



residuos e a reducéo significativa do tempo de analise (MUHLEN; LANCAS,
2004).

Tanto a LC quanto a CEC estdo sendo exploradas nesse sentido. Com
relacdo a LC, ndo existe atualmente um consenso em relacdo a nomenclatura
das técnicas miniaturizadas. No entanto, (CHERVET et al., 1996) sugeriu uma
nomenclatura levando em consideragéo a vazao da FM e o diametro interno da

coluna conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1: Classificacdo de técnicas de cromatografia a liquido segundo
CHERVET et al. (1996).

Didametro interno da

Vazéao da FM (pL/min) Nomenclatura
coluna (um)
3200-4600 500-2000 HPLC convencional
1500-3200 100-500 HPLC microbore
500-1500 10-100 Micro-LC
150-500 1-10 LC capilar
10-150 0,01-1 Nano-LC

Embora seja possivel obter colunas recheadas com particulas de
diametros inferiores a 2 um e utilizar colunas tubulares abertas em capilares de
dimensdes bastante reduzidas, alguns obstaculos sdo encontrados. Um deles é
0 aumento da resisténcia ao fluxo da FM devido a reducédo da permeabilidade
com o uso de particulas muito pequenas, que acaba por gerar elevada pressao
de retorno que pode danificar a coluna e até o restante do equipamento. Nesse
contexto, a CEC € uma técnica que vem ganhando espaco, pois a FM é
movimentada por um FEO que elimina o problema de pressdo de retorno
gerada nos equipamentos de LC, mas ainda sim existe outra dificuldade que
estd no proprio enchimento do capilar com material particulado, gerando o
inconveniente de se ter que criar filtros para reter as particulas no interior do
capilar, favorecendo a perda de reprodutibilidade e formacdo de bolhas em
analises por CEC. No caso das colunas tubulares abertas, a dificuldade esta
em obter filmes de FE com espessura uniforme ao longo de toda a parede do

capilar.
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Tendo em vista essas dificuldades, as colunas monoliticas tém sido
bastante empregadas nas separagdes cromatogréficas por apresentarem
algumas caracteristicas interessantes, como preparo relativamente facil, boa
permeabilidade da fase movel e area superficial capaz de propiciar separacées
altamente eficientes. (FARIA et al., 2006; HILDER et al., 2004).

1.6. HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS

Os HPAs sédo compostos neutros constituidos apenas por carbono e
hidrogénio e formados por dois ou mais anéis aromaticos condensados. Por se
tratarem de moléculas neutras, tém sido utilizados na avaliagdo de fases
estacionarias monoliticas em CEC. (BERNABE-ZAFON et al., 2010; DABEK-
ZLOTORZYNSKA et al., 2008; DING et al., 1997; GARGUILO et al., 2000; OU
et al.,, 2010). A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA:
United States Environmental Protection Agency) estabeleceu uma lista de
dezesseis HPAs considerados prioritarios para monitoramento ambiental, em
funcdo de sua carcinogenicidade e ocorréncia. Dentre eles podemos citar o
naftaleno, acenafteno, fluoreno, antraceno, fenantreno, criseno e

benzo[a]pireno (Figura 5) que foram utilizados neste trabalho.

ooy

Naftaleno Acenafteno Fluoreno Fenantreno
Antraceno Criseno Benzo(a)pireno

Figura 5: Estrutura e nome dos sete hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
utilizados neste trabalho.
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1.7. HORMONIOS ESTEROIDES

Os esteroides pertencem a um grupo de substancias com um nucleo
estrutural formado pelo ciclopentala]perhidrofenantreno e possuem um
importante papel na fisiologia humana. Alguns deles atuam como horménio
sexual, dentro os quais podemos citar o estriol, o estradiol e a progesterona
(Figura 6), responsaveis pelos caracteres sexuais e por dar suporte a
reproducdo. Com excecdo de alguns esteroides com um grupo OH fendlico,
como o estriol e o estradiol, a maioria dos esteroides sdo compostos neutros,

como a progesterona (SILVA et al., 2007).

sl OH

Estriol Estradiol
pKy: 10,4 pKy: 10,7

Progesterona

Figura 6: Estrutura e nome dos trés esteroides utilizados neste trabalho.

Além da importancia em se quantificar esses horménios em fluidos
biolégicos a fim de se obter um parecer clinico, diversas formulacdes
farmacéuticas tém sido desenvolvidas para a reposi¢cao hormonal de pacientes
na menopausa, objetivando o alivio dos sintomas vasomotores, tratamento da

atrofia vaginal e prevencdo da osteoporose, sendo necessario manter um
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rigoroso controle de qualidade dessas formulagbes. O uso desses esteroides
pode ser isolado ou em associacdo de um ou mais. A associagdo entre
estrogénios (como estriol ou estradiol) e progestogénios (como a progesterona)
tem sido recomendada para as mulheres que ja passaram pela menopausa e
que possuem Utero, pois 0 progestogénio limita a hiperplasia do endométrio
acentuada pelo uso de estrogénio. Em outros casos, o uso isolado de
estrogénios é recomendado (GIACOMINI et al., 2006). Em adic&o a isso, com 0
aumento do uso dessas formulacdes, 0 seu descarte inapropriado e até mesmo
a excrecdo de tais substancias e seus metabdlitos pelo organismo tém se
tornado um problema ambiental por contaminar principalmente ambientes
aguaticos e sua fauna, causando, por exemplo, distirbios sexuais em peixes
(TOMSIKOVA et al., 2012; YING et al., 2002)

A andlise de esteroides tem sido possivel a partir de técnicas de
separacao analitica tais como CZE (BRITZ-MCKIBBIN et al., 2003), MEKC
(FLOR et al., 2010), CEC (JIN et al., 2003; WANG et al., 2010) e HPLC
(BOCIAN et al., 2012). Todavia € comum 0 uso de sistemas complexos de
eletrélitos, adicdo de surfactantes, derivatizacdo e ionizacdo dos esteroides,
elevado consumo de solventes, producdo complexa de fases estacionarias com
misturas de mondmeros e funcionalizadas com uma variedade de substéancias.
No presente trabalho foi possivel separar trés esteroides em sua forma neutra
por CEC utilizando uma FEM de preparo simples e uma FM constituida apenas

por um Unico eletrélito e um solvente organico para controlar a polaridade.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi avaliar uma FEM produzida a partir da
polimerizacao fotoiniciada do mondémero (3-metacriloxipropil)-trimetoxisilano em
capilares de silica fundida com revestimento externo de fluoropolimero
transparente a radiacdo UV, buscando responder se esse tipo de capilar é
adequado para o preparo da FEM e se esta pode ser usada na separagao por
CEC de trés hormobnios esteroides (estriol, estradiol e progesterona) como
promissora alternativa para analise de amostras de gel transdérmico contendo
esses analitos.

Paralelamente buscou-se avaliar alguns parametros experimentais tais
como pressurizacao do sistema durante a corrida e renovacao da FM entre as
corridas como forma de reduzir a formacao de bolhas e minimizar os efeitos
provocados pela eletrélise da FM - problemas comuns em andlises envolvendo
CEC.

Como objetivo secundario, a FEM foi testada como promissora coluna

capilar envolvendo técnicas de LC.
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3. EXPERIMENTAL

3.1. REAGENTES, PADROES E AMOSTRAS

Nas etapas de pré-tratamento do capilar e preparo da FEM foram
utilizados: acido cloridrico supra puro - Vetec (Rio de Janeiro, Brasil); hidréxido
de sédio P.A. - Labsynth (Diadema, Brasil); metanol P.A. -Quimex (Tubaréo,
Brasil); (3-metacriloxipropil)-trimetoxisilano - Acros Organics (New Jersey,
EUA); Oxido de fenil-bis(2,4,6-trimetilbenzoil)-fosfina - Aldrich (Steinheim,
Alemanha); tolueno - Beckman (Fullerton, EUA). Para o preparo da FM:
acetonitrila e NH4Ac P.A. - Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Os padrdes utilizados
foram: naftaleno, acenafteno (99,0%) e benzo[a]pireno (96,0%) - Sigma (Saint
Louis, EUA); antraceno (99,0%) e fenantreno (97,0%) - Fluka (Buchs, Suica);
criseno e fluoreno (98,0%) - Aldrich (Steinheim, Alemanha); tiouréia P.A. -
Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Padrdes secundarios de estriol, estradiol e
progesterona foram cedidos e rotulados em frascos ambar pela Ortofarma
(Matias Barbosa, Brasil). Amostras de gel transdérmico manipulado contendo
associacao de estriol e estradiol foram igualmente cedidos pela Ortofarma.

Todas as solucbes aquosas foram preparadas com agua tratada pelo
sistema de osmose reversa utilizando o Aparelho de Osmose Reversa - Q842

da Quimis (Diadema, Brasil).

3.2. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Foram utilizados capilares de silica fundida revestidos externamente
com poliacrilato obtidos do Laboratorio de Materiais Fotonicos do Instituto de
Quimica da Universidade Estadual Paulista (Araraquara, Brasil) e também
capilares revestidos externamente com polimeros fluoretados das séries TSU e
TSH da Polymicro Technologies (Phoenix, EUA). As dimensdes dos capilares
foram: 100 um de diametro interno, 360 um de diametro externo e 37 cm de

comprimento.
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Para o processo de acondicionamento do capilar e seu preenchimento
com a solucdo fotopolimerizavel foram utilizadas seringas Gastight (25 pL-
1702-RNR e 50 pL-1705-TLL) - Hamilton Company (Reno, EUA); unides do tipo
MicroTight® (P-720 e P-662) - Upchurch Scientific (Oak Harbor, EUA); e um
dispositivo de preenchimento a alta pressurizacdo (DAP) — Figura 7 -
desenvolvido no Laboratério do Nuacleo de Espectroscopia de Materiais do

Departamento de Fisica da UFJF.
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Figura 7: Dispositivo de preenchimento a alta pressurizacao.

A fotopolimerizacdo foi realizada em um reator fotoquimico equipado
com 6 lampadas negras de 15 W cada e com emissao predominante em 375
nm desenvolvido pelo GQAQ (VAZ et al., 2008b).

Dois equipamentos de CE da Agilent Technologies, modelos 1600 e
7100, foram utilizados nas analises. Ambos equipados com fonte de alta tenséo
(x 30 kV), sistema de deteccdo com arranjo de diodos (DAD), controle de
temperatura no interior do cartucho por passagem de ar forcado e programa
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para controle, aquisicdo e tratamento de dados 3D-CE ChemStation — Rev.
A.10.02 (modelo 1600) e Rev. B.04.03 (modelo 7100). Foi instalado no
aparelho um cilindro de géas nitrogénio ultrapuro - White Martins (Juiz de Fora,
Brasil) para permitir aplicacéo de pressdes entre de 2 e 12 bar.

Um equipamento Rapid Resolution Liquid Chromatography (RRLC) da
Agilent Technologies, modelo 1200, disponivel no Laboratorio de
Espectroanalitica e Eletroanalitica Aplicada da Pontificia Universidade Catolica
do Rio de Janeiro, coordenado pelo professor Dr. Ricardo Queiroz Aucélio, foi
utiizado na tentativa de se adotar as colunas monoliticas como FE em

cromatografia liquida.

3.3. PREPARO DAS COLUNAS MONOLITICAS

As colunas monoliticas foram todas produzidas seguindo o procedimento
descrito por VAZ et al. (2012) que esta simplificado no fluxograma da Figura 8.
Inicialmente os capilares de silica fundida foram submetidos a um pré-
tratamento para ativacdo dos grupos silandis da parede interna. Esse preparo
consiste na passagem de fluxos sequenciais de NaOH 1,0 mol L*,
HCl 0,1 mol L™ e metanol, nessa ordem, durante 30 minutos cada. Nessa
etapa, a unidao MicroTight® P-662 foi utilizada para conectar o capilar a seringa
Gastight 1705-TLL de 50 pL cujo o émbolo foi pressurizado pelo DAP fazendo
fluir pelo capilar a solugéo contida em seu interior. Apés essa etapa, o interior
do capilar foi seco pela passagem de ar.

A composicado da solucao fotopolimerizavel, que da origem a FEM apés
a polimerizacao, esta relatada na Tabela 2. O MPTMS foi misturado ao HCI
0,1 mol L™, com 10 minutos de agitacdo, dando origem & solucdo monomérica.
O FMBF (fotoiniciador) foi solubilizado em tolueno, com agitagédo de 5 minutos,
originando a solucéo porogénica. As solu¢gdes monomeérica e porogénica foram
misturadas, com agitacdo de 30 minutos, para obtencdo da solucdo
fotopolimerizavel. Esta udltima foi centrifugada (6000 rpm por 1 min) para
separacdo da fase organica a qual é utilizada na polimerizacdo. Todos 0s
processos de agitacdo foram feitos no escuro e a solucdo fotopolimerizavel

armazenada em frasco &mbar envolto por papel aluminio.
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Figura 8: Fluxograma do processo de producao das colunas monoliticas.

Tabela 2: Composicéo da solucéo fotopolimerizavel.

Componente da mistura Proporcgéo

H>O (moly.0 / molyprms)* 4
Tolueno (% v/v)** 80

Fotoiniciador (% m/m)*** 3,5

Obs.: *raz8o molar entre a 4gua da solucdo de HCI 0,1 mol L™ e o MPTMS;
**porcentagem de tolueno sobre a solucdo monomérica; ***porcentagem de

massa do fotoiniciador sobre a massa de MPTMS.

A introducédo da solucao fotopolimerizavel no capilar foi feita com o DAP
e controlada visualmente até que a solucdo ocupasse a porcao desejada. Para
as analises por CEC, essa por¢do corresponde a 8,0 cm a partir de uma das
extremidades. Para os testes envolvendo o equipamento de LC, diversos
tamanhos de capilares de 8,0 a 30,0 cm foram totalmente preenchidos. Nessa
etapa, foi utilizada a unido MicroTight® P-720 para conectar o capilar a seringa
Gastight 1702-RNR de25 pL.
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Depois de preenchido, o capilar foi colocado no reator fotoquimico
permanecendo por 20 minutos. Apos esse periodo, 0 porogénio e residuos da
reacao de polimerizacdo foram removidos do capilar com a passagem de fluxo
de metanol.

No caso do capilar revestido com poliacrilato e naquele revestido com
fluoropolimero da seérie TSH, foram criadas janelas de deteccdo com a
remocao por queima do revestimento logo ao fim da coluna monolitica (8,5 cm
a partir da extremidade em que o capilar foi preenchido). O capilar com
revestimento de fluoropolimero da série TSU ndo necessita de remoc¢do do
revestimento para a janela de detec¢do. Também ndo € necessario criar uma

janela de deteccéo paras as colunas testadas em LC.

3.4. PROCEDIMENTO PARA ELETROCROMATOGRAFIA CAPILAR

Foram realizados testes envolvendo misturas padrdes tanto de HPAs
(naftaleno, acenafteno, fluoreno, fenantreno e antraceno) quanto de hormoénios
esteroides (estriol, estradiol e progesterona). Em ambos os casos os padrées
foram solubilizados em metanol. As concentracdes utilizadas bem como as
condi¢cbes de corrida e composicao da FM estéo indicadas nas legendas das
figuras correspondentes a cada eletrocromatograma obtido e discutido no
item 4 (Resultados e Discussdes) deste trabalho.

Também foi realizado um teste com amostra de gel transdérmico
manipulado contendo uma associacdo entre estriol e estradiol. A extracdo dos
analitos foi feita com 5,0 mL de metanol para aproximadamente 1,0 g de
amostra. Apos 3 minutos de agitacdo em vortex, 2 minutos de banho de
ultrassom e mais 3 minutos de agitacdo em vortex, a solucdo foi centrifugada a

6000 rpm por 10 minutos e filtrada em filtros de 0,45 pum.

3.4.1. Injecéo

Foi utilizado o modo de inje¢cdo descrito na literatura como short-end

injection (EUERBY et al., 1998; MICKE et al., 2009) em que a extremidade do
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capilar localizada na posicdo de saida convencional do equipamento de CE
(outlet) é considerada como o inicio do sistema eletrocromatografico e é
utiizada como entrada de FM e amostra (Figura 9). Dessa forma, na
implementacdo do método no software do equipamento de CE, deve ser
informada a posi¢do de injecdo. A polaridade também deve ser invertida com
aplicacao de voltagem negativa para que o sentido do fluxo seja do outlet para
o0 inlet nesse caso. Nesse modo de injecéo, o sistema de detec¢cao passa a se
localizar a 8,5 cm do inicio do capilar e o preparo de capilares com 8,0 cm de

FEM torna-se adequado.

Deteccdo UV

FEM Sentido
(8,0 cm) do fluxo
outlet 5 bar inlet
Anodo (+) Catodo (-)

Injecao

Figura 9: Esquema do modo short-end injection mostrando também a

pressurizacao dos vials.

3.4.2. Utilizacdo do sistema de pressao externa

A coluna monolitica no interior do capilar oferece resisténcia a passagem
de fluxo de FM, solugbes ou solventes. Pressdes convencionais do
equipamento de CE (da ordem de 107 bar) ndo s&o suficientes para vencer
essa resisténcia e dessa forma o sistema de alta pressurizagdo externa do
equipamento deve ser utilizado. O equipamento pode operar em dois modos
distintos de pressurizagcao externa (CEC e CE+p). Em ambos os modos, a

pressdo externa pode ser utilizada para o pré-condicionamento do capilar pela
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funcdo highpressure. Nesse caso, pressdes de 5 bar foram aplicadas sobre o
vial localizado no outlet. Nesse trabalho foi utilizado o modo CEC que permite
ainda a pressurizagao simultanea de ambos os vials durante as corridas e

nesse caso também foram aplicadas pressdes de 5 bar.

3.4.3. Condicionamento e limpeza da coluna

Antes da primeira corrida de cada analise foi feita a limpeza da coluna
com fluxo de metanol (5 min) juntamente com o pré-condicionamento da coluna
com fluxo de FM (20 min). Entre as corridas, foi adotado o condicionamento
com fluxo de FM (5 min). Apés as analises, a limpeza da coluna foi feita com
fluxo de acetonitrila (10 min) e depois fluxo de metanol (10 min). Em todos os
casos o fluxo foi gerado pela aplicacdo de 5 bar de presséo externa sob o vial

outlet.

3.5. PROCEDIMENTO PARA CROMATOGRAFIA A LIQUIDO

As colunas monoliticas com dimensdes variando entre 8,0 e 30,0 cm
foram submetidas a corridas cromatograficas de uma mistura de HPAs
contendo fenantreno, criseno e benzo[a]pireno solubilizados em acetonitrila
para uma concentracdo de 1,0x10° mol L. Os comprimentos de onda
utilizados na detecc¢éo foram 250, 270 e 300 nm. Fases modveis com diversas
propor¢cdes entre dgua e acetonitrila foram testadas com vazdes variando entre
0,05 e 0,15 mL/min.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. COLUNA MONOLITICA EM ELETROCROMATOGRAFIA CAPILAR

4.1.1. Avaliacdo preliminar baseada na separacdo de hidrocarbonetos

policiclicos aromaticos

O passo inicial para avaliar o potencial de utilizacdo de capilares
revestidos com fluoropolimero como suporte para FEM foi a comparacgéo entre
colunas produzidas nesse tipo de capilar e colunas produzidas em capilar
revestido com poliacrilato. As colunas produzidas foram testadas na separacao
de uma mistura padrdo de cinco HPAs (naftaleno, acenafteno, fluoreno,
fenantreno e antraceno a 1,0 mmol L™ em metanol). Para tanto, as seguintes
condicBes de corrida foram utilizadas: FM composta por NH4Ac 16,7 mmol L™
pH 7,0 (60% v/v) e por acetonitrila (40% v/v); tiouréia 1,0 mmol L™* como
marcador de fluxo; voltagem de -20 kV; temperatura de 20 °C; injecao
hidrodindmica a -25 mbar por 5 s; e deteccdo a 220 nm (naftaleno e
acenafteno) e 250 nm (antraceno, fenantreno e fluoreno). Essas condicdes
foram escolhidas a partir do trabalho de (VAZ, F. et al., 2012).

A Figura 10 mostra os eletrocromatogramas da mistura dos cinco HPAs
utilizando uma coluna monolitica produzida em capilar revestido externamente
com fluoropolimero TSU (Figura 10A) e com poliacrilato (Figura 10B). Apesar
das diferencas no tempo total de analise necessario para separar 0S cinco
HPAs, podemos notar visualmente que a ordem de eluicdo é a mesma e a
separacdo entre os picos € bem semelhante entre as duas colunas produzidas
em capilares de tipos diferentes de revestimento externo. Além disso, néo
houve diferengas significativas na intensidade dos picos. Isso mostra que o
capilar com revestimento de fluoropolimero ndo altera as caracteristicas da
FEM, podendo ser empregado tdo bem quanto o com revestimento de
poliacrilato para a FEM desenvolvida pelo GQAQ.

A variacdo ocorrida no tempo total de andlise pode ser justificada pelo

fato de haver diferencas de transmitancia da radiacdo entre os dois tipos de
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revestimento durante o processo de fotopolimerizacdo da FEM, bem como
variacbes no diametro interno dos capilares, principalmente no revestido com
poliacrilato, em que o fabricante informa variacdes de até £ 15 yum. Isso pode
trazer variacdes, por exemplo, no niumero de poros e alterar a permeabilidade
da coluna, entretanto, as caracteristicas de interagdo com o0s analitos

permanecem as mesmas.

(B)

A
1 5

-
£
: Q%; I

v ) . ) . ) . ,

0 5 10 15 20 0 2 4 6
Tempo (min) Tempo (min)

Figura 10: Eletrocromatogramas obtidos em (A) uma coluna produzida em
capilar TSU e (B) uma coluna produzida em capilar revestido com poliacrilato.
Ordem de eluigcdo: (F) tiouréia, (1) naftaleno, (2) acenafteno, (3) fluoreno, (4)
fenantreno e (5) antraceno, diluidos em metanol a 1,0 mmol L™. FM: NH4Ac
16,7 mmol L™ (60%) e acetonitrila (40%); voltagem: -20 kV; temperatura: 20 °C;
injecao: -25 mbar por 5 s; detecgao: 220 nm (linha cinza) e 250 nm (linha

preta).

Assim, o capilar revestido com fluoropolimero foi considerado adequado
como suporte para a FEM e foi adotado na sequéncia do trabalho por ser mais
resistente a quebras e a solventes, ser transparente a radiacao utilizada na
deteccdo dos analitos e possuir melhor padronizacdo do diametro interno,
guando comparado ao capilar revestido com poliacrilato.

O acenafteno difere do fluoreno apenas pela posicdo em que 0s aneéis
estdo condensados, mas esse fato ja é suficiente para que entre eles haja uma
separacao pela FEM. O mesmo acontece entre o antraceno e o fenantreno.
Esses dois ultimos, ambos com cadeia carbbnica de trés anéis benzénicos,
correspondem aos analitos mais apolares. A ordem de eluicdo sugere um

comportamento do sistema tipico de fase reversa em que os analitos com
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caracteristica mais apolar eluem por ultimo, pois interagem mais com a FEM.
Essa possui caracteristicas hidrofébicas, como foi observado em um
experimento em que uma fracdo do polimero foi mergulhada em um béquer
contendo agua. O polimero claramente nao interagiu com a agua e foi repelido
por essa, sendo impossivel sua submersédo até que uma fracdo de acetonitrila
fosse adicionada. A hidrofobicidade da FEM produzida a partir do MPTMS pode
estar relacionada a parte organica do polimero, constituida por grupos metil e
propil, além de uma pequena quantidade de residuos de anéis benzénicos do
fotoiniciador.

Esse resultado aponta para a potencialidade da FEM em separar
moléculas neutras sem a necessidade de ionizacdo, condicdo que ndo €
possivel em analises por CZE. Essa separacdo é possivel em CEC devido a

interacéo dos analitos com a FEM.

4.1.2. Separagao de hormonios esteroides

41.2.1. Teste preliminar para estriol, estradiol e progesterona

Para verificar o comportamento de uma mistura de trés esteroides
(estriol, estradiol e progesterona a 4,0 mmol L™ em metanol) frente & técnica de
CEC utilizando a FEM, um teste preliminar foi feito usando as mesmas
condicbes de corrida da separacdo de HPAs, excetuando-se pelos
comprimentos de onda de deteccdo que foram 214 e 247 nm.

Na corrida de um branco, como pode ser observado no
eletrocromatograma da Figura 11A, existe um pico do sistema, além do pico do
fluxo, por volta de 3 minutos de corrida, observavel apenas a 214 nm. Na
corrida da mistura, esse pico é sobreposto pelos picos dos analitos, conforme
mostra o eletrocromatograma da Figura 11B. Além disso, ndo ha uma
separacdo adequada dos analitos e um dos picos sai bem proximo ao pico do
FEO.

Apesar dos esteroides possuirem um nucleo ciclico semelhante ao do

fenantreno com trés anéis de seis carbonos, além de um anel ciclopentano,
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eles possuem grupos em sua estrutura que lhes permitem ter uma interacao
maior com a FM. Assim, a mesma propor¢ao de acetonitrila utilizada na analise

de HPAs (40% v/v) ndo permite o mesmo nivel de retencéo.

A (A (B) 3
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0 2 4 6 0 2 4 6
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Figura 11: Eletrocromatogramas obtidos na injecdo de (A) metanol (branco); e
(B) mistura de estriol 1,20 mmol L™, estradiol 1,52 mmol L™ e progesterona
1,14 mmol L'* em metanol. Picos: F - fluxo; S - sistema; 1, 2 e 3 - analitos. FM:
NH.Ac 16,7 mmol L™ (60% v/v) e acetonitrila (40% v/v); voltagem: -20 kV;
temperatura: 20°C; injecao: -25 mbar por 5 s; detec¢édo: 214 nm (linha cinza) e
247 nm (linha preta). Capilar TSU.

4.1.2.2. Planejamento fatorial para algumas condi¢cfes de corrida

Em busca de se obter a separacdo simultanea dos trés esteroides em
uma mistura de padrdes, foi feito um planejamento fatorial 2° (dois niveis e trés
fatores) para o estudo de trés fatores: porcentagem de acetonitrila na FM,
concentracdo de NH4Ac na porcao aquosa da FM e voltagem aplicada durante
as corridas. A variacdo na porcentagem de acetonitrila foi escolhida por ter
influéncia na polaridade da FM e consequentemente no nivel de interacdo do
analito com a mesma. A concentracgdo de eletrolito e a voltagem influenciam na
velocidade do FEO. Essas variaveis podem afetar tanto o tempo de analise
qguanto o perfil de separacéao.

Esse tipo de planejamento permite fazer uma varredura e selecionar

quais variaveis sdao mais influentes no perfil de separacdo dos analitos
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utiizando uma quantidade minima de experimentos. Uma investigacdo
multivariada € necessaria, pois nesse caso podem haver interacbes entre os
fatores e o resultado deixa de ser 6bvio. O planejamento fatorial utilizado teve
um carater exploratorio, onde os perfis de separacdo foram avaliados
qualitativamente.

Os niveis utilizados em cada fator foram escolhidos por estarem nas
vizinhancas da condicdo do teste preliminar e estdo exibidos na Tabela 3. A
construcdo do planejamento consistiu em montar uma matriz com todas as
combinacdes possiveis entre os niveis, gerando um total de 8 ensaios.

Os valores experimentais utilizados em cada ensaio estdo na Tabela 4.
Cada ensaio foi realizado em duplicata totalizando 16 corridas no equipamento
de CE. A sequéncia de execucao das corridas foi aleatéria e escolhida através
de sorteio.

Esse planejamento exploratério permitiu obter resultados qualitativos
interessantes. Por uma analise visual dos eletrocromatogramas da Figura 12,
podemos verificar que dentre os fatores do planejamento o que mais influencia
no perfil de separacdo € a porcentagem de acetonitrila, enquanto que a
concentragdo do eletrolito parece néo ter influéncia significativa. J&4 a voltagem

de -25 kV permitiu corridas mais rapidas.

Tabela 3: Planejamento fatorial 2°.

Fator
Ensaio
Acetonitrila (% v/v)* NH.Ac (mmol L™1)* Voltagem (kV)
A 50 20 -25
B 50 20 -20
C 50 10 -25
D 50 10 -20
E 30 20 -25
F 30 20 -20
G 30 10 -25
H 30 10 -20

Obs.: *porcentagem em relagcéo ao volume total de FM; **concentracdo na fase

aguosa.
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Tabela 4: Valores experimentais para cada ensaio do planejamento.

Fatores
Ensaios  Acetonitrila Agua Voltagem
NH4Ac* (mL)

(mL) (mL) (kV)
A 2,5 1,0 1,5 -25
B 2,5 1,0 1,5 -20
C 2,5 0,5 2,0 -25
D 2,5 0,5 2,0 -20
E 15 1,4 2,1 -25
F 1,5 1,4 2,1 -20
G 1,5 0,7 2,8 -25
H 15 0,7 2,8 -20

Obs.: volume final de 5,0 mL de fase mével; *solucéo estoque a 50 mmol L™.

Nos quatro primeiros ensaios do planejamento, em que a porcentagem
de acetonitrila € de 50% v/v, ndo ha uma separacdo adequada e 0s trés
analitos coeluem com o fluxo. Em contrapartida, nos quatro Gltimos ensaios,
com 30% v/v de acetonitrila, ja é possivel obter uma separacdo com suficiente
resolucao entre todos os picos. Levando em consideracdo que os esteroides
possuem um carater apolar, o0 aumento da fragcdo aquosa na FM faz com que
os analitos interajam por mais tempo com a FEM de caracteristica hidrofébica,
retardando a migracdo em relacéo ao FEO.

A Tabela 5 mostra os valores calculados de resolucéo entre os picos que
aparecem nos eletrocromatogramas dos ensaios com 30% de acetonitrila.
Segundo SKOOG et al. (1997, p. 890), uma resolucdo de 1,5 ou superior
fornece uma separacdo essencialmente completa. Somente a resolugéo entre
0 pico do estriol e do sistema apresentou valores maiores do que 1,5. Todavia,
0s demais valores sao considerados satisfatorios, pois valores acima de 1,0

apresentam menos de 4% de sobreposicéo entre 0s picos.
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Tabela 5: Valores médios de resolucéo entre 0s picos para 0S ensaios com
30% v/v de acetonitrila.

Ensaio RF1 Ris Rs.2 R23
E 1,3 1,7 1,2 1,3
F 14 2,0 1,2 1,3
G 1,3 1,9 11 11
H 14 2,2 1,2 1,3

Obs.: Rag = 2(trs - tra)/(Wa + Wg), onde Rag: resolucao entres os picos A e B;
tr: tempo de retengéo; W: largura do pico; A - pico do analito menos retido; e

B - pico do analito mais retido. Picos: F - fluxo; S - sistema; 1, 2 e 3 - analitos.

A ordem de eluicdo, comprovada pela analise de solucdo padrédo
individual de cada esteroide (Figura 13), aponta para a natureza hidrofébica da
FEM e para a atuacdo do sistema como fase reversa, em que 0 analito mais
apolar, a progesterona, elui por dltimo. No caso dos outros dois analitos, a
presenca de um grupo OH a mais faz com que o estriol seja 0 mais hidrofilico e
elua primeiro por interagir mais com a FM aquosa. Cabe ressaltar que o pKa do
estriol e do estradiol sdo 10,4 e 10,7 (HUWITZ; LIU, 1977), respectivamente, e
no pH da FM (pH 7,0) essas substancias encontram-se nao ionizadas, bem
como a progesterona, naturalmente neutra. Assim, a separagdo ocorre
estritamente pela interacdo da FEM com os analitos, ndo sendo necessaria a
ionizacao desses.

Apesar do aumento da voltagem permitir andlises mais rapidas, existe
uma limitacdo com relacdo a corrente elétrica gerada. Em CEC, correntes
elétricas elevadas podem propiciar uma elevacéo de temperatura (efeito Joule)
dificil de ser dissipada devido a presenca do polimero no interior do capilar e
danos ao monolito e formacao de bolhas que levam a quedas de correntes
elétricas sdo comuns. Todavia, controlando os valores de corrente pelas
condicbes da FM, esse problema pode ser evitado. Nesse sentido,
concentracdes de eletrdlito menores evitam correntes elétricas elevadas, como
podemos observar na Tabela 6 que mostra valores menores de corrente
elétrica quando se utilizou 10 mmol L™ de NH4Ac. Em outros experimentos foi
observado que danos a coluna ocorrem comumente em correntes acima de
100 pA.
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Figura 13: Eletrocromatogramas obtidos na injecdo de (A) estriol

12,1 mmol L™; (B) estradiol 13,0 mmol L™; e (C) progesterona a 15,2 mmol L™

em metanol. Picos: 1 - estriol; 2 - estradiol; e 3 - progesterona. Condicao do

ensaio F: NH,Ac 20,0 mmol L™ (70% v/v) e acetonitrila (30% v/v); voltagem: -20

kV; temperatura: 20°C; injecdo: -25 mbar por 15 s; detec¢do: 214 nm (estriol e

estradiol) e 247 nm (progesterona). Capilar TSU.

Tabela 6: Valores médios das correntes médias* obtidas nos ensaios do
planejamento.

Ensaio Corrente (HA) Ensaio Corrente (HA)
A 52 E 84
B 39 F 61
C 25 G 38
D 19 H 29

Obs.: *corrente média ao longo do tempo total de corrida.

Considerando as discussfes anteriores, o planejamento fatorial aponta
para a condicdo G como uma boa escolha por propiciar analises mais rapidas,
suficiente separacdo entre 0s picos e menores valores de corrente elétrica.
Além disso, a eficiéncia de uma coluna na separacédo de determinado analito
pode ser avaliada pelo nimero de pratos teéricos por metro de coluna. Apesar
dos valores poderem ser considerados satisfatérios, ndo se nota uma légica
nas variagbes dos valores do numero de pratos entre os ensaios de E a H

(Tabela 7). Também nédo se nota uma diferenca consideravel entre os valores
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de resolugdo. Assim, essas duas respostas ndo foram satisfatérias para

apontar uma condigdo otima.

Tabela 7: Valores médios do tempo de retencado (tg) e numero de pratos por

metro (N/m).

' Ensaio E Ensaio F Ensaio G Ensaio H
Picos tr N/m tr N/m tr N/m tr N/m
1 2,7 2771 3,5 2770 21 1873 2,8 1925
2 6,6 5316 9,1 4903 5,5 3631 8,0 5965
3 10,0 6550 14,1 6942 8,5 3886 12,6 7312

Obs.: N/m = [5,54(tr/W1/2)?]/0,08, onde W1, é a largura do pico a meia altura.

Todos esses resultados mostram que foi possivel separar os trés
esteroides em sua forma neutra e com um tempo de analise satisfatorio. Alguns
trabalhos utilizando HPLC, MECK, CEC ou CZE apresentam bons resultados
na separacao de alguns esteroides (BOCIAN et al., 2012; BRITZ-MCKIBBIN et
al., 2003; FLOR et al., 2010; JIN et al., 2003; WANG et al., 2010), mas utilizam
processos trabalhosos de producdo da FE com misturas de mondmeros e
funcionalizacéo, sistemas mais complexos de eletrélitos, adicdo de surfactantes
e elevado consumo de solventes. Ainda sim, tais trabalhos apresentam tempos
de retencdo semelhantes aos obtidos no presente estudo e a separacéo aqui
ocorreu em um sistema relativamente simples. Além disso, a FEM a base do
mondmero MPTMS pode ser aplicada para analitos com caracteristicas

estruturais bastante diferentes, como os esteroides e os HPASs.

4.1.2.3. Testes com amostra de gel transdérmico contendo esteroides

Gel transdérmico consiste em uma emulsdo formada por uma fase
hidrossoluvel que é o gel aquoso de polaxamer 407 e por uma fase lipossoluvel
composta de uma solucédo de lecitina granulada e palmitato de isopropila. E um
veiculo de alta permeabilidade cutanea, com capacidade de carrear farmacos
incorporados a ele. Foram realizados alguns testes em amostras de gel

transdérmico manipulado contendo uma associacdo entre estriol e estradiol
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para verificar o comportamento desse tipo de matriz frente as colunas
monoliticas em andlise por CEC.

Pelos resultados qualitativos obtidos com corridas eletrocromatogréaficas
das amostras, é possivel notar o potencial do uso da FEM na analise por CEC
do estriol e do estradiol associados nesse tipo de matriz visto que os picos dos
analitos ndo coeluem com nenhum constituinte da mesma, pois como se pode
observar nos eletrocromatogramas da Figura 14A, ndo aparecem sinais em
uma amostra contendo apenas os excipientes (€ observado apenas um pico do
sistema). Entretanto, a matriz pode ter influéncia no alargamento dos picos dos
analitos quando estes estdo presentes na formulacdo farmacéutica (Figura
14B). Apesar da progesterona nao estar presente nessa formulacdo, €
conveniente que se consiga a separagcao completa dos trés esteroides em uma
mistura, pois desta maneira 0 método poderd servir, por exemplo, para a

identificagdo de contaminantes.

1
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Figura 14: Eletrocromatogramas do (A) gel contendo apenas excipientes e do
(B) gel contendo estriol e estradiol. Picos: F - fluxo; S - sistema; 1 - estriol; e 2 -
estradiol. FM: NHAc 20,0 mmol L (70% v/v) e acetonitrila (30% Viv);
voltagem: -20 kV; temperatura: 20°C; inje¢cdo: -25 mbar por 15 s; Deteccgao:
214 nm. Capilar TSU.
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4.1.3. Correcéo da instabilidade e das interrupgdes da corrente elétrica

4.1.3.1. Instabilidade devido a eletroélise

Foi observado durante as andlises que havia um deslocamento dos
picos para tempos de retencdo menores ao longo de varias corridas e que esse
deslocamento estava associado a uma reducédo da corrente. Inicialmente
acreditou-se que esse fato devia-se a um problema de estabilidade da coluna
monolitica e que um pré-condicionamento adequado deveria ser investigado.
Entretanto, como se pode notar nos graficos e eletrocromatogramas da Figura

15, nédo existe uma tendéncia de estabilizacdo ao longo de quatorze corridas

consecutivas.
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Figura 15: (A) Perfil da corrente durante 14 corridas eletrocromatogréaficas
consecutivas. (B) Eletrocromatogramas de algumas corridas com injecao de
tiouréia 1,0 mmol L™ em metanol (nimeros sobre os picos indicam a corrida).
FM: NH4Ac 16,7 mmol L™ (60% viv) e acetonitrila (40% v/v); voltagem:-20 kV;
temperatura: 20 °C; injecao: -25 mbar por 5 s. Deteccao: 214 nm. Capilar TSH.

Tem sido observado que em analises envolvendo CE a aplicacdo de
voltagem provoca a eletrdlise da solugdo eletrolitica, causando alteracdes de
pH, reducdo da corrente elétrica e consequentemente variacdes na velocidade
do FEO, levando a analises com variacfes grosseiras do tempo de retencéo
dos analitos (JESUS et al., 2005; KELLY et al., 1997; MACKA et al., 1998). Em

CEC esse problema é agravado, pois geralmente sdo empregados solventes

47



organicos que também sofrem eletrélise, como a acetonitrila (TEZUKA;
IWASAKI, 2002). Uma solugéo para esse problema seria a renovacédo da FM
entre cada corrida, ou pelo menos entre séries pequenas de corridas. Para
tanto foi utilizado o sistema de replenishment do equipamento de CE, onde
uma funcdo na implementacdo do método pelo software permite a renovacao
da FM dos vials entre as corridas a partir de um reservatério. Esse processo foi
feito para corridas consecutivas de uma mistura de padrdes de esteroides
intercaladas com corridas das amostras de gel transdérmico contendo esses
esteroides, ou seja, foi possivel fazer esse estudo em diferentes matrizes. A
Figura 16 mostra o perfil da corrente elétrica com uso do sistema de
replenishment do equipamento de CE, bem como os eletrocromatogramas das
corridas envolvendo mistura de padrdes dos esteroides. Observa-se que com a
renovacao da FM entre as corridas o perfil da corrente mantém-se visualmente
constante, com uma pequena oscilacdo. Também € possivel notar que ndo ha

deslocamentos consideraveis nos picos dos eletrocromatogramas.
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Figura 16: (A) Perfil da corrente ao longo de 14 corridas consecutivas que
incluiram mistura de padrdes e amostras. (B) Eletrocromatogramas de quatro
corridas da mistura de padrdes (estriol 4,03 mmol L™*, estradiol 4,33 mmol L™
e progesterona 5,07 mmol L' em metanol). FM: NHJAc
20,0 mmol L™ (70% v/v) e acetonitrila (30% v/v); voltagem: -25 kV; temperatura:

20°C; injecéo: -25 mbar por 15 s; Detec¢ao: 214 nm. Capilar: TSH.
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Esses resultados ficam mais evidentes se analisarmos os desvios
padrdes relativos (DPR) dos valores de corrente elétrica das quatorze corridas
consecutivas, com a renovacdo da FM e sem a renovacao (Tabela 8). No
primeiro caso, nao existe variacao significativa entre os DPR (5,30% - 5,89%).

No segundo caso, a variacdo foi consideravel (5,32% - 29,11%).

Tabela 8: Valores de desvio padréo relativo de quatorze corridas consecutivas.

Corrida DPR (%)
Sem renovacao Com renovacgao
1 5,32 5,80
2 5,54 5,89
3 6,37 5,86
4 7,67 5,30
5 9,28 5,34
6 11,11 5,43
7 12,97 5,34
8 15,06 5,37
9 17,12 5,56
10 19,41 5,53
11 21,73 5,56
12 24,13 5,62
13 26,52 5,57
14 29,11 5,58

Cabe ressaltar que a coluna monolitica utilizada nessa etapa foi
produzida em um capilar revestido com fluoropolimero da série TSH, diferente
do utilizado no experimento do planejamento fatorial, que foi o revestido com
fluoropolimero da série TSU. Apesar de ambas as colunas terem sido
produzidas a partir da mesma solucdo fotopolimerizavel, podem existir
diferencas entre elas, da mesma forma como foi discutido anteriormente para o
capilar revestido com poliacrilato, o que pode levar a variagdes nas colunas
produzidas. Isso pode justificar a diferenca no perfil dos picos da mistura de

padrées com relagcéo aos resultados do planejamento fatorial.
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4.1.3.2. Instabilidade e interrup¢des devido a formacéo de bolhas

Uma dificuldade encontrada nas analises eletrocromatograficas € a
grande propensdao a formacdo de bolhas na FM, principalmente devido a
presenca de solventes organicos, gerando instabilidade e interrupcbes da
corrente e interferéncias no sinal dos analitos. Durante os experimentos foi
constatada a necessidade de se utilizar pressurizagédo simultanea de ambos os
vials durante as corridas para suprimir a formacdo de bolhas. Essa
pressurizacdo permitiu obter correntes mais estaveis, como mostrado na Figura
17, indicando que a FM no interior do capilar se apresentou como um meio
liguido com menos interrupcdes provocadas por bolhas, propiciando

movimentacao mais uniforme das cargas elétricas.

35 pA

T T

0 2 4 6 8 10
Tempo (min)

-

Figura 17: Perfil da corrente de duas corridas eletrocromatograficas com
pressurizacao (linha preta) e duas sem pressurizacao (linha cinza). FM: NH;Ac
20,0 mmol L™ (70% v/v) e acetonitrila (30% v/v); voltagem: -20 kV; temperatura:
20°C.

4.1.4. Repetibilidade das corridas eletrocromatograficas

Apos terem sido contornados os problemas citados anteriormente de
instabilidade durante as corridas por CEC, duas colunas monoliticas em capilar
TSU foram obtidas a partir de solucdes fotopolimerizaveis preparadas de forma

independente e foram utilizadas na separagcéo de uma mistura de padrées dos
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esteroides nas condi¢cdes do ensaio G para verificar a repetibilidade no preparo
da FEM. Foram avaliados os valores do tempo de retencdo e o numero de

pratos tedricos referentes a cada pico (Tabela 9).

Tabela 9: Tempos de retencdo e numeros de pratos a meia altura de duas

colunas monoliticas preparadas de forma independente.

Picos Coluna 1l Coluna 2

Tempo de retenc&o (min)

TC11 TC12 TC13 TC21 TC22 TC23
Fluxo 1,6 1,6 1,6 1,5 1,5 1,4
Estriol 3,4 3,1 3,0 3,0 3,2 3,0
Estradiol 9,2 8,8 8,8 9,6 9,3 9,9
Progesterona 14,2 15,0 14,2 17,2 16,8 17,4

Numero de pratos
NC11 NC12 NC13 NC21 NC22 NC23

Fluxo 68041 72960 72171 44436 41003 47797
Estriol 1375 730 678 3059 2872 2632
Estradiol 3776 2481 2165 7441 7443 6347
Progesterona 2897 8116 3146 17307 17098 8684

Obs.: TCij: tempo de retencéo da coluna i na réplica j; NCij: nimero de pratos

da coluna i na réplica j.

Construindo um grafico Box-plot (Figura 18) pelo software SPSS
(Release 8.0), podemos observar que a localizacdo das caixas, os valores das
medianas (linhas horizontais no interior das caixas) e a auséncia de pontos
discrepantes apontam para a similaridade entre os valores do tempo de
retencdo bem como do numero de pratos tanto na comparacao entre réplicas
de uma mesma coluna quanto para a comparacao entre réplicas de colunas
diferentes. Além disso, o tamanho das caixas indica que as variabilidades
também sdo semelhantes. Do ponto de vista gqualitativo, esses resultados
sinalizam repetibilidade entre as corridas eletrocromatograficas e também entre

o preparo de duas colunas monoliticas independentes.
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Figura 18: Grafico Box-plot para as variaveis: tempo de retengcdo e niumero de
pratos de duas colunas monoliticas preparadas de forma independente. O valor
do numero de pratos foi dividido por 10* para ficar dentro da escala. TCij:
tempo de retencdo da coluna i na réplica j; NCij: nimero de pratos da coluna i

na réplica j.

4.2. COLUNA MONOLITICA EM CROMATOGRAFIA A LIQUIDO

Foi realizada uma tentativa de utilizacdo das colunas monoliticas em um
sistema de LC envolvendo um equipamento RRLC. As colunas especificadas
para esse equipamento possuem diametro interno da ordem de 1,0 a 4,6 mm e
a vazao minima do equipamento € de 0,05 mL/min. Pela Tabela 1 podemos
dizer que o equipamento RRLC funciona como um sistema de HPLC
microbore. Os testes mostraram que as dimensfes das colunas testadas
(100 pm de diametro interno) ndo sdo adequadas para esse tipo de

equipamento, devido ao fluxo minimo do sistema ainda ser elevado, gerando
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pressdes acima de 500 bar, desestabilizando o sistema e danificando a FEM.
Devido a esse fato, os testes ficaram comprometidos e néo foi possivel otimizar
as condicdes de analise. Entretanto, em alguns casos foi possivel obter
cromatogramas que sugerem que as colunas podem ser capazes de separar
os analitos estudados através da LC, como o exemplo da Figura 19 em que se
observam trés picos em um cromatograma de uma mistura de fenantreno,
criseno e benzo[a]pireno. Dessa forma, acredita-se que com as dimensdes
apropriadas, ou seja, em capilares com dimensfes maiores talvez se consiga
utilizar as colunas monoliticas nesse tipo de sistema cromatografico RRLC.
Outra perspectiva é a de se utilizar as colunas monoliticas de 100 um de
didmetro interno em outros tipos de equipamentos que permitam fluxos

menores coerentes com o tamanho das colunas capilares.

1,1 mAu

Tempo (min) Tempo (min)

Figura 19: Cromatogramas obtidos em uma coluna monolitica produzida em
capilar revestido com poliacrilato: (A) acetonitrila (branco); (B) mistura de
fenantreno, criseno e benzo[a]pireno 1,0x10° mol L™ diluidos em acetonitrila.
FM: acetonitrila (30% v/v) e agua (70% v/v). Vazdo: 0,15 mL/min. Injecéo:
0,1 pL. Tamanho da coluna: 20,0 cm. Deteccédo: 250 nm (linha cheia) e 270 nm

(linha tracejada).

4.3. CONSIDERACOES GERAIS SOBRE O CAPILAR REVESTIDO COM
FLUOROPOLIMERO

Um avango que se acredita ter alcancado com esse trabalho foi mostrar

a possibilidade de se utilizar diferentes tipos de capilares no preparo das
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colunas. Devido a presenca de uma etapa de fotopolimerizacdo in situ, é
necessario que os capilares sejam transparentes a radiacdo utilizada. A
absorcdo maxima do fotoiniciador FMBF ocorre a 375 nm e € importante que
haja boa transmitancia do revestimento nessa regido (VAZ et al., 2008a). Além
do mais, a transparéncia do capilar facilita o processo de preenchimento com
controle visual. Os trés capilares utilizados nesse trabalho se mostraram
apropriados para a etapa de preenchimento e fotopolimerizacédo. Todavia, até o
presente trabalho, ndo havia sido testada a producdo das colunas monoliticas
sob as condi¢cbes descritas aqui em capilares revestidos com fluoropolimeros
(séries TSH e TSU).

A transparéncia dessas duas séries de capilar permite também o
controle visual do preenchimento com a solucéo fotopolimerizavel até a secdo
do capilar desejada. Todavia, o capilar TSU apresenta uma vantagem que € a
nao necessidade de remocao do revestimento para obtencdo da janela de
deteccdao, visto que sua transmitancia € maior do que 90% a 214 nm segundo o
catalogo do fabricante, ou seja, possui baixa absorbancia da radiacdo UV em
comparacao com outros tipos de capilares. Cabe lembrar que a remocdo do
revestimento para a janela de deteccdo reduz drasticamente a resisténcia do
capilar nessa regido e perda de capilares por quebra na janela sao frequentes.

Os capilares da série TSU e TSH tém se mostrado mais resistentes
como um todo, ou seja, ndo quebram e nem perdem o revestimento facilmente,
0 que é uma vantagem em relacdo ao capilar de poliacrilato. Entretanto, esse
pode ser obtido sem a necessidade de importacdo ja que é produzido por um
grupo de pesquisa da UNESP. Dessa forma, a utilizacdo desses tipos de
capilar de silica fundida é uma boa alternativa para a producdo de colunas

monoliticas fotopolimerizaveis.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O desenvolvimento de FEM tem ganhado grande atencédo
mundialmente, principalmente pelo fato de sua facil e versatil aplicacdo em
técnicas cromatograficas de dimensdes capilares. O dominio de conhecimento
na producdo de uma coluna cromatogréafica cria a liberdade para que se possa
inovar e evitar as limitac6es das colunas comerciais. Além do mais, a producdo
de colunas monoliticas em capilares de silica fundida permite o aproveitamento
de um Unico equipamento para duas técnicas: CE e CEC. Um equipamento de
CE é de modo geral bastante compacto e o consumo de solventes é bastante
reduzido, 0 que seria uma vantagem tanto do ponto de vista ambiental quanto
do financeiro, quando se avalia o consumo e descarte de produtos quimicos.

Neste trabalho foi possivel reproduzir o processo de producdo de
colunas monoliticas baseadas no monémero MPTMS conforme desenvolvido
pelo GQAQ, implementando o uso de capilares de silica fundida revestidos
com fluoropolimero como suporte para a FEM. A adocado de capilares de silica
fundida revestidos externamente por fluoropolimero se mostrou adequada a
utilizacdo da fotopolimerizacdo no preparo da FEM, pois esse revestimento é
transparente a radiacdo UV utilizada tanto na fotopolimerizacdo quanto na
deteccado dos analitos propostos para analise por CEC. Dessa forma, o preparo
da FEM se mostrou pratico e rapido, mantendo a flexibilidade e resisténcia
mecanica do capilar, favorecendo o seu manuseio.

Diversos detalhes operacionais no preparo e uso das FEM se revelam a
todo o momento. Antes do estudo envolvendo as condicBes de pressurizacao e
renovacdo da fase moével, muito tempo foi gasto com colunas danificadas e
guedas de correntes durante as andlises, problemas que foram solucionados
nesse trabalho. Além disso, notou-se que solucbes fotopolimerizaveis
armazenadas por certo periodo de tempo geravam colunas com baixa
porosidade e que esse também era um fator responséavel pela formacdo de
bolhas durante as analises. Como foi mencionado no texto introdutorio, o
polimero pode sofrer intumescimento e encolhimento que levam a sua
deterioragéo e foi observada a necessidade de manter o interior do capilar com

algum solvente quando a coluna néo estiver em uso para prolongar sua vida
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atil. Em relag&o a isso, ainda é preciso realizar estudos sobre a durabilidade
das colunas.

Com o planejamento fatorial foi possivel encontrar uma condi¢cdo de
analise que permitiu a separacdo satisfatoria por CEC da mistura padréo de
estriol, estradiol e progesterona como espécies ndo carregadas em um tempo
relativamente pequeno e com boa resolucdo entre os picos. Tendo em vista o
potencial da FEM baseada no monémero MPTMS para analise de horménios
esteroides por CEC, pretende-se futuramente utilizar essa FEM para quantificar
esses horménios em amostras de gel transdérmico e comparar os resultados
com outras técnicas, como HPLC.

A utilizacdo da FEM na separacdo eletrocromatografica tanto de HPAs
guanto de hormdnios esteroides é um resultado importante, pois mostra que
uma mesma coluna produzida de forma simples pode ser usada para analitos
com caracteristicas estruturais bastante distintas sem a necessidade de se
otimizar todo o processo de producdo da FEM, bastando adaptar alguns fatores
do sistema de corrida, como composicdo da FM e voltagem.

Pretende-se dar continuidade ao desenvolvimento das FEM com a
tentativa de aplica-la também em técnicas de LC. Uma alternativa seria a
construcdo de um sistema cromatografico labmade envolvendo bombas com
dispensa de nanovolumes que podem ser encontradas comercialmente. Outra
opcdo seria a utilizacdo do proprio equipamento de CE que é capaz de
bombear a FM por aplicacdo de pressao e permite injecdo de volumes de

amostra apropriados para sistemas capilares.
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