
1 

UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

CENTRO DE ENERGIA NUCLEAR NA AGRICULTURA 

 

 

 

 

ALEX DOMINGUES BATISTA 

 

 

 

 

 

 

Estratégias para aumento de sensibilidade e seletividade de 
separações cromatográficas em sistemas de análises em fluxo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Piracicaba 

2014

 





1 

ALEX DOMINGUES BATISTA 

 

 

 

 

 

Estratégias para aumento de sensibilidade e seletividade de 
separações cromatográficas em sistemas de análises em fluxo 

Versão revisada de acordo com a Resolução CoPGr 6018 de 2011 

 

 

 

Tese apresentada ao Centro de Energia 
Nuclear na Agricultura da Universidade de 
São Paulo para obtenção do título de Doutor 
em Ciências 

Área de Concentração: Química na 
Agricultura e no Ambiente 

Orientador: Prof. Dr. Fábio R. P. Rocha 

 

 

 

 

 

 

 

 

Piracicaba 

2014 

 



2 

AUTORIZO A DIVULGAÇÃO TOTAL OU PARCIAL DESTE TRABALHO, POR QUALQUER 
MEIO CONVENCIONAL OU ELETRÔNICO, PARA FINS DE ESTUDO E PESQUISA, 
DESDE QUE CITADA A FONTE. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dados Internacionais de Catalogação na Publicação (CIP) 

Seção Técnica de Biblioteca - CENA/USP 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Batista, Alex Domingues 

Estratégias para aumento de sensibilidade e seletividade de separações 
cromatográficas em sistemas de análise em fluxo / Alex Domingues Batista; 
orientador Fábio Rodrigo Piovezani Rocha. - - versão revisada de acordo com 
a Resolução CoPGr 6018 de 2011. - - Piracicaba, 2014. 

142 f. : il. 

Tese (Doutorado – Programa de Pós-Graduação em Ciências. Área de 
Concentração: Química na Agricultura e no Ambiente) – Centro de Energia 
Nuclear na Agricultura da Universidade de São Paulo. 

1. Adulteração de alimentos 2. Análise por injeção em fluxo 3. Análise 
por injeção sequencial 4. Antibióticos 5. Conservantes 6. Cromatografia 
líquida 7. Química analítica instrumental I. Título 

CDU  54.08 : (543.068.3 + 543.544.5) 



3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico 

 

Às minhas amadas, mãe Maria e avó Idelina, 
mulheres batalhadoras que me deram 
incentivo, apoio e grandes valores os quais 
levarei por toda minha vida. 



4 

 

 

 

 

 

 

  



5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

“Não pode ter grandes 
dificuldades quando abunda 
a boa vontade.” 

 

Nicolau Maquiavel 



6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   



7 

AGRADECIMENTOS 

 

Ao professor Fábio Rocha, pelo conhecimento transmitido, pelas conversas e 

discussões que muito contribuíram para o meu crescimento, e pelo ensinamento de 

valores éticos que levarei pelo resto de minha vida. 

À Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo - FAPESP pelo 

apoio financeiro durante o desenvolvimento do projeto (proc. FAPESP nº: 

2011/06437-6). 

Ao Centro de Energia Nuclear na Agricultura pela estrutura disponibilizada para 

o desenvolvimento deste trabalho. 

Aos colegas do Laboratório de Química Analítica pelos momentos de 

descontração e também de troca de experiências. Em especial a meus amigos 

Andréia e Diogo Rocha que tornaram esta etapa muito mais agradável. 

Às técnicas de Laboratório Sheila e Fátima por todo o suporte dado neste 

período. 

Ao professor Valdemar Luiz Tornisielo e ao Laboratório de Química da Esalq 

por disponibilizarem os equipamentos de HPLC para os procedimentos de 

referência. 

Aos professores Boaventura, Zagatto e Wanessa por todas as críticas 

construtivas que enriqueceram as discussões deste trabalho. 

Ao professor Petr Solich por me receber prontamente em seu laboratório e 

pelas oportunidades de vivenciar novas experiências científicas e culturais. Ao 

pesquisador Petr Chocholous por todo o suporte e ensinamentos proporcionados no 

período de estágio no exterior. Um agradecimento especial aos amigos 

conquistados neste período: Burkhard Horstkotte, Ivana Šrámková, Jitka Široká e 

Klára Petrů, o quais tornaram o tempo longe do Brasil muito mais agradável. 

Às pessoas especiais que me incentivam e sempre estão do meu lado: Julio 

Cesar Torelli e Elaine Carvalho Fernandes. 

Enfim, a todos que contribuíram direta ou indiretamente para que este trabalho 

fosse possível.  



8 

 

 

 

 

  



9 

RESUMO 

 

BATISTA, A. D. Estratégias para aumento de sensibilidade e seletividade de 
separações cromatográficas em sistemas de análises em fluxo. 2014. 142 f. Tese 
(Doutorado) – Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de São Paulo, 
Piracicaba, 2014.  

 

A introdução de separações cromatográficas expandiu a aplicabilidade de sistemas de 
análises em fluxo. No entanto, a seletividade e sensibilidade de procedimentos são restritos 
devido à escassa disponibilidade de fases estacionárias que operam a baixas pressões. 
Sendo assim, foram desenvolvidos quatro procedimentos analíticos visando a melhoria 
destes aspectos. A primeira proposta explorou pioneiramente colunas de núcleo fundido em 
sistemas de análises por injeção em fluxo. A separação de metil, etil e propil parabenos foi 
selecionada com aplicação. As eficiências cromatográficas de quatro colunas (C18, RP-
amida, F5 e fenil-hexil) foram avaliadas criticamente. Acetonitrila e uma solução de ácido 
fosfórico pH 2,5 foram utilizadas como fase móvel. A fase RP-amida apresentou melhor 
desempenho com a separação dos três analitos em 8,0 min, com resoluções > 1,72, 
simetrias de pico < 1,66, LOD entre 0,12 e 0,39 mg L-1, resposta linear até 5,0 mg L-1  
(r > 0,996) e CV para altura dos picos < 3,5 % (n=10). O procedimento foi aplicado à 
determinação de parabenos em produtos de cuidados pessoais e os resultados 
concordaram com o procedimento de referência a 95% de confiança. Um procedimento 
envolvendo o acoplamento de extração em fase sólida (SPE) a um sistema de cromatografia 
por injeção sequencial (SIC) foi proposto para pré-concentração e separação de oito 
sulfonamidas. A fase estacionária pentafluorofenilpropil foi selecionada após comparação 
crítica da eficiência apresentada por três colunas de núcleo fundido e duas colunas de fases 
monolíticas. Acetonitrila e tampão fosfato (pH 5,0) foram utilizados como fase. Fatores de 
enriquecimento de até 39,2 foram alcançados com volume de amostra de 500 µL. O 
procedimento apresentou tempo de análise < 10,5 min, resoluções > 1,83 com simetrias de 
pico ≤ 1,52, LOD entre 4,9 e 27 µg L-1, faixa de resposta linear entre 30,0 e 1000,0 µg L-1  
(r > 0,997) e CV da altura dos picos, 2,9% (n=6). Um procedimento empregando fase 
estacionária micelar foi desenvolvido para determinação de melamina em leite. A fase móvel 
foi composta por uma solução aquosa de dodecil sulfato de sódio (SDS) e 1-propanol 
(92,5:7,5 v/v). O procedimento de preparo de amostra foi implementado em linha pela 
diluição da amostra com SDS. Resposta linear foi observada entre 2,0 e 6,0 mg L-1 de 
melamina com LOD estimado em 0,6 mg L-1 e CV da altura dos picos de 2,9% (n=6). Os 
resultados para diferentes amostras de leite foram concordantes com aqueles obtidos pelo 
procedimento cromatográfico de referência em um nível de 95% de confiança. Uma 
estratégia envolvendo pré-concentração on-column de parabenos em um sistema SIC foi 
proposta. Resposta linear foi observada entre 0,25 e 1,00 µg mL-1 (r ≥ 0,999) e LODs 
estimados entre 40 e 60 ng mL-1. Tempos de retenção e altura dos picos apresentaram  
CV < 2,1%. Fatores de enriquecimento entre 30,0 e 34,8 foram alcançados. As estratégias 
propostas são viáveis para melhoria de seletividade e sensibilidade de separações 
cromatográficas em sistemas de análises em fluxo, além de apresentarem vantagens frente 
a procedimentos análogos na literatura. 

 

Palavras chaves: Cromatografia por injeção sequencial. Sensibilidade. Seletividade. 
Análise por injeção em fluxo. Colunas de núcleo fundido. Colunas monolíticas. 
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ABSTRACT 

 

BATISTA, A. D. Strategies to improve sensitivity and selectivity of chromatographic 
separations in flow analysis systems. 2014. 142 f. Tese (Doutorado) – Centro de Energia 
Nuclear na Agricultura, Universidade de São Paulo, Piracicaba, 2014. 

 

The introduction of chromatographic separations expanded the applicability of flow systems. 
However, selectivity and sensitivity of the procedures are limited due the poor options of 
stationary phases available for low-pressure. Therefore, four procedures were developed 
aiming the improvement of these aspects. The first proposal exploited pioneered fused-core 
columns in a flow injection analysis system. The separation of methyl, ethyl and propil 
parabens was selected as an application. The chromatographic efficiency of four columns 
(C18, RP-amide, F5 and fenyl-hexyl) were crítically evaluated. Acetonitrile and a phosphoric 
acid solution at pH 2.5 were used as mobile phase at different proportions for each column. 
The RP-amide phase presented the best performance by separating the analytes in 8.0 min 
with resolution > 1.72, peak symmetry < 1.66, LOD between 0.12-0.39 mg L-1, linear 
response range up to 5.0 mg L-1 (r > 0.996) and coefficients of variation of peak heights  
< 3.5% (n=10). The procedure was applied to parabens determination in personal care 
products and the results agreed with the HPLC reference procedure at the 95% confidence 
level. A procedure coupling solid phase extraction (SPE) to a sequential injection 
chromatography (SIC) was proposed for preconcentration and separation of eight 
sulfonamides. The pentafluorophenylpropyl (F5) phase was selected after a critical 
comparison of the performance achieved by three fused-core columns and two monolithic 
columns. Acetonitrile and acetate buffer pH 5.0 were used as mobile phase. Enrichment 
factors up to 39.2 were achieved with a 500 µL sample volume. The developed procedure 
showed analysis time < 10.5 min, resolutions > 1.83 with peak symmetry ≤ 1.52, LODs 
between 4.9 and 27 µg L-1, linear response ranges from 30.0 to 1000.0 µg L-1 (r > 0.997) and 
CV of peak heights < 2.9% (n=6). Micelar chromatography was for the first time exploited in 
SIC and the performance was demonstrated by determination of melamine in milk. Mobile 
phase was composed by a sodium dodecyl sulfate (SDS) solution and propanol (92.5:7.5). 
The sample pretreatment procedure was on-line implemented by dilution of the sample with 
SDS. A linear response was observed within 2.0 and 6.0 mg L-1 of melamine with a LOD 
estimated at 0.6 mg L-1 and coefficients of variation at 2.9% (n=6). Results for different milk 
samples agreed with those obtained by high performance liquid chromatography at the  
95% confidence level. A procedure involved on-column preconcentration of parabens in a 
SIC system was based on the injection of relatively high volume of an aqueous sample in a 
reversed-phase column. After preconcentration, a suitable mobile phase was inserted to 
perform chromatographic separation (acetonitrile/phosphoric acid pH 2.5 (75:25, v/v)). A 
linear response was achieved from 0.25 to 1.00 µg mL-1 (r > 0.999) and LOD estimated 
within 40 and 80 ng mL-1. Coefficients of variation for retention time and peak heights were 
below 2.1%. Enrichment factors within 30.0 and 34.8 were achieved. The proposed 
strategies are feasible for improving selectivity and sensitivity of chromatographic 
separations in flow analysis systems, besides having advantages compared to similar 
procedures in the literature. 

 

Key words: Sequential injection chromatography. Sensitivity. Selectivity. Flow injection 
analysis. Fused-core columns. Monolithic columns. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Análises por injeção em fluxo e cromatografia líquida 

 

A introdução das análises por injeção em fluxo (FIA) na década de 1970, 

mudou o modo como as soluções podem ser manipuladas [1]. Esse processo se 

baseia na injeção de amostra (e eventualmente de reagentes) em um fluxo 

transportador. Durante o percurso até o ponto de detecção, a zona de amostra sofre 

dispersão causando a mistura das porções de amostra e reagente para formação de 

um produto detectável. O formato e a magnitude do sinal analítico fornecem 

informações cinéticas sobre a reação química envolvida, assim como a 

concentração da espécie de interesse. A configuração básica de um sistema FIA 

consiste em bomba propulsora, um dispositivo para injeção da amostra; reator para 

mistura e definição do tempo para a formação do produto e sistema de detecção. 

A cromatografia líquida, assim como FIA, se baseia na injeção de uma 

amostra em um fluxo transportador de fase móvel, sendo os analitos separados por 

afinidade diferencial na coluna cromatográfica [2]. Com vários pontos em comum, a 

comparação entre as duas técnicas se torna inevitável. Apesar de serem 

consideradas técnicas em fluxo, apresentam propósitos diferentes: FIA usualmente 

busca a determinação de um único analito (ou de poucos analitos) através de sua 

conversão química a uma espécie detectável em uma zona única de amostra; 

cromatografia líquida tem como objetivo a determinação de vários analitos em uma 

mesma injeção através da migração diferencial destas espécies em uma coluna e 

posterior detecção. O transportador nos sistemas FIA tem a finalidade de levar a 

zona de amostra até o sistema de detecção e, em alguns casos, participar do 

processo de derivação química do analito, enquanto em cromatografia líquida ele 

participa do processo de separação dos analitos. As técnicas também diferem 

quanto ao tempo de residência dos analitos em cada sistema. Enquanto em 

sistemas FIA o tempo de residência pode ser de alguns segundos, em cromatografia 

líquida podem ser necessárias horas para a completa separação dos componentes 

da amostra, prejudicando a frequência de amostragem. No entanto, vários analitos 

podem ser determinados em uma única injeção. 
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 Durante a evolução das separações cromatográficas, os sistemas ganharam 

sistemas de detecção cada vez mais poderosos, como espectrometria de massas, 

além do desenvolvimento de fases estacionárias mais eficientes, proporcionando a 

separação rápida de vários analitos [3]. Várias propostas na área de análises em 

fluxo também foram feitas, como os sistemas de análises por injeção sequencial 

(SIA) [4] e sistemas com multicomutação [5], que aumentaram a versatilidade. Com 

isso, as duas técnicas evoluíram para direções diferentes; enquanto sistemas 

cromatográficos buscavam separações rápidas e eficientes, sistemas de análises 

em fluxo buscavam a implementação das mais diversas ferramentas, como 

extrações e pré-concentração em linha, com o intuito de automação, melhora de 

eficiência e minimização da geração de resíduos [6], os procedimentos de pré-

tratamento de amostra são raramente acoplados a sistemas de cromatografia 

líquida. 

 Sistemas de análises em fluxo, apresentam alta versatilidade, sendo possível 

a implementação das mais diversas estratégias de pré-tratamento de amostra. No 

entanto, os procedimentos usualmente se restringem à determinação de um ou dois 

analitos, surgindo a necessidade do desenvolvimento de novas estratégias para a 

determinação multielementar. 

 

1.2. Cromatografia por injeção sequencial 
 

Sistemas de análises em fluxo apresentam características atrativas como 

simplicidade, versatilidade, baixo custo, alta frequência de amostragem e 

usualmente boas características analíticas. Entretanto, usualmente não são capazes 

de realizar separações de misturas complexas de analitos, tal como ocorre nas 

técnicas de separação, como cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) [7]. 

Estas técnicas são bem estabelecidas e apresentam alto desempenho e 

seletividade, mas necessitam de instrumentação de custo mais elevado do que as 

técnicas de análises em fluxo. A fim de explorar os atrativos de cada técnica, foi 

proposta a utilização de colunas cromatográficas monolíticas em sistemas de 

análises por injeção sequencial, introduzindo a cromatografia por injeção sequencial 

(SIC, do inglês sequential injection chromatography) [8]. 
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A proposta pioneira foi a aplicação à separação e determinação de diclofenaco 

e parabenos em pomadas [8]. Quatro compostos foram quantitativamente separados 

em oito minutos utilizando fase estacionária C18 e uma mistura de acetonitrila e 

água (40:70 v/v) como fase móvel. No início de seu desenvolvimento, problemas 

com vazamentos eram recorrentes devido ao sistema não ser projetado para 

suportar as contra-pressões atingidas pelo uso de colunas monolíticas. A introdução 

de um sistema especialmente desenvolvido para operar em pressões maiores 

resolveu estes problemas. O sistema comercialmente disponível é composto por 

uma bomba tipo seringa, com reservatório de 4,0 mL, e uma válvula seletora de oito 

vias, ambas projetadas para suportar pressões de até 1000 psi. O esquema básico 

de um sistema SIC é apresentado na Figura 1.1. 

 

 

Figura 1.1 - Diagrama genérico de um sistema de cromatografia por injeção sequencial. BS: 

bomba tipo seringa; VS: válvula seletora; CC: coluna cromatográfica; D: 

sistema de detecção 

 

 No início de seu desenvolvimento, SIC foi predominantemente aplicado à 

separação e determinação de espécies de interesse farmacêutico e alguns poucos 

trabalhos focaram aplicações ambientais. Os procedimentos desenvolvidos e suas 

aplicações são apresentados na Tabela 1.1. 

D
CC

VS

BS

Amostra Fase 
Móvel
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1.3. Colunas cromatográficas em sistemas de cromatografia por injeção 
sequencial 

 

A busca por meios de separação mais eficientes em cromatografia resultou 

em colunas de partículas de dimensões cada vez mais reduzidas (< 3,0 µm) e 

consequentemente foi necessário o uso de bombas de melhor desempenho, devido 

ao aumento da resistência a passagem do fluído. Com esta limitação ao avanço da 

capacidade de separação de colunas cromatográficas, deu-se início ao 

desenvolvimento de novos meios que apresentassem alta eficiência de separação a 

pressões menores do que as necessárias para colunas de partículas porosas. Neste 

contexto, foram introduzidas as colunas monolíticas, que consistem em uma peça 

única de sílica polimérica de alta pureza, usualmente em formato cilíndrico, que 

possui uma estrutura altamente porosa (porosidade excede 80%) com pequenos 

domínios e grandes canais que conferem à coluna alta eficiência e permeabilidade 

(Figura 1.2). Os domínios estão presentes em diversos formatos como micro, 

mesoporosos ou não porosos [46]. Os canais do monolito de dimensões nominais de 

2 µm de diâmetro são os caminhos preferenciais da fase móvel e devido à sua 

geometria e estrutura apresentam menor resistência à passagem de fase móvel do 

que os meios particulados, isso faz com que seja possível trabalhar a vazões altas 

(> 5 mL min-1) sem perda de eficiência. [47,48]. A maioria dos procedimentos em 

SIC utiliza uma coluna monolítica como meio de separação, por operar a pressões 

menores do que as colunas empacotadas, como pode ser observado na Tabela 1.1. 
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Figura 1.2 - Representação esquemática de (a) colunas empacotadas e (b) monolíticas. 

(adaptado da ref. [49]) 

 

 Com relação ao desempenho cromatográfico, colunas monolíticas e de 

partículas de mesma área superficial e diâmetro de poro apresentam propriedades 

similares com respeito à seletividade e retenção [50]. 

 Atualmente, duas empresas disponibilizam comercialmente colunas 

monolíticas que podem ser empregadas em sistemas SIC - Merck® ChromolithTM e 

Phenomenex® OnyxTM. Somente colunas de 25 e 50 mm de comprimento são 

compatíveis com o sistema, o que restringe as opções de fases estacionárias, uma 

vez que somente fases C18, C8, CN, NH2 e sílica estão disponíveis. Isto faz com que 

a seletividade dos procedimentos desenvolvidos em SIC seja limitada, o que é 

agravado pela relativa dificuldade de realizar eluições por gradiente. 

  

 

Canais

Domínios 
Região externa 
FE impermeável 
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A capacidade de separação de sistemas SIC dependia exclusivamente de 

colunas monolíticas, o que restringia suas aplicações. O avanço no poder de 

separação desses sistemas estava condicionado, então, ao surgimento de novas 

tecnologias na produção de colunas que operassem a baixas pressões, mas que 

apresentassem diferentes fases estacionárias.  

Nos últimos anos, colunas de núcleo fundido (do inglês, fused-core columns) 

têm se destacado por sua alta eficiência de separação a pressões inferiores que as 

requeridas com colunas recheadas com partículas de sílica porosa [51]. Estas 

colunas são constituídas por partículas com um núcleo de sílica fundida (e.g. 1,7 µm 

de diâmetro) revestido por uma camada porosa de fase estacionária (e.g. 0,5 µm de 

espessura). Essa combinação resulta em partículas com alta área superficial e 

colunas capazes de operar em pressões menores. Por exemplo, colunas de núcleo 

fundido com partículas de 2,7 µm apresentam eficiência de separação comparável a 

uma coluna de partículas de sub-2 µm e operam em pressões próximas a de 

partículas de 3 µm [52]. Devido à sua peculiar constituição física, estas colunas 

apresentam várias características que contribuem para melhores separações 

cromatográficas. Estas características afetam diretamente os termos da equação de 

van Deemter [51]: 

 

 

 

Onde H é a altura equivalente a um prato; A: termo dos caminhos múltiplos 

(difusão de Eddy); B: termo de difusão longitudinal; C: termos de transferência de 

massa entre fases móvel e estacionária; u: velocidade linear média da fase móvel. A 

altura equivalente a um prato é a constante de proporcionalidade entre a variância 

da banda cromatográfica (σ2) e o comprimento da coluna (L), podendo ser uma 

medida indireta de alargamento de banda: σ2= H*L. 

Por apresentar poros de volumes bastante reduzidos, as colunas de núcleo 

fundido apresentam redução do alargamento de bandas por difusão longitudinal 

(termo B da equação de van Deemter). O menor caminho de difusão aumenta a 

velocidade de transferência de massa entre as fases móvel e estacionária, 

reduzindo a contribuição do termo C da equação de van Deemter, o que faz com 
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que a coluna promova separações eficientes em curtos períodos de tempo [53,54]. 

Estas colunas também apresentam tamanhos de partículas mais uniformes, como 

mostrado na Figura 1.3, que resulta em um empacotamento mais efetivo, diminuindo 

a contribuição do termo A da equação de van Deemter, relacionado aos caminhos 

múltiplos do analito. A combinação destes fatores faz com que se obtenham picos 

menos alargados e viabiliza separações eficientes em curtos períodos de tempo. 

Além destas vantagens, as colunas de núcleo fundido estão disponíveis em diversas 

fases estacionárias como C18, fenil-hexil, amida e F5. Elas são comercializadas por 

diversas empresas, como a Poroshell (Agilent), Halo (Advanced Materials 

Technology), Cortecs (Waters), Kinetex( Phenomenex), Ascentis Express (Sigma 

Aldrich) e Accucore (Thermo Fisher Scientific). 

 

 

 

Figura 1.3 - Comparação da constituição física de partículas de núcleo fundido e porosas de 

sílica 

 

Tendo em vista o alto poder de separação provido pelas colunas de núcleo 

fundido e a possibilidade de operação a pressão mais baixa, foi proposto o seu 

acoplamento aos sistemas SIC. O trabalho pioneiro apresentou uma comparação 

crítica da eficiência com a obtida em colunas monolíticas na separação de quatro 

estrogênios de estrutura similar [28]. As duas colunas com fase estacionária C18 

apresentaram separações satisfatórias para todos os componentes da mistura com 
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valores de resolução e simetria de picos comparáveis. Devido as colunas avaliadas 

apresentarem comprimentos diferentes (monolítica: 10 cm; núcleo fundido: 3 cm), a 

fase monolítica apresentou maior número de pratos. Entretanto, maiores valores de 

altura equivalente a um prato teórico foram obtidos, indicando menor eficiência da 

coluna de núcleo fundido. Mesmo apresentando melhor desempenho, a seletividade 

estava limitada a separações por fase C18 e a introdução de colunas com diferentes 

fases estacionárias aumentou a capacidade de separação dos sistemas SIC. Neste 

sentido, a eficiência de separação de compostos fenólicos por três colunas de 

núcleo fundido diferentes (C18, fenil-hexil e RP-amida) foi avaliada [12]. Somente a 

fase RP-amida apresentou resolução satisfatória entre todos os compostos (Rs> 1,5) 

com simetria de pico abaixo de 1,33 e alturas equivalentes a um prato abaixo de 10 

µm, demostrando a importância da seleção da fase estacionária adequada. 
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2. OBJETIVOS 
 

Os objetivos gerais desta tese incluem o desenvolvimento de novas 

estratégias de extração em fase sólida e melhoria de seletividade e sensibilidade de 

separações cromatográficas em sistemas de análises em fluxo. Objetivos 

específicos incluem: 

 Uso de colunas de núcleo fundido para ampliar a seletividade e 

aplicabilidade de separações cromatográficas em sistemas de análises por 

injeção em fluxo. Aplicação à separação e determinação de parabenos em 

produtos de cuidado pessoal; 

 Uso de fase micelar em sistema SIC para a modificação de seletividade da 

fase estacionária para a separação e determinação de melamina em leite; 

 Acoplamento de extração em fase sólida em sistema SIC para a extração 

pré-concentração, separação e determinação de sulfonamidas em águas 

de rio; 

 Desenvolvimento de procedimento de pré-concentração e separação na 

coluna cromatográfica. 
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3. SISTEMA DE CROMATOGRAFIA A BAIXA PRESSÃO POR INJEÇÃO EM 

FLUXO EXPLORANDO COLUNAS DE NÚCLEO FUNDIDO1 

3.1. Introdução 

3.1.1. Separações cromatográficas a baixa pressão em sistemas de análises por 

injeção em fluxo 

 

O principal fator que viabilizou a implementação da cromatografia por injeção 

sequencial foi o emprego de colunas monolíticas que podem ser operadas a 

pressões muito menores do que as colunas convencionais. Apesar disto, os 

sistemas de propulsão usualmente utilizados em sistemas de análises em fluxo, 

como bombas peristálticas (< 80 psi) e microbombas solenoide, não são capazes de 

proporcionar pressões adequadas para a utilização destas colunas. Desta forma, 

sistemas SIC fazem o uso de uma bomba tipo seringa projetada especialmente para 

este tipo de aplicação, a qual é capaz de atingir pressões de até 1000 psi.  

A fim de contornar este inconveniente e permitir separações a pressões 

menores, alguns procedimentos apresentados na literatura fazem o uso de colunas 

monolíticas curtas (0,5 cm), empregadas como colunas de guarda em HPLC, para 

realizar separações em sistemas FIA, sendo esta técnica chamada de cromatografia 

por injeção em fluxo (FIC, do inglês Flow injection chromatography). Neste contexto, 

um procedimento para a separação e determinação de teobromina, teofilina e 

cafeína em café foi desenvolvido pelo acoplamento de uma coluna monolítica 

comercial de 0,5 cm com fase estacionária C18 a um sistema FIA [55]. O sistema 

era também constituído por uma bomba peristáltica, uma válvula de injeção e de 

detecção espectrofotométrica no ultravioleta. O procedimento possibilitou a 

separação dos analitos com resolução superior a 1,83. O sistema apresenta 

vantagens frente a SIC e a HPLC, como o baixo custo, devido à desnecessária 

utilização de sistemas de bombeamento de alta pressão e instrumentação mais 

simples. A principal desvantagem é o uso de colunas curtas (0,5 cm) que limitam a 

capacidade de separação. A seletividade destes sistemas também era limitada 

devido às poucas opções de fases estacionárias das fases monolíticas. 

 

                                                            
1 Anexo A – Batista, A. D., Rocha, F. R. P. Analytical Methods, v. 6, p. 9299‐9304, 2014. 
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Como apresentado no Capitulo 1, as colunas de núcleo fundido são capazes 

de realizar separações cromatográficas eficientes a pressões menores do que as de 

colunas convencionais e, além disto, são disponíveis em uma variedade de fases 

estacionárias. O uso de colunas de núcleo fundido em sistemas FIC pode aumentar 

a seletividade dos procedimentos desenvolvidos pelo uso de fase estacionária 

adequada, amenizando o efeito da baixa capacidade de separação provida pela 

curta dimensão da coluna. 

 

3.1.2.  Parabenos 

 

Parabenos são substâncias amplamente utilizadas na indústria cosmética 

como conservantes por possuírem um amplo espectro de atividade antimicrobiana, 

baixa toxicidade, baixa reatividade (são resistentes à hidrólise sob aquecimento e 

estáveis em diferentes condições de acidez), baixa volatilidade e baixa tendência de 

adsorção em embalagens. Os parabenos não afetam as características das 

formulações (são incolores e inodoros), são biodegradáveis e têm custo reduzido 

[56]. 

Os parabenos mais utilizados são metilparabeno (MP), etilparabeno (EP) e 

propilparabeno (PP), os quais têm estruturas moleculares apresentadas na Figura 

3.1. Nos produtos cosméticos, podem ser encontrados em anti-transpirantes, 

protetores solares, xampus, entre outros; nos fármacos, desde pomadas 

antifúngicas a comprimidos que regulam a pressão arterial e, nos alimentos, são 

encontrados em refrescos, enlatados de frutas e vegetais, geléias, frutas secas, 

molhos e outros. Em 1984, foi estimado que os parabenos eram usados em 13200 

formulações cosméticas e, em 1995, em um estudo com 215 produtos, 99 % 

continham parabenos em sua formulação [57].  
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Figura 3.1 - Estruturas moleculares dos parabenos mais utilizados industrialmente 

 

O uso em larga escala destes conservantes em cosméticos pode resultar em 

potencial risco à saúde. A maioria destas substâncias pode induzir dermatites 

alérgicas e estudos baseados em ensaios in vitro e in vivo têm relatado que todos os 

parabenos comumente usados apresentaram atividade estrogênica [58]. Para 

garantir a segurança dos consumidores, níveis de tolerância têm sido estabelecidos 

quanto à presença de antimicrobianos em diversas matrizes, tais como cosméticos, 

alimentos e fármacos. Assim, para proteger a saúde humana dos efeitos adversos, 

agências reguladoras têm estabelecido limites para as substâncias de uso 

autorizado nas matrizes em questão. No Brasil, o uso de conservantes em produtos 

de higiene pessoal, cosméticos e perfumes é regulado pela ANVISA, que estabelece 

uma concentração máxima permitida de 0,4 % (m/m) de parabenos totais. Essa 

resolução é baseada na diretiva 76/768/EEC da Comunidade Europeia [59]. O 

cumprimento das normas dessa resolução é de grande importância, já que se sabe 

que os conservantes são substâncias biologicamente reativas [60]. 

Procedimentos empregando FIC para a separação e determinação de 

parabenos foram apresentados anteriormente [61]. No entanto, a baixa seletividade 

da fase estacionária C18 para este grupo de analitos, fez necessário o uso de 

eluições por etapas, i.e. o uso de duas fases móveis diferentes para separações 

satisfatórias. A implementação destas etapas resultou em instrumentação mais 

complexa e maior consumo de solventes orgânicos [62]. Uma estratégia similar foi 
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posteriormente utilizada para a determinação espectrofotométrica [61] e 

quimiluminétrica [63] de parabenos. Neste capítulo da Tese foram exploradas 

colunas de núcleo fundido curtas para aumento da seletividade de separações 

cromatográficas realizadas em sistemas de análise por injeção em fluxo. 

 

3.2. Parte experimental 

 

3.2.1. Equipamentos e acessórios 

 

Foi utilizado um sistema de análises em fluxo constituído de uma bomba 

peristáltica de oito canais (Ismatec), tubos de Tygon®
, tubos PEEK (0,25 mm d.i.), 

confluências de Teflon®, válvulas solenoide de três vias (NResearch®), cela de fluxo 

com 10 mm de caminho óptico e 8 µL de volume interno (Ultem®), espectrofotômetro 

USB2000 UV-vis (Ocean Optics®), lâmpada de deutério D-2000 (Ocean Optics®) e 

cabos de fibra óptica com diâmetro interno de 600 µm (CeramOptec®), pré-colunas 

de núcleo fundido (Ascentis Express® 5 x 4,6 mm; 2,7 µm) com fases estacionárias 

C18, RP-amida, F5 e fenil-hexil e pré-coluna monolítica (Onyx® Phenomenex, 0,5 x 

4,7 mm). A injeção da amostra e a inserção de fase móvel na coluna cromatográfica 

foi controlada por programa de computador desenvolvido em linguagem Visual Basic 

6.0 e a aquisição dos dados foi feita por software (OOIBase 32) fornecido pelo 

fabricante do espectrofotômetro. 

3.2.2. Reagentes e soluções 

 

No preparo de todas as soluções foram utilizados reagentes de grau analítico e 

água deionizada (resistividade >  18,2 MΩ) Soluções estoque de metil, etil e 

propilparabeno (Sigma Aldrich) 1000 mg L-1 foram preparadas em metanol (Merck). 

As soluções de trabalho foram preparadas a partir da diluição das soluções estoque 

na fase móvel, a qual foi constituída de uma mistura de acetonitrila e água a pH 2,5 

ajustado com ácido fosfórico. Diferentes proporções de acetonitrila/água foram 

utilizadas para as diferentes fases estacionárias. Amostras de lenços umedecidos, 
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lubrificantes íntimos, pomada e repelente de insetos foram utilizadas para a 

avaliação da aplicabilidade do procedimento. Todos os produtos foram adquiridos no 

mercado local. 

3.2.3. Procedimentos 

 

Inicialmente foi avaliado o desempenho cromatográfico de diferentes fases 

estacionárias na separação dos três parabenos, utilizando o sistema apresentado na 

Figura 3.2. O volume de amostra injetado na coluna cromatográfica foi definido pelo 

tempo de acionamento da válvula V1 e pela vazão conferida pela bomba peristáltica. 

Após a válvula V1 ser desativada, a fase móvel foi propelida pela coluna. Os analitos 

foram eluídos da coluna e posteriormente detectados por espectrofotometria de 

absorção molecular no ultravioleta (250 nm). 

A avaliação dos cromatogramas foi feita por meio do software gráfico 

(OriginLab®) e a altura dos picos foi utilizada como parâmetro analítico. A fase 

estacionária RP-amida foi utilizada para a avaliação da influência do volume de 

amostra (entre 5 e 24 L) e vazão da fase móvel (entre 0,3 e 0,6 mL min-1). Tempos 

de retenção, resolução, fator de simetria de pico, número de pratos e altura 

equivalente a um prato teórico foram calculados com os dados experimentais, com 

base nas recomendações da FDA (Food and drug admistration) [64]. 

 

 

 

Figura 3.2 - Diagrama do sistema de análises em fluxo utilizado para separações 

cromatográficas a baixa pressão. A: amostra; FM: fase móvel; V1 e V2: 

válvulas solenoide de três vias; CC: coluna cromatográfica; X: confluência; 
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D: cela de fluxos acoplada ao detector espectrofotométrico; W: recipiente de 

descarte 

  

3.2.4. Procedimento de referência 

 

O procedimento de referência foi baseado em cromatografia líquida de alta 

eficiência empregando uma coluna C18 (MetaChem Inertsil, ODS-3, 250 mm x  

4,0 mm com partículas de 5 µm) e fase móvel composta por uma mistura de água e 

acetonitrila (45:55, v/v) para eluição isocrática a uma vazão de 1,0 mL min-1. O 

volume de amostra injetado foi 10 µL. 

As amostras foram preparadas conforme procedimento apresentado 

anteriormente na literatura [65]. Os lenços foram secos em estufa a 50 ºC por  

12 h. A extração dos parabenos foi feita utilizando ca. 1,0 g da amostra e 30 mL de 

metanol, sob sonicação por 15 minutos. O extrato final foi diluído com fase móvel a 

fim de se obter em concentrações dentro da faixa linear de resposta. 

3.3. Resultados e discussão 

3.3.1.  Considerações gerais 

 

Alta eficiência de separação e baixas pressões operacionais são os quesitos 

desejáveis em sistemas de cromatografia por injeção em fluxo. As colunas de núcleo 

fundido preenchem estes requisitos e ainda apresentam uma variedade de fases 

estacionárias. Nos experimentos realizados, a pressão aplicada pelo sistema de 

propulsão, foi aferida por um manômetro e não excedeu 80 psi. Resolução 

satisfatória (Rs > 1,5) foi obtida mesmo utilizando uma coluna de dimensões 

reduzidas (5 mm de comprimento). 

A unidade de propulsão deve ser capaz de manter a vazão da fase móvel 

constante para se obterem resultados reprodutíveis, tanto nas alturas de pico como 

nos tempos de retenção. No sistema proposto, o bombeamento foi efetuado por uma 

bomba peristáltica equipada com tubos de propulsão de Tygon®, os quais tiveram 

seu desempenho avaliado frente ao uso de soluções de acetonitrila. Durante todos 
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os experimentos, não foram observadas variações significativas na vazão de fase 

móvel.  

Os mesmos tubos foram utilizados em todos os experimentos sem perda de 

eficiência, indicando a robustez do bombeamento peristáltico. As estruturas 

químicas das fases estacionárias avaliadas são apresentadas na Figura 3.3 

 

Figura 3.3 – Estruturas químicas das fases estacionárias das colunas de núcleo fundido 

avaliadas. 

 

3.3.2. Desempenho cromatográfico 

3.3.2.1. Fase monolítica C18 

 

Experimentos iniciais foram realizados utilizando o sistema apresentado na 

Figura 3.2 acoplado a uma coluna monolítica de fase C18 para a separação de uma 

mistura de metil, etil e propil parabenos. Várias composições de fase móvel foram 

avaliadas e em nenhuma condição foi observada separação satisfatória dos analitos, 

como exemplificado na Figura 3.4.  
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Figura 3.4 - Cromatograma obtido na separação de metil, etil e propil parabenos 5 mg L-1 

por coluna monolítica C18 (5 mm x 4,6 mm). Fase móvel: água:acetonitrila 

(80:20); vazão: 0,6 mL min-1; volume de amostra: 10 µL. 

 

A baixa resolução observada com o uso de fase monolítica C18 deve-se ao 

mecanismo de separação envolvendo a fase C18 (apolar) e os parabenos (polares) 

e ao baixo número de pratos da coluna devido ao seu curto comprimento (0,5 cm). 

Apesar das modificações de composição da fase móvel, os analitos apresentam 

baixa afinidade pela fase C18. Este fato, aliado às características físicas da coluna, 

resultaram em um baixo desempenho cromatográfico.  

3.3.2.2. Fase de núcleo fundido C18 

 

Foram avaliadas várias proporções de água (pH 2,5 ajustado com ácido 

fosfórico) e acetonitrila como fase móvel para cada uma das fases estacionárias. A 

Figura 3.5 apresenta os cromatogramas obtidos com a fase C18 para as duas 

composições de fase móvel que resultaram em melhor separação. Os parâmetros 

cromatográficos correspondentes estão listados na Tabela 3.1.  
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Figura 3.5 – Cromatogramas obtidos nas separações de metil, etil e propil parabenos 5 mg 

L-1 em coluna de núcleo fundido C18 (5 mm x 4,6 mm, 2,7 µm). Vazão: 0,6 mL 

min-1; volume de amostra: 10 µL. (a) água (pH 2,5)/ACN (80:20, v/v), (b) água 

(pH 2,5)/ACN (85:15, v/v) 

 

Tabela 3.1 - Parâmetros cromatográficos referentes à separação de parabenos com 

coluna de núcleo fundido com fase estacionária C18 

Parâmetro 
H2O/acetonitrila (85:15) H2O/acetonitrila (80:20) 

MP EP PP MP EP PP 

Tempo de retenção (min) 1,58 3,78 11,6 1,18 2,20 5,47 

Largura do pico (min) 0,92 1,41 3,47 0,47 0,59 0,91 

Simetria do pico 1,36 1,28 1,01 2,22 1,59 1,34 

Número de pratos  47,6 116 179 103 222 574 

Resolução 1,89a 3,21b  1,93a 4,35b  

Altura equivalente a um 

prato (µm) 
105 43,1 27,9 48,5 22,5 8,71 

Resoluções entre a MP/EP e b EP/PP 
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Conforme esperado para separações em fase reversa, o aumento do 

componente menos polar (acetonitrila) na fase móvel diminuiu o tempo de retenção 

dos analitos, mas também afetou a resolução e a largura dos picos. Na tentativa de 

melhorar a resolução, o aumento da proporção de fase aquosa resultou em tempos 

de retenção muito altos, além de picos muito alargados por aumento de tempo de 

residência dos analitos na coluna, o que aumenta a dispersão. Entretanto, apesar de 

apresentar as mesmas dimensões e fase estacionária da coluna de fase monolítica, 

a coluna de núcleo fundido C18 resultou em melhores resoluções, devido à sua 

maior capacidade de separação, de acordo com o observado anteriormente [28]. 

3.3.2.3. Fase de núcleo fundido fenil-hexil 

 

Os cromatogramas obtidos em duas diferentes condições de fase móvel para a 

fase estacionária fenil-hexil são apresentados na Figura 3.6. Os parâmetros 

cromatográficos correspondentes estão listados na Tabela 3.2.  

 

 

Figura 3.6 – Cromatogramas obtidos na separação cromatográfica de metil, etil e propil 
parabenos 5 mg L-1 por coluna de núcleo fundido fenil-hexil (5 mm x 4,6 mm, 
2,7 µm). Vazão: 0,6 mL min-1; volume de amostra: 10 µL. (a) água (pH 
2,5)/ACN (80:20, v/v), (b) água (pH 2,5)/ACN (85:15, v/v) 
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Tabela 3.2 - Parâmetros cromatográficos referentes à separação de parabenos em 

coluna de núcleo fundido com fase estacionária fenil-hexil 

Parâmetro 
H2O/Acetonitrila (85:15) H2O/Acetonitrila (80:20) 

MP EP PP MP EP PP 

Tempo de retenção (min) 2,13 4,58 12,2 1,42 2,57 5,70 

Largura do pico (min) 0,78 1,25 3,27 0,47 0,63 1,35 

Simetria do pico 1,48 1,28 1,10 2,05 1,56 1,27 

Número de pratos  119 214 222 140 260 281 

Resolução 2,40 3,36b  2,06 3,14b  

Altura equivalente a prato 
(µm) 

4,22 2,34 2,26 3,56 1,92 1,78 

Resoluções entre a MP/EP e b EP/PP 

 

A fase estacionária fenil-hexil permite interações - através de seu anel 

aromático e elétrons deslocalizados, conferindo uma seletividade única, com 

aplicações complementares às fases C18 e amida. O anel aromático não substituído 

atua como doador  (ou base de Lewis) que interage fortemente com receptores  e 

alguns ácidos de Lewis eletro-deficientes. Esta fase apresenta boa seletividade para 

moléculas aromáticas com grupos eletronegativos, como é o caso dos parabenos. 

Foi observado maior resolução dos picos e número de prato maiores do que obtidos 

pela coluna de fase C18, indicando melhor seletividade da coluna fenil-hexil. Na 

condição com melhor resolução (H2O/acetonitrila 85:15), obteve-se longos tempos 

de separação e picos alargados, o que compromete a detectabilidade do 

procedimento e a frequência de amostragem. 

 

3.3.2.4. Fase de núcleo fundido F5 

 

Fases estacionárias F5 (pentafluorofenilpropil) são compostas por anéis 

fenílicos deficientes de elétrons devido aos substituintes flúor, formando uma fase 
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reversa estável. Além da formação de interações -, a fase F5 também retém 

compostos por interações polares, apresentando dois modos de retenção diferentes. 

Isto melhora a retenção de compostos polares, que geralmente é difícil de se obter 

em fases C18. A Figura 3.7 apresenta os cromatogramas obtidos com composições 

de fase móvel que resultaram nos melhores parâmetros cromatográficos, mostrados 

na Tabela 3.3.  

 

 

Figura 3.7 – Cromatogramas obtidos nas separações cromatográficas de metil, etil e propil 

parabenos 5 mg L-1 em coluna núcleo fundido F5 (5 mm x 4,6 mm, 2,7 µm). 

Vazão: 0,6 mL min-1; volume de amostra: 10 µL. (a) água (pH 2,5)/ACN (80:20, 

v/v), (b) água (pH 2,5)/ACN (85:15, v/v) 
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Tabela 3.3 - Parâmetros cromatográficos referentes à separação de parabenos em 

coluna de núcleo fundido com fase estacionária F5 

Parâmetro 
H2O/Acetonitrila (85:15) H2O/Acetonitrila (80:20) 

MP EP PP MP EP PP 

Tempo de retenção (min) 2,98 5,93 13,7 1,88 3,15 6,12 

Largura do pico (min) 1,28 1,89 3,92 0,75 0,96 1,72 

Simetria do pico 1,20 1,18 1,16 1,51 1,33 1,28 

Número de pratos  87,2 158 197 102 173 202 

Resolução de pico 1,87a 2,69b  1,49a 2,22b  

Altura equivalente a prato 

(µm) 
5,73 3,16 2,54 4,91 2,89 2,47 

Resoluções entre a MP/EP e b EP/PP 

 

No caso da separação dos parabenos por fase F5, em condições que foram 

obtidas melhores resoluções, foi necessário um longo tempo de análise  

(> 800 s), demonstrando a forte interação entre os analitos e a fase estacionária. 

Devido ao alto tempo de retenção dos parabenos na coluna, foram obtidos picos 

alargados e, consequentemente, baixo número de pratos. 

 

3.3.2.5. Fase de núcleo fundido RP-amida 

 

A fase estacionária RP-amida é uma alternativa à fase C18, principalmente 

para a separação de compostos polares que formam ligações de hidrogênio, que é o 

caso dos parabenos. Os cromatogramas obtidos com esta fase estacionária em 

duas diferentes condições de fase móvel são apresentados na Figura 3.8. Esta fase 

apresentou resolução satisfatória (> 1,5) para metil e etilparabenos que possuem 

estruturas moleculares muito próximas, além de tempos de retenção e largura de 

picos menores do que aqueles obtidos com a fase C18, o que indica melhor 

seletividade (Tabela 3.4). Picos menos alargados apresentam maior altura, o que 

aumenta a detectabilidade do procedimento, uma vez que as medidas são baseadas 

na altura dos picos. 

 



46 

 

Figura 3.8 – Cromatogramas obtidos nas separações cromatográficas de metil, etil e propil 
parabenos 5 mg L-1 em coluna de núcleo fundido RP-Amida (5 mm x 4,6 mm, 
2,7 µm). Vazão: 0,6 mL min-1; volume de amostra: 10 µL. (a) água (pH 
2,5)/ACN (75:25, v/v), (b) água (pH 2,5)/ACN (80:20. v/v) 

 

Tabela 3.4 - Parâmetros cromatográficos referentes à separação de parabenos com 

coluna de núcleo fundido com fase estacionária RP-amida 

Parâmetro 
H2O/Acetonitrila (75:25) H2O/Acetonitrila (80:20) 

MP EP PP MP EP PP 

Tempo de retenção (min) 1,68 3,17 7,18 2,23 4,87 12,7 

Largura do pico (min) 0,42 0,60 1,30 0,55 0,93 2,47 

Simetria do pico 1,50 1,66 1,28 1,82 1,23 1,04 

Número de pratos  261 446 489 264 435 426 

Resolução de pico 2,89a 4,21b  3,54a 4,62b  

Altura equivalente a prato 

(µm) 
1,91 1,12 1,02 1,90 1,15 1,17 

Resoluções entre a MP/EP e b EP/PP 

  

Outro fato importante observado nas separações com fase RP-amida foi a alta 

suscetibilidade a variações da composição de fase móvel. Uma alteração de 5% na 

proporção do componente orgânico diminuiu aproximadamente pela metade o tempo 

de retenção e a largura de pico do composto mais retido (PP), sem prejudicar a 
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resolução dos dois outros compostos (MP e EP). Este comportamento pode auxiliar 

na separação de compostos polares de estrutura e propriedades muito próximas, já 

que pequenas alterações de composição de fase móvel resultam em mudanças 

significativas no desempenho cromatográfico. Por outro lado, a robustez do 

procedimento pode se tornar crítica.  

O número de pratos calculado também foi maior do que os observados para a 

fase C18 devido à menor largura dos picos, apresentando assim uma maior 

eficiência de separação. Simetrias de pico entre 1,04 e 1,82 foram observadas. Este 

parâmetro, que deve se aproximar da unidade em separações ideais é prejudicado 

por altos volumes de amostra; neste caso, mesmo 10 µL de amostra foi suficiente 

para afetar a simetria de pico devido ao curto comprimento da coluna. 

Dentre as fases avaliadas, RP-amida foi a que apresentou melhor 

desempenho, apresentando melhores resoluções (Rs > 1,5) para todas as espécies, 

com baixo tempo de análise (< 10 min), menor alargamento de banda e maior 

número de pratos. A análise comparativa da eficiência de separação dos parabenos 

em sistema de baixa pressão demonstra a importância da natureza da fase 

estacionária na separação, uma vez que o comprimento da coluna cromatográfica 

que pode ser utilizada nestes sistemas é limitado (0,5 cm). Sendo assim, o aumento 

de seletividade deve ser atingido por outros fatores, principalmente pelo uso de fase 

estacionária apropriada. 

Os procedimentos em fluxo que envolvem separações cromatográficas em 

baixas pressões até então apresentados na literatura fazem uso de colunas 

monolíticas curtas, que estão disponíveis somente por fase estacionária C18, o que 

limita a aplicação destes sistemas. A introdução de colunas núcleo fundido amplia as 

possibilidades de aplicações destes sistemas.  

 

3.3.3. Efeito de parâmetros operacionais  

 

A influência de outros fatores como vazão e volume de amostra foi avaliada no 

sistema de cromatografia por injeção em fluxo, a fim de se obter melhor resolução e 

detectabilidade. O comportamento cromatográfico observado com a variação da 

vazão é apresentado na Figura 3.9. 
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Figura 3.9 – Cromatogramas mostrando o efeito da variação da vazão de fase móvel na 

separação de parabenos (5 mg L-1) por pré-coluna RP-amida (5 mm x 4,6 

mm, 2,7 µm). Volume de amostra: 10 µL; Fase móvel: água (pH 2,5) /ACN 

(85:25, v/v) 

 

Com a diminuição da vazão, como esperado, foi observado o aumento no 

tempo de retenção dos analitos, além do alargamento dos picos causado pelo longo 

tempo de residência dos analitos na coluna, o que acarreta maior dispersão. Em 

vazões baixas, a eficiência da coluna foi comprometida, apresentando baixo número 

de pratos devido ao alargamento dos picos. A maior vazão avaliada (0,6 mL min-1) 

apresentou os melhores resultados (menor tempo de análise e resolução aceitável 

entre os analitos). Vazões maiores não foram avaliadas devido à limitação de torque 

proporcionado pela bomba peristáltica e pela contra-pressão gerada pela coluna 

cromatográfica. Entretanto, a altura equivalente a um prato teórico é dependente da 

vazão de fase móvel. Com o aumento da vazão, há uma diminuição deste parâmetro 

até um valor mínimo, o qual volta a aumentar novamente acima da vazão ótima para 

a coluna, segundo a equação de van Deemter [51]. 

A influência do volume de amostra no comportamento cromatográfico é 

mostrada na Figura 3.10. 
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Figura 3.10 – Cromatograma mostrando o efeito do volume de amostra na separação de 

parabenos (5 mg L-1) por pré-coluna RP-amida (5 mm x 4,6 mm, 2,7 µm). 

Vazão: 0,6 mL min-1; Fase móvel: água (pH 2,5) /ACN (85:25, v/v) 

 

Em cromatografia é desejável que o volume de amostra seja o menor possível, 

visando obter uma zona de amostra estreita, que resultará em picos menos 

alargados e, consequentemente, em melhor desempenho cromatográfico. Volumes 

maiores podem ser utilizados quando se deseja aumento de detectabilidade, desde 

que a resolução não seja comprometida. No caso da separação dos parabenos, o 

aumento do volume de amostra causou alargamento dos picos, como esperado, 

mas mesmo nos maiores volumes avaliados, a resolução entre os dois analitos mais 

críticos (MP e EP) não foi comprometida. Entretanto, como os analitos estão em 

altas concentrações nas amostras em estudo, não é necessário maximizar a 

detectabilidade podendo ser utilizados menores volumes de amostra. 

Após os estudos de otimização, selecionou-se a vazão de 0,6 mL min -1 e 

volume de amostra de 10 µL para estimativa das características analíticas. 
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3.3.4. Características analíticas 

 

As principais características analíticas do procedimento de cromatografia por 

injeção em fluxo são apresentadas na Tabela 3.5. 

 

Tabela 3.5 - Características analíticas do procedimento de separação 

cromatográfica de parabenos em sistema FIA de baixa pressão 

 Metilparabeno Etilparabeno Propilparabeno 

Equação A = 0,048C
MP

 + 0,008 A = 0,029C
EP

 + 0,017 A = 0,015C
pp

 + 0,008

R 0,999 0,995 0,997 

LOD (mg L-1) 0,12 0,21 0,39 

CV tempo de retenção 
(%) 

3,4 3,9 4,1 

CV altura do pico (%) 2,9 3,3 3,5 

Consumo de solvente 
(mL) 

1,37 

Tempo de análise (min) 9,1 

A: absorbância (altura do pico); C: concentração em mg L-1 

 

O procedimento apresentou resposta linear entre 1,00 e  

5,00 mg L-1 para os analitos com boa correlação linear (R > 0,995). Os coeficientes 

de variação dos tempos de retenção entre 3,4 e 4,1% e das alturas de pico entre 2,9 

e 3,5% indicam boa reprodutibilidade de separação dos componentes e, 

consequentemente, estabilidade da vazão de fase móvel entre as análises. Quando 

comparado a procedimentos apresentados na literatura que realizam a separação e 

detecção de parabenos em produtos cosméticos, o procedimento proposto 

apresentou o menor consumo de solvente orgânico por determinação e coeficientes 

de variação comparáveis aos obtidos em HPLC (Tabela 3.6). Apesar dos outros 

procedimentos em FIC apresentarem menores tempos de análise comparado à 

estratégia proposta, naqueles é necessário o uso de eluição por gradiente para se 

obter separação satisfatória dos analitos devido à limitada opção de fase 

estacionária, o que torna a configuração do sistema mais complexa. Baixo consumo 

de solvente orgânico, baixo custo de instrumentação (comparado a sistemas SIC e 
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HPLC) e maior seletividade (comparado aos sistemas FIC anteriores) são vantagens 

do procedimento proposto a serem destacadas. 

 

Tabela 3.6 - Características analíticas de procedimentos que realizam separação e 

detecção de parabenos em produtos cosméticos 

Procedimento Coluna 

Consumo de 
solvente 
orgânico 

(mL) 

Tempo de 
análise 
(min) 

CV (%) Ref. 

FIC 
C18 monolítica (5 x 

4,6 mm) 
1,87 3,3 0,65 -1,80 [61] 

FIC 
C18 monolítica (5 x 

4,6 mm) 
1,6 2,8 3,5 – 6,2 [63] 

Eletroforese 
capilar 

Capilar de sílica 
fundida 

 16,0 0,86 – 2,48 [66] 

HPLC 
C18 (125 x 4 mm  

d. i., 5 µm) 
20,9 40,0 1,53 – 3,23 [67] 

FIA (sem 
separação) 

  0,5 1,10 -1,70 [68] 

HPLC 
C8 (150 x 4,6 mm d. 

i., 5 µm) 
6,0 10,0 2,0 – 3,1 [69] 

FIC 
Núcleo fundido RP-
amida (5 x 4,6 mm, 

2,7 µm) 
1,37 9,1 2,9 - 3,5 

Este 
trabalho

 

Amostras de produtos de cuidados pessoais foram analisadas pelo 

procedimento proposto e por um procedimento de referência baseado em  

HPLC [70]. Os resultados obtidos são apresentados na Tabela 3.7. 
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Tabela 3.7 - Concentrações (% m/m) e desvios padrão referentes à determinação de 

parabenos em amostras de produtos de cuidados pessoais pelo 

procedimento proposto e por HPLC 

Amostra Procedimento proposto Procedimento de referência [70] 

 MP EP PP MP EP PP 

Lubrificante 

íntimo 1 

0,34 ± 

0,01 
0,41 ± 0,03* 0,39 ± 0,02* 0,32 ± 0,01 0,40 ± 0,02* 0,40 ± 0,01*

Lubrificante 

íntimo 2 

0,32 ± 

0,01 
0,41 ± 0,03* 0,40 ± 0,01* 0,30 ± 0,01 0,40 ± 0,01* 0,39 ± 0,02*

Lubrificante 

íntimo 3 

0,43 ± 

0,02 
0,40 ± 0,01* 0,39 ± 0,03* 0,44 ± 0,01 0,41 ± 0,01* 0,40 ± 0,02*

Repelente de 

insetos 

0,45 ± 

0,02 
  0,44 ± 0,01   

Pomada 
0,52 ± 

0,02 
0,38 ± 0,02* 0,37 ± 0,01* 0,51 ±0,01 0,39 ± 0,01* 0,38 ± 0,01*

Lenço 

umedecido 1 

0,70 ± 

0,04 
  0,70 ± 0,01   

Lenço 

umedecido 2 

0,45 ± 

0,02 
  0,44 ± 0,01   

Lenço 

umedecido 3 

0,58 ± 

0,01 
  0,57 ± 0,01   

Lenço 

umedecido 4 

0,39 ± 

0,02* 
0,40 ± 0,01* 0,39 ± 0,02* 0,40 ± 0,01* 0,41 ± 0,02* 0,40 ± 0,02*

*Amostras adicionadas de 0,40 % m/m de cada parabeno 
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Como informado nos rótulos, a maioria das amostras somente apresentou 

metilparabeno em sua formulação, etil e propil parabenos foram então adicionados a 

algumas amostras para demonstrar a viabilidade do procedimento para a separação 

dos três analitos em amostras reais. Os resultados obtidos pelo procedimento 

proposto concordam com o procedimento de referência com 95% de confiança, 

demonstrando a exatidão do procedimento proposto. 

Dentre as técnicas apresentadas na literatura que são classificadas como 

cromatografia à baixa pressão, FIC é a técnica que opera a menores pressões e não 

necessita de sistemas propulsores de fase móvel especialmente projetados, como 

requerido em SIC. Além disso, FIC apresenta grande potencial quando comparado a 

outras técnicas de separação à baixa pressão, como fácil implementação de eluição 

por gradiente e de reações de derivatização pré e pós coluna explorando-se a 

versatilidade dos sistemas com multicomutação [5].  

 

3.4. Conclusões  

 

O uso de colunas curtas com partículas de núcleo fundido foi pioneiramente 

demonstrado em sistemas cromatográficos de baixa pressão. Um procedimento 

analítico para a determinação de parabenos em produtos de cuidados pessoais foi 

desenvolvido para demostrar a aplicabilidade do sistema. Os resultados obtidos 

destacam a importância do uso de fase estacionária apropriada em sistemas FIC, 

que até então só dispunham de fase apolar C18 (monolítica). A introdução do uso de 

colunas de núcleo fundido ampliou a aplicabilidade destes sistemas, como pôde ser 

observado pelo desempenho de diferentes fases estacionárias na separação dos 

parabenos. Para o procedimento desenvolvido não foi necessário o uso de eluição 

por gradiente como apresentado por trabalhos anteriores, o que simplifica a 

configuração do sistema. Concluiu-se que estes sistemas podem ser utilizados para 

separação e detecção de misturas simples, além de apresentar grande potencial de 

implementação de etapas de preparo de amostra e derivatização explorando a 

versatilidade de sistemas com multicomutação. 
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4. EXTRAÇÃO EM FASE SÓLIDA EM LINHA E SEPARAÇÃO DE 

SULFONAMIDAS POR CROMATOGRAFIA POR INJEÇÃO SEQUENCIAL2 

4.1. Introdução 

4.1.1. Extração em fase sólida em linha 

 

As baixas concentrações de compostos orgânicos em amostras ambientais e a 

alta complexidade dessas matrizes requerem a limpeza da amostra para a 

eliminação de interferentes, e a pré-concentracão para melhoria de detectabilidade 

[71]. Atualmente, sistemas de separação cromatográfica e detecção são altamente 

sofisticados e apresentam alto desempenho [72]. No entanto, estas técnicas ainda 

são utilizadas em conjunto com procedimentos de preparo de amostra que são 

demorados e complexos o que, entre outros inconvenientes, prejudica a frequência 

de amostragem, aumenta o risco de contaminações e perdas de analito e aumenta a 

quantidade de resíduos gerados [73]. Neste contexto, o preparo de amostra é 

considerado a etapa crítica das análises química e esta situação tem motivado a 

busca por novas estratégias e o aprimoramento de técnicas já existentes [74].  

As técnicas mais utilizadas no preparo de amostras para análises 

cromatográficas são as extrações líquido-líquido (LLE) e em fase sólida (SPE), 

sendo a SPE preferida para o preparo de amostras ambientais, como águas naturais 

[75]. Neste caso, a SPE é baseada na transferência dos analitos de uma fase 

aquosa para uma fase sólida que deve apresentar alta afinidade pelos analitos. Pelo 

uso de adsorvente apropriado, os analitos são retidos na fase sólida, sendo 

posteriormente eluídos por um solvente orgânico ou uma mistura de solventes, cuja 

composição deve também ser adequada para a análise. A aplicação de SPE em 

batelada para análises de rotina se torna muito trabalhosa e demorada devido às 

inúmeras etapas manuais envolvidas. O uso de cartuchos descartáveis também 

eleva os custos e aumenta a quantidade de resíduos gerados. 

A extração em fase sólida em linha contorna alguns dos inconvenientes 

mencionados anteriormente [76]. A principal diferença em relação ao procedimento 

em batelada é a transferência direta dos analitos da coluna de extração para a 

                                                            
2 Anexo B ‐ Batista, A. D.; Chocholous , P.; Satinsk, D.; Solich, P.; Rocha, F. R. P., Talanta , no prelo, 2014. 
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coluna cromatográfica. A eliminação de perdas e a introdução quantitativa dos 

analitos extraídos no sistema cromatográfico melhora a detectabilidade e 

reprodutibilidade das medidas. Além destas vantagens, a frequência de amostragem 

é usualmente aumentada.  

O acoplamento de SPE à HPLC consiste em dois sistemas conectados por 

uma válvula comutadora. Usualmente, a amostra é introduzida na coluna de pré-

concentração e posteriormente a válvula é comutada, sendo os analitos eluídos pela 

fase móvel diretamente para a coluna cromatográfica [77]. Apesar da necessidade 

de instrumentação mais complexa, esta estratégia vem sendo empregada em 

cromatografia líquida para a pré-concentração e separação de diversas classes de 

compostos, especialmente para biomoléculas [77] e contaminantes ambientais [78]. 

As técnicas de análises em fluxo estão consolidadas devido às características 

como baixo custo e versatilidade, o que as torna compatíveis com quase todos os 

princípios de detecção [79]. Isto faz com que a implementação de procedimentos de 

SPE em sistemas de análises em fluxo seja atrativa [80]. Microcolunas preenchidas 

por um sorvente apropriado são utilizadas com a finalidade de melhorar a 

seletividade e a detectabilidade do procedimento pela eliminação de espécies 

potencialmente interferentes e pré-concentração dos analitos. 

Apesar de ser amplamente empregada em sistemas de análises em fluxo, a 

SPE em linha ainda não foi explorada em sistema de cromatografia por injeção 

sequencial. O acoplamento de SPE a SIC permite conciliar as vantagens inerentes 

às duas técnicas e amplia a aplicabilidade destes sistemas devido aos ganhos em 

detectabilidade e seletividade, conforme discutido anteriormente. 

4.1.2. Sulfonamidas 

 

Antibióticos são amplamente utilizados para o tratamento de infecções 

bacterianas em humanos e animais. Uma pequena porção destas substâncias é 

absorvida pelo organismo humano, sendo a maioria excretada através da urina e 

fezes em sua forma não metabolizada, atingindo solos e corpos aquáticos. Devido 

aos resíduos gerados, há uma preocupação crescente sobre os seus efeitos em 

diferentes compartimentos ambientais [81-83] e em alimentos [84,85]. O problema é 

agravado pois, mesmo em baixas concentrações, estas moléculas favorecerem a 

proliferação de bactérias resistentes.  
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Sulfonamidas são um grupo importante de antibióticos, amplamente 

empregados para fins veterinários e menos extensivamente em terapia em 

humanos. São moléculas polares e, portanto, solúveis em água, apresentando 

baixos coeficientes de adsorção em sedimentos em comparação a outras classes de 

antibióticos, como as tetraciclinas e quinolinas. Esta característica confere a estas 

moléculas uma alta mobilidade em compartimentos aquáticos, além de alta 

biodisponibilidade [86]. Devido à sua continua inserção no ambiente, estes 

compostos são conhecidos como contaminantes pseudo-persistentes [87]. A 

agência americana de geologia reportou que até 20% das águas superficiais dos 

EUA estão contaminadas por sulfonamidas [88]. 

As sulfonamidas apresentam estrutura molecular formada por um grupo sulfonil 

conectado a um grupo amida, no qual diferentes grupos funcionais são ligados para 

formar as diversas espécies (Figura 4.1). Algumas dessas substâncias apresentam 

grupos funcionais semelhantes e, consequentemente, propriedades físicas 

semelhantes, o que pode dificultar a separação cromatográfica. Neste caso, a 

seleção de fases móvel e estacionária apropriada é extremamente importante para 

se alcançar separações cromatográficas satisfatórias.  

 

 

 

Figura 4.1 - Estrutura geral das sulfonamidas. R refere-se a um substituinte genérico  

(e.g. C2H3O para sulfacetamida) 

 

Em razão das baixas concentrações de sulfonamidas em amostras 

ambientais (níveis de ng L-1), etapas de preparo de amostra, incluindo extração e 

pré-concentração, são necessárias. Extração em fase sólida é a técnica mais 
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comumente usada para limpeza da amostra e pré-concentração de sulfonamidas em 

amostras de água. Estes procedimentos usualmente requerem elevados volumes de 

amostra e de solventes orgânicos, incluindo etapas de evaporação de solvente e 

redissolução da amostra na fase móvel. 

Cromatografia líquida de alta eficiência com detecção espectrofotométrica na 

região do ultravioleta ou espectrometria de massas (MS) são as técnicas mais 

utilizadas nas análises de antibióticos em matrizes ambientais [83, 89-95]. 

Procedimentos altamente sofisticados para a determinação multiresíduo, como LC-

MS e LC-MS/MS permitem a confirmação estrutural dos analitos e são as 

alternativas mais empregadas na análise de antibióticos. Entretanto, estes 

procedimentos são usualmente demorados e requerem equipamentos altamente 

sofisticados e de alto custo. Neste capítulo da Tese foram exploradas colunas de 

núcleo fundido em conjunto com SPE em linha para extração, pré-concentração e 

separação cromatográfica de sulfonamidas.   

 

4.2. Experimental 

4.2.1. Equipamentos 

 

Um sistema de cromatografia por injeção sequencial SIChromTM (FIAlab® 

Instruments) equipado com uma bomba tipo seringa S17 PDP com reservatório de 

4,0 mL (SapphireTM Engineering) e duas válvulas seletoras C5H com oito portas 

(Valco Instrument Co.) foram utilizados em todos os experimentos. As tubulações 

foram constituídas de tubos PEEK de diâmetros internos de 0,25 e 0,50 mm. O 

sistema foi acoplado a um espectrofotômetro multicanal USB4000 (Ocean Optics) 

com uma lâmpada de deutério como fonte de radiação UV (Ocean Optics). Fibras 

óticas de 600 µm de diâmetro interno (Ceram Optec®) foram utilizadas para 

transporte da radiação. As medidas foram realizadas em uma cela de fluxo de 9 µL 

de volume interno e 20 mm de caminho ótico (FIAlab®). Nas saídas da bomba tipo 

seringa foram instalados um manômetro Alltech AP19258 1/16’’ (República Tcheca) 

e uma válvula de segurança de 750 psi para o monitoramento da pressão em tempo 

real e para limitar a pressão máxima de trabalho da bomba, respectivamente. Todo o 
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sistema foi controlado por um microcomputador equipado com o programa FIALab® 

5.9 (FIAlab® Instruments). 

As separações cromatográficas foram realizadas em três colunas de núcleo 

fundido de fase reversa com diferentes fases estacionárias: RP-amida, fenil-hexil e 

F5 (Ascentis® Express, 30 mm x 4,6 mm, tamanho de partícula de 2,7 µm Supelco) e 

duas colunas monolíticas com fases estacionárias C18 e CN (Chromolith® 50 mm x 

4,6 mm, Merck). Três diferentes resinas de troca aniônica foram avaliadas para a 

limpeza das amostras e pré-concentração: 2-dietilamino-etil (Iontosorb DEAE, 

partículas de 80-100 µm, República Tcheca), aminopropil (Applied Separations, 

cartucho Spe-ed, EUA) e 3-trimetilamino-2-hidroxipropil (Iontosorb TMAHP, 

partículas de 80-100 µm, República Tcheca) empacotadas em uma coluna 

Cheminert® de 20 mm de comprimento e 1,6 mm de d.i. (VICI Valco Instruments). 

Todas as medidas foram realizadas em temperatura ambiente. 

 

4.2.2. Reagentes e soluções 

 

Reagentes de grau analítico (Sigma Aldrich®) e água deionizada (resistividade 

> 18 M cm) foram utilizados em todos os experimentos. Soluções de referência 

foram preparadas a partir de sulfanilamida (SAD), sulfacetamida (SCT), sulfadiazina 

(SDZ), sulfatiazol (STZ), sulfamerazina (SMR), sulfadimidina (SDM), sulfametoxazol 

(SMX) e sulfadimetoxina (SDM) com pureza superior a 98%. Soluções estoque 1,0 g 

L-1 foram preparadas em metanol e armazenadas a 5ºC. Soluções de trabalho 

contendo as oito sulfonamidas foram preparadas diariamente pela diluição das 

soluções estoque na fase móvel. Uma solução com 10,0 mg L-1 de cada sulfonamida 

foi utilizada para otimização e avaliação da separação cromatográfica pelas 

diferentes colunas e uma solução 1,0 mg L-1 foi utilizada na otimização do processo 

de extração em fase sólida. Uma solução de bicarbonato de potássio  

0,1 mol L-1 foi empregada para lavagem e condicionamento da coluna de SPE. 

A separação cromatográfica foi inicialmente avaliada em condições de eluição 

isocrática. A fase móvel foi constituída por uma mistura de uma solução aquosa de 

ácido acético (pH 3,0) e acetonitrila, sendo que a proporção dos componentes variou 

com o tipo de fase estacionária empregada: ácido acético/acetonitrila 90/10 (v/v) 
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para as colunas fenil-hexil, F5 e RP-18; 95/05 (v/v) para RP-amida e 98/02 (v/v) para 

a coluna monolítica CN. As fases móveis foram previamente sonicadas por 5 min 

para a remoção de gases dissolvidos. 

 

4.2.3. Procedimento 

 

O sistema SIC, cujo diagrama é apresentado na Figura 4.2, foi operado 

conforme rotina descrita na Tabela 4.1. 

A coluna de SPE foi sequencialmente condicionada com uma solução de 

NaHCO3 0,1 mol L-1 (Etapas 1 e 2) e 500 µL de água (Etapa 3) previamente à 

inserção de 500 µL de amostra (Etapas 4 e 5). A eluição dos analitos da coluna de 

SPE foi feita pela primeira fase móvel (tampão acetato pH 5,0/acetonitrila, 92/8 v/v) a 

qual também foi utilizada para a separação cromatográfica das seis primeiras 

sulfonamidas (SAD, SCT, SDZ, STZ, SMR e SDM) (Etapa 6 e 7). Então a segunda 

fase móvel (tampão acetato pH 5,0/acetonitrila, 75/25) foi aspirada pela bomba tipo 

seringa (Etapa 8) e utilizada na separação das duas sulfonamidas ainda retidas na 

coluna após a eluição com a primeira fase móvel (SMX e SDT), etapa 9. A detecção 

espectrofotométrica foi realizada em 285 nm (máximo de absorção para STZ) e em 

263 nm (máximo de absorção para as demais sulfonamidas). As etapas 10 e 11 

foram utilizadas para condicionamento da coluna cromatográfica para a análise 

seguinte. As medidas foram baseadas nas alturas dos picos como em 

procedimentos desenvolvidos anteriormente em SIC [12,28]. Os parâmetros 

cromatográficos (tempo de retenção, simetria de pico, resolução, número de pratos 

teóricos e altura equivalente a um prato) foram calculados como recomendado pela 

FDA [64]. A identificação dos picos foi feita pela injeção de soluções padrões 

contendo cada uma das sulfonamidas. 
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Figura 4.2 - Esquema do sistema SIC com SPE em linha para a determinação de 
sulfonamidas. A: amostra; S1: NaHCO3 0,1 mol L-1; S2: água; FM1: fase 
móvel 1 (tampão acetato 0,1 mol L-1 (pH 5,0)/acetonitrila (92/08, v/v)); FM2: 
fase móvel 2 (tampão acetato 0,1 mol L-1 (pH 5,0)/acetonitrila (75/25, v/v)); 
VS1 e VS2: válvulas seletoras; BS: bomba tipo seringa; CC: coluna 
cromatográfica; SPE: coluna de extração em fase sólida; D: cela de fluxo 
acoplada ao detector espectrofotométrico; W: recipiente de descarte 

 

Tabela 4.1 - Rotina de operação do sistema SIC para extração em fase sólida em 

linha e separação cromatográfica de sulfonamidas 

Etapas Unidade Parâmetro 

 Válvula seletora 1 Porta 2 
 Válvula seletora 2 Porta 1 
1- Aspiração de solução 
de lavagem 

Bomba  Volume: 500 µL / 
Vazão: 50 (µL s-1)  

 Válvula seletora 1 Porta 7 
2- Dispensa de solução 
de lavagem na coluna de 
SPE 

Bomba Volume: 500 µL / 
Vazão: 10 (µL s-1) 

 Válvula seletora 1 Porta 4 
3 - Aspiração de água Bomba Volume: 500 µL / 

Vazão: 50 (µL s-1) 
 Válvula seletora 1 Porta 5 
4 - Aspiração de amostra Bomba Volume: 500 µL / 

Vazão: 50 (µL s-1) 
 Válvula seletora 1 Porta 7 
5 - Dispensa de amostra e 
água na coluna de SPE 

Bomba Volume: 1000 µL / 
Vazão: 10 (µL s-1) 

 Válvula seletora 1 Porta 8 
continua
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continuação 

Etapas Unidade Parâmetro 

6 - Aspiração de FM1 Bomba Volume: 3800 µL / 
Vazão: 70 (µL s-1) 

 Válvula seletora 1 Porta 7 
 Válvula seletora 2 Porta 7 
7 - Dispensa de FM1 para 
colunas de SPE e CC 

Bomba Volume: 3800 µL / 
Vazão: 10 (µL s-1) 

 Válvula seletora 1 Porta 6 
8 - Aspiração de FM2 Bomba Volume: 2500 µL / 

Vazão: 70 (µL s-1) 
 Válvula seletora 1 Porta 7 
9- Dispensa de FM2 para 
colunas de SPE e CC 

Bomba Volume: 2500 µL / 
Vazão: 10 (µL s-1) 

 Válvula seletora 1 Porta 8 
10 - Aspiração de FM1 Bomba Volume: 2500 µL / 

Vazão: 70 (µL s-1) 
 Válvula seletora 1 Porta 7 
11 - Dispensa de FM1 
para colunas de SPE e CC 

Bomba Volume: 2500 µL / 
Vazão: 10 (µL s-1) 

 

4.3. Resultados e discussões 

 

4.3.1. Características cromatográficas 

 

O desempenho cromatográfico de cinco colunas diferentes foi avaliado para a 

separação das sulfonamidas. Três sulfonamidas foram selecionadas para as 

avaliações iniciais do comportamento cromatográfico de cada fase (SAD, STZ e 

SCT). As colunas que apresentaram parâmetros satisfatórios foram aplicadas na 

separação de oito sulfonamidas. O sistema apresentado na Figura 4.2 foi utilizado, 

porém com a injeção direta da amostra na coluna cromatográfica, sem pré-

concentração por SPE. Os cromatogramas para as três sulfonamidas testadas 

inicialmente obtidos nas composições ótimas de fase móvel são mostrados na 

Figura 4.3. Os parâmetros cromatográficos calculados a partir dos dados 

experimentais obtidos para cada coluna na separação das três sulfonamidas são 

apresentados na Tabela 4.2, assim como os parâmetros calculados para as oito 

sulfonamidas para as colunas F5 e fenil-hexil, as quais apresentaram melhor 

desempenho.  
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Figura 4.3 - Cromatogramas obtidos na separação de SAD, SCT e STZ por colunas monolíticas 

e de núcleo fundido. (A) Monolítica C18, ácido acético pH3,0:ACN (90:10, v/v); 

(B) RP-amida, ácido acético pH3,0:ACN (90:10, v/v); (C) Fenil-hexil, ácido acético 

pH3,0:ACN (90:10, v/v); (D): F5, ácido acético pH3,0:ACN (85:15, v/v); (E) 

Monolítica CN, ácido acético pH3,0:ACN (90:10, v/v). Absorbância medida em 

263 (  ̶  ) e 285 nm (  ̶  ) 
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As colunas monolíticas C18 e CN, que eram dois centímetros maiores que as 

colunas de núcleo fundido, apresentaram maior número de pratos teóricos. 

Entretanto, a melhor eficiência das colunas de núcleo fundido pode ser confirmada 

pelos menores valores de altura equivalente a um prato (Tabela 4.2). A melhor 

eficiência das fases de núcleo fundido não se restringe somente às propriedades 

físicas favoráveis destas colunas, como abordado no Capítulo 3, mas também às 

diferentes fases estacionárias que permitem modos de interação diferentes com os 

analitos. 

Dentre as fases avaliadas, somente as colunas fenil-hexil e F5 foram capazes 

de separar as oito sulfonamidas, sendo que a fase F5 apresentou melhor 

desempenho, com resolução acima de 1,5 para todos os analitos, simetria de pico 

abaixo de 1,52 e altura equivalente a um prato entre 5,38 e 21,75 µm. Colunas com 

fase F5 tem se tornado uma alternativa às fases alquil tradicionais devido à retenção 

e seletividade diferenciada. Adicionalmente às interações disponíveis em fases C18, 

as fases F5 permitem interações de dipolo dos ligantes fluoro substituídos e 

interações - com os analitos, assim como transferência de carga e interações por 

troca iônica. Estes modos de interação contribuíram para que a fase F5 

apresentasse boa capacidade de separação das sulfonamidas.  

Para reduzir o tempo para a separação completa dos oito analitos foi 

necessária a eluição em duas etapas: a primeira com menor proporção de solvente 

orgânico para eluição das seis primeiras sulfonamidas (SAD, SCT, SDZ, STZ, SMR 

e SDM) e a segunda contendo maior proporção de acetonitrila para eluição das 

demais espécies (SMZ e SDT), que apresentavam propriedades diferentes do 

restante do grupo por possuírem átomos de oxigênio nos grupos substituintes, o que 

modifica consideravelmente a polaridade das moléculas. Na Figura 4.4 é 

apresentado um cromatograma obtido na separação das oito sulfonamidas pela 

coluna de núcleo fundido de fase F5. 
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Figura 4.4 - Cromatograma obtido na separação de oito sulfonamidas 5,0 mg L-1 por coluna 

de núcleo fundido F5 (30 x 4,6 mm, 2,7 µm). Fase móvel: 0 – 6,0 minutos: ácido 

acético pH3,0:ACN (92:08, v/v), 6,0 – 9,5 min: ácido acético pH3,0:ACN (75:25, 

v/v) 

 

4.3.2. Extração em fase sólida em linha 

 

Sulfonamidas são espécies anfóteras com propriedades fracamente ácidas e 

básicas. As características básicas são providas pelo átomo de nitrogênio do grupo 

amina ligado ao anel benzênico, enquanto o caráter ácido é conferido pelo átomo de 

nitrogênio da ligação N-H adjacente ao grupo sulfonil. A dissociação da 

sulfadimetoxina é apresentada na Figura 4.5 como um exemplo. A primeira 

dissociação se refere ao grupo amina (pK1) e a segunda ao grupo amida (pK2). 

Adicionalmente, características fracamente básicas ou ácidas podem ser conferidas 
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pelo grupo R de cada sulfonamida. As estruturas químicas e os valores de pKa das 

sulfonamidas estudadas são apresentados na Tabela 4.3.  

 

Figura 4.5 - Representação dos equilíbrios de dissociação da sulfadimetoxina 

 

As propriedades ácido-base viabilizam o uso de resinas de troca iônica para 

extração e pré-concentração das sulfonamidas, após ajuste de pH da amostra e 

seleção de resina apropriada.  Três resinas aniônicas foram avaliadas para esta 

finalidade em diferentes pH de amostra e de fase móvel. O módulo de análises 

apresentado na Figura 4.2 foi utilizado, permitindo a transferência em linha da 

amostra pré-tratada para a coluna cromatográfica. A eficiência de extração e pré-

concentração foi avaliada pela altura dos picos obtidos em cada condição. 
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Tabela 4.3 - Estruturas moleculares e constantes de dissociação das sulfonamidas 

estudadas [96-98] 

Analito Estrutura molecular pKa 

Sulfanilamida (SAD) 
S

O

O

NH2

NH2

1,78; 11,19 

Sulfacetamida (SCT) 
S

O

O

NH2

NH

O 1,76; 5,22 

Sulfadiazina (SDZ) 
S

O

O

NH2

NH N

N 2,10; 6,28 

Sulfatiazol (STZ) 
S

O

O

NH2

NH N

S 2,08; 7,07 

Sulfamerazina (SMR) 
S

O

O

NH2

NH N

N 2,17; 6,77 

Sulfadimidina (SDM) 
S

O

O

NH2

NH N

N 2,28; 7,42 

Sulfametoxazol (SMX) 
S

O

O

NH2

NH N
O 1,83; 5,57 

Sulfadimetoxina (SDT) 
S

O

O

NH2

NH

N N

O

O

1,87; 5,86 

 

A resina com grupos aminopropil (Figura 4.6) apresenta características polares 

e age como adsorvente e um trocador aniônico fraco (pKa 9,8). Em pH abaixo de 9,8 

metade dos grupos amina estão protonados [99]. 
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Figura 4.6 - Estrutura química do grupo funcional aminopropil 

 O pH da amostra não apresentou influência significativa na extração e pré-

concentração das sulfonamidas pela resina aminopropil (Figura 4.7), mesmo em 

condições com valores de pH altos, em que a maioria das sulfonamidas se encontra 

na forma aniônica. 

 

Figura 4.7 - Influência do pH da amostra na extração de 500 µg L-1 de sulfonamidas pela 

resina de troca aniônica com grupos funcionais aminopropil. Fase móvel: 0 – 

6,0 minutos: ácido acético pH3,0:ACN (92:08, v/v), 6,0 – 9,5 min: ácido acético 

pH3,0:ACN (75:25, v/v). Barras de erro representam desvio padrão para n=3 

 Fase móvel ácida foi utilizada para a eluição pela protonação das 

sulfonamidas. A eluição deve ser rápida e quantitativa, afim de se obter uma zona 

estreita de analitos para introdução na coluna cromatográfica para separação, 

7 8 9 10 11
0,0

0,4

0,8

1,2

 SAD   SCT  SDZ  STZ 

 SMR   SDM  SMX  SDT

A
b

so
rb

ân
ci

a

pH da amostra



69 
 

evitando assim o alargamento de banda e perda de resolução. O pH da fase móvel 

para eluição e separação das sulfonamidas da resina de aminopropil também não 

apresentou influência significativa para a maioria dos analitos na faixa de valores 

avaliados (Figura 4.8). 

 

 

Figura 4.8 - Influência do pH da fase móvel na extração de 500 µg L-1 de sulfonamidas pela 

resina de troca aniônica com grupos funcionais aminopropil. pH da amostra: 

10, Fase móvel: 0 – 6,0 minutos: tampão:ACN (92:08, v/v), 6,0 – 9,5 min: 

tampão:ACN (75:25, v/v). Barras de erro representam desvio padrão para n=3 

 

A resina com grupos funcionais 2-dietilamino-etil (Figura 4.9) apresentou maior 

dependência do pH da amostra do que aquela com grupos aminopropil, pois 

apresenta maior valor de pka (11,5), permanecendo predominantemente protonada 

em toda a faixa de pH avaliada. O aumento do pH resultou em maior eficiência de 

extração e pré-concentração para a maioria das espécies devido à maior ionização 
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dos analitos (Tabela 4.3), possibilitando maior interação com a resina, como pode 

ser observado na Figura 4.10.  

 

Figura 4.9 - Estrutura química do grupo funcional 2-dietilamino-etil

 

Figura 4.10 - Influência do pH da amostra na extração de 500 µg L-1 de sulfonamidas pela 

resina de troca aniônica fracamente básica com grupos funcionais 2-

dietilamino-etil. Fase móvel: 0 – 6,0 minutos: ácido acético pH3,0:ACN (92:08, 

v/v), 6,0 – 9,5 min: ácido acético pH3,0:ACN (75:25, v/v). Barras de erro 

representam desvio padrão para n=3 

A acidez da fase móvel também não afetou significantemente a resposta 

analítica conforme observado para a resina avaliada anteriormente (Figura 4.11). 
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Figura 4.11 - Influência do pH da fase móvel na eluição de 500 µg L-1  de sulfonamidas 

da resina com grupos funcionais 2-dietilamino-etil. Fase móvel: 0 – 6,0 

minutos: tampão:ACN (92:08, v/v), 6,0 – 9,5 min: tampão:ACN (75:25, v/v). 

Barras de erro representam desvio padrão para n=3 

 

A resina com grupos funcionais 3-trimetilamino-2-hidroxipropil é um trocador 

iônico fortemente básico (Figura 4.12). O sitio ativo deste grupo é uma amina 

quaternária substituída por três grupos metila, que conferem uma carga positiva ao 

átomo de nitrogênio, justificando a afinidade pelas sulfonamidas aniônicas. Estas 

características conferiram a resina 3-trimetilamino-2hidroxipropil o melhor 

desempenho frente as resinas avaliadas para a extração e pré-concentração das 

sulfonamidas, como pode ser observado na Figura 4.13 na avaliação do pH da 

amostra para esta resina 
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Figura 4.12 - Estrutura química do grupo funcional 3-trimetilamino-2hidroxipropil 

 

.  

Figura 4.13. Influência do pH da amostra na extração de  500 µg L-1   de sulfonamidas pela 

resina de troca aniônica fortemente básica com grupo funcional 3-

trimetilamino-2-hidroxipropil. Fase móvel: 0 – 6,0 minutos: ácido acético 

pH3,0:ACN (92:08, v/v), 6,0 – 9,5 min: ácido acético pH3,0:ACN (75:25, v/v). 

Barras de erro representam desvio padrão para n=3  

 

 Assim como nas resinas anteriores, o pH da fase móvel não afetou 

significativamente a eficiência de eluição, mas os sinais analíticos foram superiores 

devido à maior eficiência de extração e pré-concentração da resina 3-trimetilamino-
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2-hidroxipropil. Em pH 5,0 todas as sulfonamidas estão em sua forma não carregada 

e são eficientemente desorvidas da resina (Figura 4.14). 

 

Figura 4.14 - Influência do pH da fase móvel na extração de sulfonamidas pela resina de 

troca aniônica fortemente básica com grupos funcionais 3-trimetilamino-2-

hidroxipropil. Fase móvel: 0 – 6,0 minutos: tampão:ACN (92:08, v/v), 6,0 – 9,5 

min: tampão:ACN (75:25, v/v). Barras de erro representam desvio padrão 

para n=3 

 

A Figura 4.15 apresenta uma comparação das resinas avaliadas em condições 

de pH de amostra e fase móvel ótimas para cada uma delas, evidenciando o melhor 

desempenho da resina 3-trimetilamino-2-hidroxipropil, a qual apresentou melhor 

desempenho com amostra em pH 11,0 e fase móvel com pH 5,0. 
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Figura 4.15 - Comparação do desempenho das três resinas de troca aniônica avaliadas 

para a extração e separação de sulfonamidas. Aminopropil: amostra pH 

10,0, fase móvel pH 5,0; 2-dietilamino-etil: amostra pH 11,0, fase móvel pH 

5,0; 3-trimetilamino-2-hidroxipropil: amostra pH 11,0, fase móvel pH 5,0.   

Barras de erro representam desvio padrão para n=3 

 

4.3.3. Características analíticas e aplicação 

 

Nas as condições cromatográficas e de extração em fase sólida otimizadas, as 

características analíticas do sistema proposto para a determinação das oito 

sulfonamidas foram avaliadas (Tabela 4.4). 
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Tabela 4.4 - Características analíticas do procedimento desenvolvido com coluna 

de núcleo fundido F5 

 
Equação da curva de 

calibraçãoa 
R2 

Faixa linear 
(µg L-1) 

LOD 
(µg L-1) 

CV (%), 
n=6 FEb 

SAD A = 1,850 x 10-4C – 1,361 x 10-2 0,999 100 – 1000 27 2,5 2,9 

SCT A = 5,847 x 10-4C – 0,74 x 10-2 0,999 30 – 1000 9 2,8 34,2 

SDZ A = 7,245 x 10-4C – 0,365 x 10-2 0,999 30 – 1000 7,7 2,2 39,2 

STZ A = 8,028 x 10-4C – 0,260 x 10-2 0,999 30 – 1000 6,8 2,9 28,8 

SMR A = 5,319 x 10-4C – 0,341 x 10-2 0,996 30 – 1000 6,8 2,8 27,6 

SDM A = 1,913 x 10-4C – 0,331 x 10-2 0,999 100 – 1000 27 2,7 21,0 

SMX A = 1,160 x 10-3C + 0,633 x 10-2 0,998 30 – 1000 4,9 2,8 28,7 

SDT A = 7,808 x 10-4C - 0,310 x 10-2 0,998 30 – 1000 6,7 2,2 34,7 

aA : absorbância (altura do pico) e C = concentração da sulfonamida (µg L-1) 
b fator de enriquecimento 
 
 
Fatores de enriquecimento entre 2,9 e 39,2 foram obtidos mesmo com somente 

500 µL de amostra. Sulfanilamida (SAD) apresentou baixo fator de enriquecimento 

por não estar predominantemente dissociada em pH 11,0 (pKa 11,19), isto fez com 

que esta espécie apresentasse baixa afinidade pela resina, afetando a eficiência de 

pré-concentração. Considerando se tratar de detecção espectrofotométrica, ampla 

faixa linear foi observada para todos os analitos. O procedimento desenvolvido 

consumiu somente 900 µL de solvente orgânico (acetonitrila) e 500 µL de amostra 

por determinação e evitou o uso de solventes orgânicos na etapa de SPE, seguindo 

a tendência do desenvolvimento de procedimentos ambientalmente amigáveis [100].  

As características analíticas foram melhores que as alcançadas em 

procedimentos descritos anteriormente na literatura, como demostrado na  

Tabela 4.5. 
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Um procedimento baseado em extração em fase sólida em batelada, por 

exemplo, consumiu 1000 mL de amostra e 33,0 mL de metanol para a separação de 

seis sulfonamidas usando uma coluna de 150 mm [95]. Menor volume de amostra é 

necessário para um procedimento empregando microextração líquido-líquido em 

gota única, no entanto, devido à instabilidade da gota, foi observada baixa 

reprodutibilidade [89]. A maioria dos procedimentos reportados na literatura 

apresentam desvantagens como suscetibilidade a perdas de analitos e 

contaminações por serem realizados em sistemas abertos e envolverem várias 

etapas. Além disso, a etapa de preparo de amostra é frequentemente desprezada na 

estimativa de tempo de análise e os valores reportados são subestimados. O 

procedimento de SPE em linha proposto é executado em um sistema fechado 

evitando estes problemas. Os altos fatores de enriquecimento alcançados com um 

pequeno volume de amostra e sem prejudicar a frequência de amostragem 

demonstram a eficiência da etapa de SPE. O procedimento proposto apresentou o 

maior valor de eficiência de concentração frente aos procedimentos apresentados na 

literatura (fator de enriquecimento de 11,2 pode ser atingido em um minuto), o que 

demonstra a melhor frequência de amostragem provida pela extração em fase sólida 

em linha. O baixo índice de consumo em comparação com os procedimentos 

listados na Tabela 4.5 demonstra o alto grau de aproveitamento de amostra, em que 

é possível aumentar no mínimo em uma unidade o fator de enriquecimento pelo uso 

de 0,013 mL de amostra. Estes valores também indicam a viabilidade de se explorar 

maiores volumes de amostra para se atingir maiores fatores de enriquecimento e 

portanto aumentar a detectabilidade. 

Para demonstrar a aplicabilidade do procedimento proposto, foram analisadas 

amostras de águas de diferentes rios da cidade de Hradec Králové na República 

Tcheca, adicionadas de 100 µg L-1 de cada sulfonamida. Os cromatogramas obtidos 

não apresentaram nenhum pico desconhecido, indicando que a etapa de SPE foi 

eficiente em remover os componentes da matriz que não interessavam à 

determinação analítica, como pode ser observado no Figura 4.16.  
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Figura 4.16 – Cromatograma de amostra de rio adicionada de 100 µg L-1 de sulfonamidas 

obtido após extração e pré-concentração em linha. 

 

 

A Figura 4.17 mostra que SAD e SDM foram quantitativamente recuperadas, 

enquanto SCT, STZ e SMR apresentaram recuperações acima de 80%. 
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Figura 4.17 - Recuperações de sulfonamidas adicionadas em amostras de águas de rio 

pelo procedimento proposto 

 

Baixas recuperações foram observadas para SDZ, SMX e SDT, o que indica 

interação com componentes da matriz, como a matéria orgânica, interferindo na 

retenção dos analitos na resina de troca aniônica. Baixas recuperações para estas 

espécies (entre 37,6 e 61,0%) também foram observadas anteriormente em 

procedimentos de extração em fase sólida mesmo empregando polímeros de 

impressão molecular como sorbentes [101]. 

 

4.4. Conclusões 

 

Extração em fase sólida foi pioneiramente acoplada a cromatografia por injeção 

sequencial e o desempenho do sistema foi demonstrado para a separação de 

sulfonamidas. Uma resina de troca aniônica com grupo ativo composto por uma 

amina quaternária apresentou melhores resultados para SPE em linha, explorando 
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as propriedades ácido-base dos analitos para retenção e eluição dos analitos. As 

eficiências de separação de colunas de núcleo fundido e monolíticas foram 

comparadas e a coluna de núcleo fundido de fase F5 apresentou melhor 

desempenho na separação de uma mistura de oito sulfonamidas de estruturas 

similares. A aplicação desta fase em sistemas SIC é também pioneira e demonstrou 

a necessidade de seleção de fase estacionária apropriada para separação 

cromatográfica de analitos com estruturas e propriedades similares. O procedimento 

é capaz de realizar de forma rápida e automatizada as etapas de extração em fase 

sólida e separação cromatográfica com baixo consumo de amostra e solventes 

orgânicos. As principais vantagens da SPE em linha são o reuso da resina e 

aumento da frequência de amostragem assim como baixos riscos de contaminação 

e perdas de analito em comparação com procedimentos de pré-tratamento de 

amostra em batelada. O procedimento desenvolvido apresentou alta eficiência de 

remoção das espécies potencialmente interferentes das amostras e recuperação 

adequada para a maioria das sulfonamidas adicionadas em amostras de águas de 

rio. Com o objetivo de se monitorar sulfonamidas em concentrações tipicamente 

encontradas em águas superficiais, estudos futuros podem ser focados na injeção 

de maiores volumes de amostra para aumento dos fatores de enriquecimento, assim 

como exploração de detecção mais sensível como fluorescência e espectrometria de 

massas. 
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5. AUMENTO DA CAPACIDADE ANALÍTICA DE SISTEMA SIC 

EXPLORANDO SEPARAÇÃO EM MEIO MICELAR E PRÉ-TRATAMENTO DE 

AMOSTRA EM LINHA: DETERMINAÇÃO DE MELAMINA EM LEITE3 

5.1. Introdução 

5.1.1. Cromatografia líquida micelar 

 

A cromatografia líquida micelar (CLM) é uma alternativa aos sistemas de fase 

reversa convencional, que faz uso de uma fase móvel contendo um surfactante 

acima de sua concentração micelar crítica, visando alterar os mecanismos de 

separação [102]. No sistema cromatográfico, além da formação de micelas, os 

monômeros de surfactantes se adsorvem na fase estacionária, modificando sua 

seletividade [103]. Surfactantes não-iônicos alteram a polaridade da fase 

estacionária, enquanto surfactantes iônicos criam uma superfície carregada negativa 

ou positivamente, causando mudanças mais drásticas de propriedades. 

Além das alterações de seletividade na fase estacionária, o surfactante confere 

particularidades à fase móvel. As micelas criam sítios de interações hidrofóbicas e 

eletrostáticas (no caso de surfactantes iônicos) em que o centro apresenta 

características hidrofóbicas e a região externa características hidrofílicas; sendo 

assim, os analitos associados às micelas encontram um microambiente diferente 

daquele observado quando livres na fase móvel. Isto faz com que o analito disponha 

de mecanismos adicionais de separação quando comparado a sistemas 

cromatográficos de fase reversa convencionais. Apesar de fases móveis com um 

único solvente serem utilizadas em alguns casos, a maioria das separações em 

cromatografia líquida micelar é realizada com fases micelares híbridas, i.e. em meio 

aquoso tamponado contendo solventes orgânicos, água e surfactantes [102]. 

Algumas das vantagens da CLM são [104-107]: (i) baixo custo e toxicidade da 

fase móvel; (ii) possibilidade de separação simultânea de compostos iônicos e não 

iônicos; (iii) controle da seletividade do sistema pelo ajuste da composição da fase 

móvel; (iv) possibilidade da injeção direta de amostras biológicas. Devido a estes 

aspectos, CLM vem sendo empregada com sucesso no desenvolvimento de 

                                                            
3 Anexo C ‐ Batista, A. D.; Nascimento, C. F.; Melchert, W. R.; Rocha, F. R. P. Microchemical Journal, v. 117, p. 
106‐110, 2014. 
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procedimentos para a determinação dos mais variados analitos, por exemplo, 

diversas classes de antibióticos [108] e drogas em urina, alimentos e sangue [109]. 

Esta última aplicação explora a injeção direta de amostras sem pré-tratamento. 

5.1.2. Determinação de melamina em leite 

 

Melamina é uma triazina (Figura 5.1) amplamente utilizada na produção de 

plásticos, resinas e adesivos em razão de conferir a estes produtos alta tolerância 

térmica [110,111]. Ela também tem sido utilizada na adulteração de alimentos, 

especialmente de leite, devido o seu alto teor de nitrogênio, o qual corresponde a 

66,7 % da massa total e também ao seu baixo custo [106]. A adição de 1% (m/m) de 

melamina ao leite eleva o conteúdo aparente de proteínas em 4% [112].  

 

 

Figura 5.1 - Estrutura química da melamina (1,3,5-triazina-2,4,6-triamina) 

 

Melamina apresenta baixa toxicidade por via oral, mas a exposição 

prolongada a esta substância causa a formação de cristais nos rins e na bexiga, 

sendo as crianças mais afetadas devido à imaturidade de seus órgãos [109]. Casos 

graves de intoxicação por melamina foram reportados, como a adulteração de leite 

nos EUA em 2008, que levou crianças a óbito; no mesmo ano, vários animais 

domésticos foram mortos devido à ingestão de ração adulterada por melamina na 

China [114]. Para evitar casos como estes, a Organização Mundial da Saúde (OMS) 

[115] e a Agência Americana de Administração de Drogas e Alimentos (FDA) [116] 

estabeleceram um limite máximo de ingestão de melamina por adultos e crianças de 
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2,5 e 1,0 mg kg-1 de peso corporal, respectivamente, além do limite de 2,5 mg L-1 de 

melamina para leite. 

A adulteração de leite por melamina não pode ser detectada por métodos 

convencionais de análises como Kjeldahl [117] e Dumas [118], os quais não são 

capazes de diferenciar o nitrogênio proteico daquele proveniente da melamina. 

Desta forma, vários procedimentos para a determinação de melamina nas mais 

diversas matrizes têm sido desenvolvidos, a maioria baseados em cromatografia 

líquida de alta eficiência [120-124]. Outros procedimentos empregando eletroforese 

capilar [112,119], cromatografia de íons [125], cromatografia a gás acoplada a 

espectrometria de massas [113], voltametria [117], espectrometria de massas 

MALDI-TOF [126], quimiluminescência [127,128], imunoensaios [129] e 

espectrometrias Ramam [110] e por fluorescência [130] foram desenvolvidos. Estes 

procedimentos geralmente envolvem preparo de amostra demorado [126], incluindo 

etapas de extração e pré-concentração e em alguns casos, alto consumo de 

solventes orgânicos [120-124]. Neste contexto, as técnicas de análises em fluxo 

apresentam características atrativas, sendo uma opção conveniente para o 

desenvolvimento de novos procedimentos para a determinação de melamina. 

Por ser um composto hidrofílico, a melamina apresenta baixa afinidade por 

fases estacionárias reversas, como C18 [131]. Neste capítulo da Tese, 

cromatografia líquida micelar foi explorada para alterar os mecanismos de retenção 

da coluna de fase reversa, visando a separação cromatográfica de melamina. 

 

5.2. Experimental 

 

5.2.1. Equipamentos 

 

Um sistema de cromatografia por injeção sequencial SIChromTM (FIAlab 

Instruments®) equipado com uma válvula seletora de inox de oito portas C5H (Valco 

Instrument Co.) e uma bomba tipo seringa com reservatório de 4,0 mL foram 

utilizados em todos os estudos. As tubulações foram constituídas por tubos PEEK 

com 0,25 mm d.i. O sistema de detecção foi composto por um espectrofotômetro 

multicanal (Ocean Optics®, modelo USB4000) com uma lâmpada de deutério como 
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fonte de radiação (Ocean Optics®, modelo DH-2000) e cabos de fibra ótica com 

diâmetro interno de 600 m (Ceram Optec®). O espectrofotômetro foi acoplado a 

uma cela de fluxo em Z de 9 µL de volume interno e 20 mm de caminho ótico (FIAlab 

Instruments®). O sistema SIC foi controlado por um microcomputador equipado com 

o programa FIALab®5.9 (FIAlab®). As separações cromatográficas foram realizadas 

em uma coluna monolítica (OnyxTM Phenomenex® C18, 50-4,6 mm). Um manômetro 

foi posicionado em uma das saídas da bomba tipo seringa para o monitoramento da 

pressão do sistema durante as análises. Uma válvula de segurança de 500 psi foi 

acoplada em outra saída da bomba para limitar a pressão máxima de trabalho. 

 

5.2.2. Reagentes e soluções 

 

Todas as soluções foram preparadas com água deionizada (resistividade >18 

MΩ cm), reagentes com grau analítico e solventes grau HPLC. Solução estoque de 

melamina (Merck) foi preparada dissolvendo-se 100 mg do reagente em 

aproximadamente 40 mL de água a 40ºC, com posterior diluição até 100 mL. 

Soluções de trabalho foram preparadas diariamente pela diluição da solução 

estoque. As separações cromatográficas foram realizadas sob condições de eluição 

isocrática. A fase móvel foi composta por dodecil sulfato de sódio (SDS) 0,05 mol L-1 

(Merck, pureza 99%) preparado em tampão fosfato 1,0 mmol L-1 (Merck) em pH 3,0 

e 1-propanol 7,5 % (v/v) (Merck). Fase móvel foi degaseificada em ultrassom por 5 

min antes do uso. 

Diferentes tipos de leite (integral, integral em pó, desnatado e semi-desnatado) 

foram adquiridos em mercados locais. O leite em pó foi preparado seguindo as 

instruções da embalagem.  
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5.2.3.  Procedimento 

 

O sistema SIC (Figura 5.2) foi operado de acordo com a rotina descrita na 

Tabela 5.1. Primeiramente, foi aspirada a fase móvel (S1) seguida pela aspiração 

sequencial de SDS (S2), amostra e uma segunda alíquota de SDS para pré-

tratamento da amostra. A zona de amostra transportada através da coluna 

monolítica pela fase móvel, sendo a detecção espectrofotométrica realizada em 210 

nm. As medidas foram baseadas na altura dos picos como em procedimentos 

desenvolvidos anteriormente em SIC [35,50]. Todos os experimentos foram 

realizados em triplicata em temperatura ambiente (25ºC). 

 

 

Figura 5.2 - Diagrama do sistema SIC para a determinação de melamina. S1: fase móvel (SDS 

0,05 mol L-1 em tampão fosfato 1,0 mmol L-1, pH 3,0 + propanol 7,5% (v/v)); S2: 

SDS 0,2 mol L-1; A: amostra de leite ou soluções de referência; VS: válvula 

seletora. BS: bomba tipo seringa; CC: coluna cromatográfica monolítica; D: cela de 

fluxos acoplada ao detector espectrofotométrico; W: recipiente de descarte 
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Tabela 5.1 - Rotina de operação do sistema SIC para o preparo de amostra em 

linha e separação cromatográfica de melamina em leite 

Ação Unidade Parâmetro 

 Válvula seletora  Porta 3 

Aspiração de fase móvel Bomba 
Volume: 3850 µL 

Vazão: 50 µL s-1 

 Válvula seletora Porta 4 

Aspiração de SDS Bomba 
Volume: 10 µL Vazão: 

10 µL s-1 

 Válvula seletora Porta 5 

Aspiração de amostra Bomba 
Volume: 10 µL Vazão: 

10 µL s-1 

 Válvula seletora Porta 4 

Aspiração de SDS Bomba 
Volume: 10 µL Vazão: 

10 µL s-1 

 Válvula seletora Porta 2 

Injeção da zona de amostra e 

separação cromatográfica 
Bomba 

Volume: 3880 µL 

Vazão: 10 µL s-1 

 

5.2.4. Procedimento de referência 

 

O procedimento de referência para avaliação de exatidão foi baseado em 

cromatografia micelar em HPLC [114]. A separação foi realizada em um 

cromatógrafo (Agilent® Technologies Serie 1100) equipado com um desgaseificador, 

um auto-injetor e um sistema de detecção espectrofotométrica com arranjo de 

diodos. Uma coluna de fase estacionária C18 (Kromasil C18, 100 x 4,6 mm, 5 μm) 

foi utilizada como meio de separação. A fase móvel foi composta por uma solução 

aquosa de SDS 0,05 mol L-1 com 7,5% (v/v) de 1-propanol em pH 3,0 utilizada no 

modo isocrático, com vazão de 1 mL min-1, a temperatura ambiente. O volume de 

injeção foi 20 μL. Antes das análises, as amostras de leite foram diluídas na 

proporção de 1:10 com solução de SDS 0,05 mol L-1. 
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5.3. Resultados e discussão 

5.3.1. Condições cromatográficas 

 

A separação por cromatografia micelar é baseada nos mesmos componentes 

de um sistema de cromatografia em fase reversa, uma fase estacionária apolar e 

uma fase móvel polar. No entanto, esta última é composta por duas fases: os 

agregados micelares e uma solução de surfactante em sua concentração micelar 

crítica, formando uma fase heterogênea, como representado na Figura 5.3. 

Adicionalmente, a fase estacionária é modificada pela interação entre as cadeias de 

carbono dos monômeros de surfactantes e a fase octadecil. Neste contexto, o 

mecanismo de separação envolve a partição do analito entre três fases: os 

agregados micelares, a fase estacionária modificada e a fase aquosa com 

monômeros de surfactantes.  

O surfactante está presente em todas as fases envolvidas no processo de 

separação, sendo assim, sua natureza e concentração têm efeitos pronunciados na 

eficiência cromatográfica. SDS foi selecionado para a separação de melamina 

devido às propriedades: presença de carga negativa em meio aquoso, que confere 

seletividade diferenciada à coluna cromatográfica; baixa CMC (8,1 mmol L-1), o que 

confere boas condições de separação em baixas concentrações de surfactante, sem 

aumentar o sinal de fundo em detecção espectrofotométrica no UV e a contra-

pressão. A concentração de SDS na fase móvel foi avaliada entre 0,01 e 0,15 mol L-1 

e os cromatogramas em cada condição são apresentados na Figura 5.4. 
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Figura 5.4 - Efeito da concentração de SDS na fase móvel na separação de melamina em 

leite. (A) 0,01 mol L-1; (B) 0,05 mol L-1; (C): 0,10 mol L-1 e  

(D): 0,15 mol L-1 

 

A concentração de 0,01 mol L-1 de SDS não possibilitou a separação da 

melamina dos componentes do leite. Apesar desta concentração estar acima da 

CMC, parte da fase estacionária não estava recoberta pelo surfactante, como 

reportado anteriormente [132]. A presença de cadeias livres de C18 conferem 

características apolares a algumas regiões da fase estacionária que, então 

apresentam baixa afinidade pela melamina, o que desfavorece a separação da 

matriz do leite. Em concentração de 0,05 mol L-1 de SDS, provavelmente toda a fase 

estacionária se encontra recoberta pelo surfactante, apresentando características 

químicas uniformes, o que resultou em melhor desempenho cromatográfico e o 

surgimento do pico referente ao analito, o qual foi confirmado pela injeção de 

soluções com diferentes concentrações de melamina. Além disto, o maior número de 

micelas presentes na fase móvel, cria mais sítios de interação para o analito. Nesta 
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condição, melamina foi separada com resolução de 2,06 com relação ao pico mais 

próximo correspondente aos componentes da matriz. Em concentração de  

0,10 mol L-1 de SDS, aparentemente foi observado desempenho cromatográfico 

satisfatório, no entanto, a eluição de um dos componentes do leite próxima ao tempo 

de retenção da melamina, prejudicou sua resolução em concentrações baixas. A 

partir 0,15 mol L-1 de SDS na fase móvel, foi observada diminuição do tempo de 

retenção da melamina. Este efeito está diretamente relacionado com o maior 

número de micelas presentes na fase móvel que agem como uma “pseudo fase 

estacionária”. A elevada concentração de micelas diminui a interação dos analitos 

com a fase estacionária, o que diminui o tempo de retenção da melamina e, 

consequentemente a resolução.  

Separações por cromatografia micelar usualmente necessitam da adição de 

pequenas quantidades de solventes orgânicos na fase móvel para melhorar 

resolução dos picos e diminuir os tempos de retenção [102]. A escolha de um 

modificador orgânico apropriado deve levar em conta a polaridade do analito. No 

caso da melamina, um composto polar, separações satisfatórias podem ser obtidas 

pelo uso de 1-propanol, 2-propanol ou acetonitrila [114] e 1-propanol foi selecionado 

como modificador orgânico. Esta substância compete com os monômeros de 

surfactante pela fase estacionária e, consequentemente, sua proporção na fase 

móvel tem influência nos tempos de retenção e no formato dos picos [132]. Fase 

móvel com 5,0% (v/v) de 1-propanol não foi eficiente para a separação da melamina 

da matriz do leite, como apresentado na Figura 5.5. O mesmo foi observado para 

fases com 10% de solvente. Neste caso, é possível que a alta concentração de 1-

propanol tenha desestabilizado as micelas, modificando as fases envolvidas e 

afetando diretamente o processo de separação. Entretanto, com a adição de 7,5% 

(v/v) de 1-propanol à fase móvel, foi observada boa resolução para a melamina, 

como pode ser observado na Figura 5.5. Esta quantidade de solvente orgânico é 

bastante reduzida quando comparado aos volumes empregados em cromatografia 

líquida de fase reversa clássica, o que confere aos procedimentos de CLM menor 

custo e impacto ambiental [132]. 
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Figura 5.5 - Influência da concentração de 1-propanol na fase móvel na separação de 

melamina em leite. (A) 5,0% (v/v); (B) 7,5% (v/v); (C) 10,0% (v/v) 

 

5.3.2. Tratamento de amostra em linha 

 

Leite é uma matriz bastante complexa, como pode ser observado pela 

composição nutricional média descrita na Tabela 5.2. Devido à variedade de 

constituintes, a análise de leite geralmente requer tratamento prévio para a remoção 

de potenciais interferentes. No caso da determinação de melamina, todos os 

procedimentos apresentados na literatura incluem etapas de remoção de gorduras e 

proteínas, seja pela adição de um agente precipitante seja de um solvente extrator. 

Em alguns casos, uma etapa adicional de extração em fase sólida é necessária para 

a remoção de gorduras [114,119-121,123,124]. 
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Tabela 5.2 - Composição nutricional média dos leites integral e em pó [133] 

 Leite integral Leite em pó 

Água, % (m/v) 88,32 2,47 

Proteína, % (m/v) 3,22 26,32 

Sólidos, % (m/v) 0,69 6,08 

Carboidratos, % (m/v) 4,52 38,42 

Energia, kcal/100g 60 496 

Colesterol, mg/100g 10 97 

Gorduras, % do total 3,25 26,71 

Saturadas totais 64,9 66,1 

Monoinsaturadas totais 28,3 31,3 

Polinsaturadas 6,8 2,6 

 

Dentre os procedimentos apresentados, o preparo de amostra mais simples 

para análise de melamina se baseia na dissolução da amostra em uma solução de 

SDS em tampão fosfato pH 3,0 [114]. Tomando este procedimento como base, foi 

avaliada a viabilidade do preparo de amostra em linha pela dissolução do leite em 

solução de SDS. Foram avaliadas três estratégias para inserção de amostra e SDS 

no apresentado na Figura 5.6. 

 

 

Figura 5.6 – Estratégias avaliadas para implementação do preparo de amostra em linha. 

 

Após a avaliação destas estratégias para a implementação desta etapa, 

empregou-se a terceira alternativa, com as seguintes condições ótimas: aspiração 

de 10 µL de uma solução de SDS 0,2 mol L-1, seguida por alíquotas de mesmo 

volume de amostra e de SDS, de forma que a amostra fosse intercalada entre duas 
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zonas de surfactante. A mistura entre as alíquotas ocorre por dispersão, formando 

uma zona de amostra, a qual é completamente transferida à coluna cromatográfica 

para a separação da melamina. O uso de soluções de SDS em concentrações 

inferiores a 0,2 mol L-1 resultou em zonas de amostra de aspecto turvo, indicando a 

solubilização incompleta da amostra, o que levou ao entupimento da pré-coluna 

monolítica. Desta forma, SDS 0,2 mol L-1 foi utilizado para o tratamento da amostra. 

A solubilização dos componentes da amostra se dá pela inclusão de compostos 

apolares (e.g. lipídios) no interior das micelas, impedindo a precipitação. 

O preparo da amostra em linha apresenta vantagens frente ao procedimento 

proposto anteriormente, o qual era executado em batelada. Há um menor risco de 

contaminações e perdas de analito devido a todo o processo ser realizado em um 

sistema fechado, além da possibilidade da injeção direta da amostra no sistema SIC 

sem nenhum pré-tratamento, o que torna o procedimento mais rápido. O consumo 

de SDS também foi reduzido no procedimento em linha, o qual consome 1,2 mg de 

reagente por determinação, em comparação a 144 mg no procedimento em 

batelada. 

 

5.3.3. Características analíticas e aplicações 

 

Foram obtidas curvas de calibração a partir de soluções de melamina 

preparadas em água e em diferentes tipos de leite. As equações obtidas por 

regressão linear são apresentadas na Tabela 5.3, em que A são os valores de 

absorbância e C a concentração de melamina em mg L-1. As curvas de calibração 

apresentaram coeficientes angulares com variações inferiores a 4,8%, não sendo 

distintos ao nível de 95% de confiança. Estes resultados indicam a ausência de 

efeitos de matriz e a viabilidade de calibração externa. Deste modo, a calibração 

efetuada em meio aquoso foi utilizada para a quantificação de melamina. Resposta 

linear foi observada entre 2,0 e 6,0 mg L-1 de melamina com limite de detecção 

estimado em 0,6 mg L-1 (95% de confiança) e coeficientes de variação de 2,9% 

(n=6). A faixa linear inclui os limites estabelecido pelas agências reguladoras  

(2,5 mg L-1) [115,116]. 
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Tabela 5.3 - Curvas de calibração para melamina em diferentes matrizes 

Matriz Equação* r 

Água A = 0,0140 (±0,0005) C + 0,048 (±0,002) 0,995

Leite integral A = 0,0135 (±0,0003) C + 0,046 (±0,010) 0,997

Leite desnatado A = 0,0140 (±0,0009) C + 0,010 (±0,001) 0,996

Leite em pó integral A = 0,0125 (±0,0005) C + 0,081 (±0,001) 0,999

Leite semi-desnatado A = 0,0140 (±0,0006) C + 0,051 (±0,001) 0,998

*resposta linear entre 2,0 e 6,0 mg L -1 

 

A Tabela 5.4 apresenta uma comparação das características analíticas do 

procedimento desenvolvido com alguns procedimentos envolvendo cromatografia 

líquida de alta eficiência. O procedimento desenvolvido consome somente 50 mg de 

SDS e 300 µL de 1-propanol por determinação, com separação cromatográfica em 

6,5 min, gerando 3,9 mL de efluente por determinação. Estes parâmetros são 

significantemente menores que os observados no procedimento cromatográfico de 

referência, que requer 15 min por determinação, com geração de 15 mL de efluente 

e consome 1,0 mL de propanol e 179 mg de SDS [114]. A maior parte dos trabalhos 

apresentados na literatura utilizam extração em fase sólida como etapa de preparo 

de amostra, consumindo volumes elevados de solventes e tornando o procedimento 

moroso e de custo mais elevada, devido os cartuchos de SPE serem importados. O 

procedimento proposto realiza a etapa de preparo de amostra em linha, o que traz 

as vantagens descritas anteriormente. 
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O procedimento foi aplicado a amostras de diferentes tipos de leite adicionadas 

de melamina, sendo os resultados comparados com os obtidos pelo procedimento 

de referência [114] (Tabela 5.5). Todos os valores concordam em um nível de 95% 

de confiança, o que demostra a exatidão do procedimento desenvolvido em SIC. 

 

Tabela 5.5 - Determinação de melamina em amostras de leite adicionadas pelo 

procedimento proposto e por HPLC 

 Melamina (mg L-1) 

Leite SIC HPLC SIC HPLC 

Integral 2,64 ± 0,18 2,77 ± 0,26 4,30 ± 0,13 4,22 ± 0,44 

Desnatado 1,81 ± 0,11 1,90 ± 0,01 3,54 ± 0,14 3,67 ± 0,03 

Em pó integral 1,73 ± 0,15 1,83 ± 0,10 3,06 ± 0,15 3,17 ± 0,07 

Semi-desnatado 2,12 ± 0,10 2,04 ± 0,39 3,60 ± 0,17 3,42 ± 0,20 

Desnatado 2 2,09 ± 0,22 1,95 ± 0,01 3,03 ± 0,12 3,14 ± 0,10 

 

 

5.4. Conclusões 

 

         O uso de cromatografia micelar foi apresentado em SIC e o procedimento 

desenvolvido foi satisfatoriamente aplicado à determinação de melamina em leite. A 

estratégia aumentou a capacidade de separação em SIC pela modificação da 

seletividade pela adsorção de monômeros de surfactante às cadeias funcionais da 

fase estacionária C18, resultando em uma coluna com propriedades cromatográficas 

diferentes e ainda capaz de operar a baixas pressões. Em razão das fases 

monolíticas apresentarem restrita variedade de fases estacionárias, o uso de fase 

micelar é uma opção viável para expandir a sua aplicabilidade. O procedimento 

desenvolvido apresentou vantagens em comparação a trabalhos anteriores para a 

determinação de melamina, incluindo o menor tempo de separação cromatográfica e 

o preparo de amostra em linha. Reduzidas quantidades de solventes orgânicos e 

surfactante foram consumidas, sendo então uma alternativa ambientalmente 

amigável para a determinação deste adulterante. 
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6. PRÉ-CONCENTRAÇÃO ON-COLUMN EM CROMATOGRAFIA POR 

INJEÇÃO SEQUENCIAL 

6.1. Introdução  

 

Análises químicas demandam tempo, conhecimento e, dependendo da técnica 

empregada, podem envolver altos custos. Muitos procedimentos têm sido propostos 

objetivando simplicidade, rapidez na emissão de resultados e menores consumos de 

reagentes e geração de efluentes. A maioria deles se concentra no preparo da 

amostra, etapa mais morosa de uma análise química e que requer habilidades do 

analista para minimizar perdas de analitos e contaminações [134]. 

Extração em fase sólida é uma das estratégias mais aplicadas no preparo de 

amostra, especialmente em análises cromatográficas. O aparato mais comum para 

SPE consiste de um cartucho (e.g. polipropileno) preenchido por um material 

sorbente [135]. Os analitos de interesse são particionados entre a amostra e a fase 

sólida que, portanto, deve apresentar alta afinidade pelas espécies de interesse. 

Apesar da alta eficiência para a pré-concentração e limpeza (clean-up) de amostras 

complexas, a SPE requer várias etapas, como o condicionamento da fase sólida, 

percolação da amostra e eluição dos analitos por um solvente apropriado, o que 

torna o processo moroso e ambientalmente não amigável, devido ao uso de grandes 

volumes de solventes orgânicos. 

Técnicas de microextração têm sido propostas como alternativas à SPE, 

permitindo contornar alguns de seus inconvenientes. Microextração em fase sólida, 

o análogo em micro-escala da SPE, se destaca por ser geralmente rápida, simples, 

requerer volumes menores de solventes orgânicos, ser compatível com sistemas de 

cromatografia a líquido e a gás e permitir alcançar altos fatores de enriquecimento 

[136]. No entanto, esta técnica ainda apresenta desvantagens, como a fragilidade 

mecânica e instabilidade das fibras em meios orgânicos, lixiviação dos 

revestimentos poliméricos que promovem a extração, preparo moroso das fibras e 

dificuldades de implementação de procedimentos em linha. 
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Outra alternativa apresentada na literatura se baseia na pré-concentração do 

analito na própria fase de separação cromatográfica, denominada pré-concentração 

on-column. Esta abordagem é análoga ao aprisionamento a frio em procedimentos 

de cromatografia a gás, em que um grande volume de amostra é injetado no sistema 

para a pré-concentração dos analitos no início da coluna capilar, que se encontra em 

baixa temperatura [137]. Com relação à cromatografia a líquido, um procedimento 

baseado nesta abordagem foi proposto para a determinação de  

bis(2-etilhexil)ftalato em águas [138]. Após a injeção de um grande volume de 

amostra em uma fase móvel com baixa força de eluente, foi utilizado um solvente 

apropriado para eluição dos analitos pré-concentrados no início da coluna 

cromatográfica, o qual também foi empregado como fase móvel para a separação 

cromatográfica. A mesma estratégia foi empregada em cromatografia líquida capilar 

para a determinação de N-acil homoserina lactona em isolados de bactérias [139]. A 

pré-concentração foi conduzida em uma coluna miniaturada, preparada em 

laboratório, pela injeção de 1 a 5 μL de amostra antes da separação cromatográfica 

e detecção por espectrometria de massas. Pré-concentração on-column foi também 

explorada para a determinação de alquilbenzenos e compostos relacionados ao 

sabor em amostras de alimentos, com coeficientes de variação abaixo de 5% [140]. 

Destes trabalhos, pode-se concluir que esta estratégia não necessita de nenhum 

dispositivo adicional ao sistema de análises, como cartuchos de extração e bombas 

e permite evitar procedimentos de preparo de amostra em batelada. Entretanto, 

deve-se dispor de alças de amostragem com volume adequado ou de meios para 

introduzir maiores volumes de amostra na coluna cromatográfica. Particularmente, 

no trabalho desenvolvido por Baram et al. [138] a amostra (20 mL) foi continuamente 

bombeada através da coluna, o que aumenta os riscos de contaminação e o tempo 

necessário para a substituição da amostra.  

A versatilidade dos sistemas de análise por injeção sequencial que fundamenta 

o SIC, fazem desses sistemas uma alternativa viável para o manuseio de amostras 

em linha, incluindo a remoção de potenciais interferentes e a pré-concentração dos 

analitos por SPE. Nestes sistemas, o volume de amostra pode ser rigorosamente 

definido e controlado pelo uso de reatores e pela taxa de aspiração da bomba tipo 

seringa, o que facilita a implementação de procedimentos de preparo de amostra em 

linha.  
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Neste capítulo da Tese, foi explorada a estratégia de pré-concentração on-

column em um sistema SIC, com base na capacidade de gerenciamento de 

soluções inerente aos sistemas de análises por injeção sequencial. Extração e pré-

concentração de parabenos foi selecionada como modelo para a avaliação da 

proposta. 

 

6.2. Experimental 

 

6.2.1.  Equipamentos 

 

Um sistema de cromatografia por injeção sequencial SIChromTM (FIAlab 

Instruments®) equipado com uma válvula seletora de inox de oito portas C5H (Valco 

Instruments Co.) e uma bomba tipo seringa com reservatório de 4,0 mL foi utilizado 

em todos os estudos. As tubulações foram constituídas por tubos PEEK com  

0,25 mm d.i. O sistema de detecção foi composto por um espectrofotômetro 

multicanal (Ocean Optics®, modelo USB4000) com uma lâmpada de deutério (Ocean 

Optics®, modelo DH-2000) como fonte de radiação  e cabos de fibra ótica com 

diâmetro interno de 600 m (Ceram Optec®). O espectrofotômetro foi acoplado a 

uma cela de fluxo em forma de Z, com 9 µL de volume interno e 20 mm de caminho 

ótico (FIAlab Instruments®). O sistema SIC foi controlado por um microcomputador 

equipado com o programa FIALab® 5.9 (FIAlab®). As separações cromatográficas 

foram realizadas em uma coluna de núcleo fundido (Ascentis Express® Supelco, 30 x 

4,6 mm, 2,7 µm). Um manômetro foi posicionado em uma das saídas da bomba tipo 

seringa para o monitoramento da pressão do sistema durante as análises.  

 

6.2.2. Reagentes e soluções  

 

Metil, etil e propil parabenos foram adquiridos da Sigma Aldrich®. Soluções 

estoque 1,00 g L-1 foram preparadas em metanol e armazenadas a 5 ºC. Soluções 

de trabalho foram preparadas diariamente por diluições da solução estoque em 

água. As fases móveis foram compostas por água (fase móvel com baixa força de 
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eluente ou transportador da amostra) uma solução aquosa de ácido fosfórico, pH 2,5 

contendo 25% (v/v) de acetonitrila – fase móvel para eluição dos analitos e 

separação cromatográfica. 

 
6.2.3.  Procedimento 

 
O sistema apresentado na Figura 6.1 foi operado de acordo com a rotina 

descrita na Tabela 6.1 para realizar a pré-concentração on-column de parabenos. 

Inicialmente, foram aspiradas sequencialmente pela bomba tipo seringa alíquotas de 

transportador (água, S1) e amostra (A), as quais foram dispensadas para a coluna 

cromatográfica. Em seguida, a bomba aspirou fase móvel (S2) e dispensou-a através 

da coluna cromatográfica de núcleo fundido para separação e posterior detecção 

dos parabenos em 255 nm. As medidas foram baseadas nas alturas dos picos e 

realizadas em triplicata a temperatura ambiente (25±1 ºC). 

 

Figura 6.1 - Diagrama do sistema SIC para pré-concentração on-column de parabenos. A: 
amostra; S1: água; S2: fase móvel; CC: coluna cromatográfica; D: cela de fluxos 
acoplada ao detector espectrofotométrico; VS: válvula seletora; BS: bomba tipo 
seringa; W: recipiente de descarte 
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Tabela 6.1 - Rotina de operação do sistema SIC para pré-concentração on-column de 

parabenos 

Ação Unidade Parâmetro 

 Válvula seletora Porta 3 

Aspiração de água Bomba Volume: 500 µL / vazão: 

50 (µL s-1)  

 Válvula seletora Porta 5 

Aspiração de amostra Bomba Volume: 500 µL / Vazão: 

50 (µL s-1) 

 Válvula seletora Porta 2 

Dispensa de amostra e água 

através da CC 

Bomba Volume: 1000 µL / Vazão: 

10 (µL s-1) 

 Válvula seletora Porta 4 

Aspiração de fase móvel Bomba Volume: 3300 µL / Vazão: 

50 (µL s-1) 

 Válvula seletora Porta 2 

Dispensa de fase móvel 

através da CC 

Bomba Volume: 3300 µL / Vazão: 

10 (µL s-1) 

 

6.3. Resultados e discussões 

 

Em cromatografia líquida, frequentemente a detectabilidade dos procedimentos 

é prejudicada pela injeção de pequenos volumes de amostra, com a finalidade de se 

melhorar a resolução dos picos. Contraditoriamente, uma etapa de pré-concentração 

é geralmente necessária para a análise de compostos em baixas concentrações. 

Esta etapa é usualmente realizada em batelada e está propensa a erros 

sistemáticos e contaminações além de, em alguns casos, ser de alto custo e causar 

algum impacto ambiental devido ao uso de dispositivos descartáveis e de solventes 

orgânicos. Alguns destes aspectos podem ser amenizados pela implementação dos 

procedimentos de tratamento de amostra em linha, no entanto, isto requer uma 

configuração mais complexa dos sistemas de análises. 
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Procedimentos de pré-concentração em sistemas de análises em fluxo utilizam-

se um transportador inerte com a finalidade de evitar a sobreposição das zonas de 

amostra e eluente para garantir alta eficiência de pré-concentração, além da mínima 

dispersão dos analitos na fase sólida extratora. Em cromatografia líquida, além da 

função de transportador da zona de amostra, a fase móvel atua na separação dos 

analitos. A presente proposta combina ambas as estratégias, pelo uso de água 

como transportador da zona de amostra para a coluna cromatográfica na etapa de 

pré-concentração e da fase móvel com uma fração orgânica para separação 

cromatográfica dos analitos. 

Sistemas SIC são capazes de realizar amostragens baseadas em tempo com 

alta repetibilidade, o que permite a variação de volume injetado pelo programa de 

controle. Altos volumes de amostra podem ser mantidos em um reator antes de 

serem dispensados na coluna cromatográfica usando um transportador adequado. 

Analitos com altos fatores de retenção (k > 20) [141] são retidos em uma zona 

estreita no início da coluna cromatográfica e podem ser eluídos por uma fase móvel 

apropriada sem perdas na resolução, como ilustrado na Figura 6.2. Nesta Tese, esta 

estratégia foi avaliada utilizando parabenos como compostos modelo. 

A coluna de núcleo fundido RP-amida agiu como sorbente para SPE e como 

meio de separação cromatográfica. Como apresentado no capitulo 3, esta fase é 

composta por uma amida ligada a grupos alquil, os quais apresentam alta afinidade 

pelas moléculas de parabenos, tornando possível a sua extração e pré-concentração 

em amostras aquosas. 

Como pode ser observado na Tabela 6.2, não foi observado alargamento 

significativo dos picos pelo aumento do volume de amostra injetado, o que indica 

que a fase estacionária apresenta afinidade suficiente pelas moléculas de 

parabenos, quando em meio aquoso, para formar uma zona estreita de analitos no 

início da coluna. 
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Figura 6.2 - Representação esquemática do processo de pré-concentração on-column. (A) 

introdução de amostra; (B) retenção dos analitos no início da coluna 

cromatográfica e (C) separação cromatográfica 

 

Tabela 6.2 - Influência do volume de amostra no tempo de retenção e na largura dos 

picos na separação cromatográfica de parabenos após pré-

concentração on-column 

Volume de amostra 

(µL) 

Tempo de retenção (min) Largura dos picos (min)* 

 MP EP PP MP EP PP 

10 1,6 2,5 4,1 0,10 0,14 0,21 

50 1,8 2,6 4,3 0,11 0,15 0,24 

100 1,6 2,4 4,1 0,09 0,13 0,22 

200 1,6 2,5 4,2 0,10 0,13 0,23 

300 1,7 2,6 4,5 0,10 0,15 0,25 

400 1,8 2,7 4,6 0,11 0,14 0,24 

500 1,8 2,8 4,7 0,12 0,15 0,25 

*medidas na base dos picos. 
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Os tempos de retenção também foram pouco alterados e não houve perdas de 

resolução mesmo para o maior volume de amostra injetado (500 L). Deve-se 

ressaltar que este volume é muito maior do que o volume morto da coluna (ca.280 

µL) [28], tornando inviável a separação cromatográfica direta de volumes tão 

elevados de amostra. Este efeito é mais crítico no procedimento desenvolvido, 

devido ao curto comprimento da coluna de núcleo fundido (3 cm). 

A eficiência da estratégia para a pré-concentração também foi avaliada pela 

injeção de volumes crescentes de amostra, mantendo a massa de analito constante 

(Figura 6.3). Não foram observadas variações significativas nas alturas e larguras 

dos picos, o que confirma o eficiente acúmulo dos analitos no início da coluna 

cromatográfica. Isto indica o potencial do procedimento proposto para o aumento de 

detectabilidade em sistemas SIC. Os tempos de retenção apresentaram o mesmo 

comportamento observado no estudo anterior. As perturbações observadas para 

tempos de retenção abaixo de 1,0 min são devidas às diferenças no índice de 

refração causadas pela mudança de água para fase móvel (efeito Schlieren). 

 

 

Figura 6.3 - Influência do volume de amostra injetado mantendo a massa de parabenos 

constante em 500 ng. Fase móvel:  H3PO4 (pH 2,5):acetonitrila (60:40, v/v) 
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Utilizando um volume de amostra de 500 L, foi observada resposta linear 

entre 0,25 e 1,00 µg mL-1. As principais características analíticas do procedimento 

estão apresentadas na Tabela 6.3. 

 

Tabela 6.3 - Características analíticas do procedimento de pré-concentração on-
column de parabenos 

 
Equação R2 LOD (mg L-1)

CV tr 

(%) 

CV AP 

(%) 
FE 

MP A = 0,0006C + 0,0244 0,998 0,040 0,54 1,22 34,8 

EP A = 0,0004C + 0,0117 0,999 0,060 0,58 1,46 38,0 

PP A = 0,0003C + 0,0071 0,999 0,080 0,68 2,08 30,0 

CV tr: coeficiente de variação do tempo de retenção 
CV AP: coeficiente de variação da altura do pico 
FE: fator de enriquecimento 
A: absorbância em altura do pico/ C:concentração de parabenos (mg L-1) 

 

Os coeficientes de variação dos tempos de retenção e altura dos picos foram 

relativamente baixos (comparáveis aos usualmente obtidos em SIC [28,35,40], 

indicando boa reprodutibilidade do procedimento. Esta observação é importante 

tendo em vista que não há um estágio de equilíbrio entre as fases móvel e 

estacionária antes da separação, o que poderia resultar em variações dos 

parâmetros cromatográficos [142]. Fatores de enriquecimento foram estimados entre 

30,0 e 38,0 a partir das razões entre os coeficientes angulares das curvas obtidas na 

injeção de volumes de amostra de 500 e 10 L. Isto corresponde a eficiências de 

concentração relativamente altas (entre 18 e 22,8 min-1), i.e. em 1,0 min pode-se 

atingir fatores de enriquecimento de no mínimo 18 pelo procedimento proposto, os 

quais são significantemente maiores do que os obtidos em procedimentos em 

batelada, usualmente mais morosos [143]. Além disso, baixos índices de consumo 

foram estimados (entre 0,0132 e 0,0167 mL), o que demostra a alta eficiência de 

aproveitamento da amostra, i.e. o sinal analítico aumenta no mínimo 30 vezes para 

500 L de amostra. 
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6.4. Conclusões 

 

O uso de cromatografia micelar foi apresentado em SIC e o procedimento 

desenvolvido foi satisfatoriamente aplicado à determinação de melamina em leite. A 

estratégia aumentou a capacidade de separação em SIC pela modificação da 

seletividade pela adsorção de monômeros de surfactante às cadeias funcionais da 

fase estacionária C18, resultando em uma coluna com propriedades cromatográficas 

diferentes e ainda capaz de operar a baixas pressões. Em razão das fases 

monolíticas apresentarem restrita variedade de fases estacionárias, o uso de fase 

micelar é uma opção viável para expandir a sua aplicabilidade. O procedimento 

desenvolvido apresentou vantagens em comparação a trabalhos anteriores para a 

determinação de melamina, incluindo o menor tempo de separação cromatográfica e 

o preparo de amostra em linha. Reduzidas quantidades de solventes orgânicos e 

surfactante foram consumidas, sendo então uma alternativa ambientalmente 

amigável para a determinação deste adulterante. 

Um procedimento para pré-concentração on-column em sistema SIC foi 

desenvolvido e teve sua eficiência avaliada pela pré-concentração de parabenos. A 

estratégia permitiu extrações reprodutíveis com altos fatores de enriquecimento e 

baixo alargamento de picos. Vantagens como o baixo custo, baixo consumo de 

amostra e de solventes orgânicos, assim como a não utilização de cartuchos de 

extração fazem do procedimento proposto uma alternativa atrativa à SPE 

convencional. Esta estratégia pode ser aplicada para a pré-concentração de 

diferentes espécies em amostras aquosas pela escolha de fase estacionária e 

solvente da amostra apropriados, visando alta afinidade da fase estacionária pelos 

analitos. O procedimento apresentado aumenta a aplicabilidade de sistemas SIC 

pela melhoria da sensibilidade promovida pelos altos fatores de enriquecimento. 
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7. CONCLUSÕES GERAIS 

 

As estratégias apresentadas nesta Tese contribuíram para o desenvolvimento 

das separações cromatográficas em sistemas de análises em fluxo através do 

aumento de seletividade e detectabilidade por diferentes abordagens. O emprego de 

colunas de núcleo fundido curtas em sistemas de análises por injeção em fluxo 

ampliou a seletividade de separações cromatográficas realizadas nestes sistemas 

pela variedade de fases estacionárias disponíveis, ampliando também a 

aplicabilidade destes sistemas. O uso de SPE em linha para extração e pré-

concentração de sulfonamidas ampliou tanto a seletividade como a detectabilidade 

dos sistemas de cromatografia por injeção sequencial, o que aumenta a 

potencialidade de aplicação destes sistemas uma vez que ele não dispõe de 

sistemas de detecção de alta sensibilidade. O uso de fase micelar no sistema SIC 

com coluna monolítica C18 também acarretou em um ganho de seletividade pela 

alteração das propriedades da fase estacionaria, com a qual foi possível realizar a 

separação de melanina em leite e ainda operar em pressões menores do que as 

colunas de partículas. Por fim, o desenvolvimento de uma estratégia para pré-

concentração on-column contribuiu para o aumento da detectabilidade na separação 

e determinação de parabenos, sem a utilização de cartuchos de extração e 

solventes orgânicos na etapa de pré-concentração. Todas estas estratégias 

ampliaram a aplicabilidade dos sistemas de separações cromatografias por injeção 

em fluxo e contribuirão para o desenvolvimento destas técnicas em abordagens 

futuras. 
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