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SEPARATION MECHANISMS IN CAPILLARY ELECTROPHORESIS. Since its inception in the 80’s,
capillary electrophoresis has matured into a well established technique for the separation and analysis
of complex samples. One of its strongest aspects is the ability to handle materials from a diversity of
chemical classes, ranging from few to millions of Daltons. This is only possible because several modes of
electrophoresis can be performed in a single capillary format. In this work, relevant aspects of capillary
zone electrophoresis in its three modes (free solution, micellar and gel), capillary isoelectric focusing and
capillary isotachophoresis are discussed and many representative applications are presented.

Keywords: free solution capillary electrophoresis; micellar electrokinetic capillary chromatography;
capillary electrochromatography; capillary gel electrophoresis; capillary isoelectric focusing; capillary

isotachophoresis.

INTRODUGAO

A ciéncia das separagdes, em termos de instrumentagio ana-
litica, contemplou nas ultimas décadas grandes avangos
tecnolégicos: a década de 50 foi caracterizada pela introdugio
da cromatogratia em fase gasosa (GC), enquanto que a década
de 70 testemunhou o desenvolvimento da cromatografia em fase
liquida (HPLC). Os anos 80, mais precisamente os tltimos dez
anos, foram marcados pela implementagdo da terceira grande
técnica instrumental de separagdo, a eletroforese capilar'™®. O
rdpido avanco da eletroforese capilar decorre, em parte, da sim-
plicidade instrumental, mas principalmente da variedade dos
modos de separagdo que podem ser efetuados em uma tnica
coluna capilar’ e da diversidade dos compostos passiveis de
andlise em cada modo'?,

Na eletroforese capilar, a separagiio é conduzida em tubos
com dimensdes de 15 a 100 pm de didmetro interno, e 50 a 100
cm de comprimento, preenchidos com um eletrélito condutor, e
submetidos a a¢do de um campo elétrico. O uso do capilar ofe-
rece muitas vantagens sobre os outros meios utilizados para
eletroforese (placas de gel, papel, etc). Devido a fatores geomé-
tricos (a relagio entre a drea superficial interna e volume é apre-
ciavelmente grande), um capilar possibilita a dissipagfo eficien-
te do calor, gerado pela passagem da corrente elétrica (efeito
Joule). Além disto, a alta resisténcia elétrica do capilar permite
o estabelecimento de campos elétricos elevados (100 a 500 V/
cm), resultando em separacdes de alta eficiéncia (geralmente
excede 10° pratos teéricos), resolugiio inigualdvel e tempos de
andlise apreciavelmente curtos. Outras vantagens da eletroforese
capilar sdo: pequena demanda de amostra, com volumes tipica-
mente da ordem de | a 10 nL, e a possibilidade de injegio e
detecgdo em fluxo.

Além da migracdo eletroforética dos fons, outro fendmeno
de migragdo ocorre, a eletroosmose, ou seja, fluxo de solugdo
induzido pelo campo elétrico, o qual confere a técnica parte de
suas caracteristicas de alta eficiéncia'!, Dentro do tubo capilar,
o fluxo eletroosmético é caracterizado por um perfil radial
constante da velocidade, ndo contribuindo, portanto, para o
alargamento das bandas. Esta peculiaridade distingue eletrofo-
rese capilar dos métodos cromatogrificos em fase liquida, que
apresentam um variaciio parabdlica para o perfil radial da velo-
cidade dentro da coluna, caracteristico do fluxo induzido por
pressdo. Além disto, o fluxo eletroosmético, em geral de grande
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magnitude, é responsdvel pela condugdo dos solutos, sem dis-
tingdo de carga, na direcdo do detector, permitindo assim a
andlise simultinea de amostras contendo solutos catidnicos,
neutros € anidnicos.

Em artigo de divulgagio anterior!, a eletroforese capilar
foi apresentada sob uma perspectiva histérica, sendo exami-
nados os conceitos fundamentais sobre a migragdo eletroforé-
tica e eletroosmética, além de aspectos instrumentais referen-
tes a introducdio de amostras e detecgdo. No presente traba-
lho, procura-se descrever, em maior detalhe, a eletroforese
capilar de zona nos seus vdrios modos de separag¢do (solugdo
livre, micelar e gel), assim como a focalizagdo isoelétrica
capilar e a isotacoforese capilar, apresentando algumas de suas
aplicagbes mais representativas,

I. ELETROFORESE DE ZONA
L1. Eletroforese Capilar em Solu¢do Livre

A eletroforese capilar em solugio livre (free solution
capillary electrophoresis, FSCE ou capillary zone electropho-
resis, CZE, como ¢ ainda comumente conhecida) é um dos
modos de separagdo eletroforética mais usados na pritica, pro-
vavelmente em razdo da facilidade de sua implementagio e
otimizagio das condigdes experimentais'®'?, Em FSCE, o tubo
capilar € simplesmente preenchido com um eletrélito, geral-
mente com caracteristicas tamponantes. A separa¢do ocorre
como resultado de duas estratégias: maximizar as diferengas
entre as mobilidades efetivas dos solutos e minimizar as cau-
sas de alargamento das zonas.

A equagdes tradicionais que descrevem resolugio, eficién-
cia e tempo de migra¢do em FSCE incorporam o fendmeno de
difusdo como tnica causa de alargamento das zonas', e podem
ser escritas como:
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onde Y; e Ny sdo as mobilidades aparentes de dois solutos
eluindo em posi¢cdes adjacentes, Hyggin ¢ a mobilidade média
dos solutos, Her € a mobilidade eletroforética do soluto i, Mo €
a mobilidade do fluxo eletroosmético, V ¢ a diferenga de poten-
cial aplicada, D é a média dos coeficientes de difusio dos dois
solutos, L, é o comprimento do capilar e Ly, € a distincia do
ponto de injeclio a posigiio do detector.

As equagdes (1) a (3) indicam que o uso de voltagens eleva-
das é vantajoso, pois implica em um ganho de resolugfo e efici-
€ncia, assim como na diminuicdo do tempo de andlise. Outra
observagfo pertinente é que, em separagdes dificeis, a resolugéo
de pares de solutos eluindo muito préximos pode ser melhorada
pelo ajuste da magnitude do fluxo eletroosmético. Quando a
mobilidade eletroosmética for aproximadamente igual, mas de
sinal oposto & mobilidade dos solutos, um ganho de resolugéio é
alcangado (equagiio 1). As penalidades para este tipo de estraté-
gia, no entanto, sio: perda de eficiéncia (equagiio 2) e aumento
considerdvel do tempo da anilise (equagiio 3).

Solugdes Tampio

Quando a separagio envolve solutos com cardter dcido-base,
a mobilidade eletroforética do soluto depende do pH do eletré-
lito. Neste caso, o termo mobilidade efetiva, o qual incorpora o
produto das mobilidades eletroforéticas das espécies em equili-
brio e a distribuigio das concentragdes relativas de cada espécie
no pH considerado, é empregado’. Assim sendo, o controle do
pH € aconselhdvel e a escolha de uma solugio tampdo adequada
tem implicagGes diretas na otimizagdo da separagio. Adicional-
mente, a suscetibilidade do fluxo eletroosmético a variagdes de
pH requer que o tampdo apresente constincia no valor de pH
(alta capacidade). Outras propriedades desejdveis para um siste-
ma tampdo incluem: baixo valor de absorbancia no comprimen-
to de onda selecionado para a andlise, e baixa mobilidade, para
minimizar a geragdio de calor por efeito Joule. Além disso, a
escolha do tampdo estd vinculada a considera¢des sobre a forma
da banda: via de regra, tampdes contendo fons com mobilidade
semelhante a do soluto previnem distor¢des no perfil da banda
e minimizam o seu alargamento.

De forma geral, os sistemas tampdo sdo eficientes em um
intervalo de pH correspondente ao pK,, mais ou menos uma
unidade. Na tabela 1 foram selecionados os tampdes mais
comumente usados em eletroforese capilar e seus respectivos
pK,. Especialmente iteis para eletroforese capilar sio os tam-
poes bioldgicos, conhecidos como tampdes de Good (Tris/borato,
histidina, Caps, etc). Estes sistemas, em geral, possuem fons
grandes, de baixa mobilidade e podem ser usados em altas con-
centragdes, sem a desvantagem de gerar calor excessivo. Entre-
tanto, os tampdes de Good apresentam a inconveniéncia de ab-
sorver fortemente na regifo do UV,

Em capilares de silica fundida, o intervalo de pH adequa-
do para trabalho varia entre 2 e 11, mas em geral este inter-
valo é limitado pela estabilidade do soluto. A concentragio
das solugdes tampodes usadas em eletroforese capilar varia
tipicamente entre 5 € 200 mmol L', Na escolha da concentra-
¢do siio considerados vdrios efeitos. Altas concentragdes po-
dem comprometer a separaciio, pelo excesso de calor decor-
rente do efeito Joule. Baixas concentragbes podem aumentar
a tendéncia de adsorgdo de certos solutos na parede do capi-
lar e, portanto, ocasionar alargamento e distor¢do das bandas.
Adicionalmente, em baixas concentragdes, o fluxo eletroos-
motico pode se tornar errdtico, o que dificulta a
reprodutibilidade dos tempos de migraciio e conseqiientemen-
te prejudica a identificagdo inequivoca dos solutos.

A FSCE ¢ aplicdvel a uma grande variedade de solutos,
incluindo fons inorgénicos, compostos orginicos de baixa mas-
sa molecular ¢ biomoléculas com alguns milhares de daltons.
A figura | apresenta uma série de aplicacdes da eletroforese
capilar em solugfio livre, em sistemas tamponados comuns. Um
exemplo magistral do poder de resoluciio de FSCE € o apre-
sentado na figura 1B. Nesta aplicagiio, a separagiio dos diaste-
roisomeros de peptideos sintéticos, contendo 36 aminodcidos,
¢ demonstrada. Estes peptideos foram sintetizados de tal forma
que, dos 36 aminodcidos, 35 apresentam conformagiio L, e
apenas um apresenta conformagfio D, a qual € inativa biologi-
camente. A FSCE ¢ capaz de distinguir tais isdmeros, onde
uma pequena alterag@io estrutural ocasiona a variagiio da distri-
buigdo espacial de carga da molécula, e desta forma causa di-
ferengas de mobilidade. Outro exemplo, que demonstra a esco-
lIha adequada do sistema tampio, € o apresentado na separagéo
de agticares da figura |E. Além das caracteristicas tamponantes,

Tabela 1. Sistemas tampio comumente usados em eletroforese capilar.'*

Sistema Tampio pKa Sistema Tampio pK. Sistema Tampdo pK,
Fostato 2,12 Imidazol 7,00 HEPPSO 8,00
Citrato 3,06 MOPS 7,20 TRICINA 8,15
Formiato 3,75 Fosfato 7,21 Hidrocloreto de amido-glicina 8,20
Succinato 4,19 TES 7,50 Glicilglicina 8,25
Citrato 4,74 HEPES 7,55 - TRIS 8,30
Acetato 4,75 BICINA 8,35
Citrato 5,40 Morfolina 8,49
Succinato 5,57 Borato 9,24
MES 6,15 CHES 9,50
ADA 6,60 CHAPSO 9,60
BIS-TRIS propano 6,80 CAPS 10,40
PIPES 6,80 Fosfato 12,32
ACES 6,90

MOPSO 6,90

ACES: dcido 2-[(2-amino-2-oxoetil)amino] etanossulfonico; ADA: dcido N-{2-acetamido]-2-iminodiacético; BICINA: N,N-bis[2-
hidroxietil)amino] etanossulfénico; BIS-TRIS: 1,3,-bis[tris(hidroximetil]-metilamino] propano; CAPS: dcido 3-[ciclohexilamino]-
1-propanossulfonico; CHAPSO: sulfonato de 3-[(3-colamidopropil)-dimetilamdnio]-2-hidroxi-1-propano; CHES: 4cido 2-[N-
ciclohexilamino] etanossulténico; HEPES: &4cido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanossulfénico; HEPPSO: icido N-[2-
hidroxietilJpiperazina-N’-[2-hidroxi] propanossulfénico; MES: dcido 2-[N-morfolino] etanossulfdnico; MOPS: dcido 3-[N-morfolino]
propanossulfonico; MOPSO: 4cido 3-[N-morfolino]-2-hidroxi propanossulfénico; PIPES: piperazina-N,N’-bis-[4dcido
etanossulfonico]; TES: dcido N-tris[hidroximetil]lmetil-2-amino etanossulfénico; TRICINA: N-{2-hidroximetil)etil}-glicina; TRIS:
Tris(hidroximetil)amino metano.
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Figura 1. Aplicago. ne\ representativas de eletroforese capilar em solugdo livre. (A) Eletroferograma de sulfo-ftalocianinas de zinco em tampdo de
citrato 20 mmol L', pH 2,5; 630 nm (ref. 15); (B) Eletroferograma de peptideos diasteroisdmeros em tampdo de trletanulamma -fostato ( TEAP) 10
mmol L , pH 2,5; 200 nm (ref. 16, adaptado); (C) Eletroferograma de nucleotideos em tampdo de fosfato 2,4 mmol L e NaCl 5 mmol L , pH 10;
260 nm (ref. 17, adaptado); (D) Eletroferograma de adogantes sintéticos e conservantes em tampdo de borato 20 mmol L’ , pH 9.4; 192 nm (ref.
18, adaptudo); (E) Eletroferograma de oligo-sacarideos em tampdo de borato 175 mmol L, pH 10,5 (ref. 18, adaptado).

QUIMICA NOVA, 20(5) (1997) 495



o eletrdlito escolhido, borato, possui propriedades complexantes e
no caso, foi empregado para alterar a seletividade da separagdo.

Aditivos

Em FSCE ¢ bastante comum o uso de eletrélitos aditivados.
O uso de aditivos € indicado em quatro situagdes: para alterar a
mobilidade do soluto, modificar o fluxo eletroosmético,
solubilizar solutos ou compostos na matriz da amestra e reduzir
" a interagfio de certos solutos com a parede do capilar (minimizar
adsorgdo). Uma lista de vdrios aditivos e seus respectivos efei-
tos é apresentada na tabela 2.

Um dos exemplos mais interessantes da FSCE em eletrélitos
aditivados € a separagfio de cdtions inorganicos. A separacio de
cdtions € em geral uma prética dificil, em razdo das semelhangas
de raio ionico efetivo, que se refletem na similaridade da
condutincia equivalente e mobilidade. A figura 2 ilustra este pro-
blema, onde a conduténcia idnica equivalente de vérios grupos de
citions € apresentada em ordem ascendente. Pela observagéo dos
valores, conclui-se que a separagfio dos metais alcalinos e alcali-
nos terrosos € vidvel, enquanto que a separagio de vérios metais
de transi¢dio ¢ praticamente impossivel. Neste caso, € entdo acon-
selhdvel a incorporagiio de agentes complexantes ao eletrélito de
corrida (Figura 3A), visando uma alteragdo seletiva da mobilida-
de dos citions e, conseqiientemente, um ganho de resolucgo. Outro
recurso empregado na andlise de cdtions é o uso de um
complexante auxiliar, como um composto de insercio, cuja cavi-
dade discrimina solutos de diferentes tamanhos (Figura 3B). Em
ambos os casos, como todas as espécies complexas e metal livre
estio em equilibrio dindmico, o eletroferograma de um cétion
metalico complexado apresenta uma banda dnica. O tempo de
migracio desta banda pode ser alterado, se o equilibrio é deslo-
cado, em razdo da alteraciio da distribui¢iio total de carga. Na
prdtica, isto é feito pela modificagdo da concentragio do
complexante no eletrélito?.,

A andlise de cdtions é em geral realizada sob detec¢do
espectrofotométrica indireta, uma vez que a maioria dos cétions
metdlicos apresenta baixa absortividade na regido espectral de
trabalho (200 a 900 nm). Assim sendo, a absorbincia de um
cromdéforo catidnico (em geral um cloridrato de amina) é
monitorada no decorrer da anilise. Quando a banda do soluto
catidnico chega ao detector, o cdtion do croméforo é deslocado,
e o sinal de absorbincia decai, retornando a sua posigdo origi-
nal, assim que o soluto deixa o detector. A figura 4 apresenta
dois exemplos cldssicos de separagio de cdtions por FSCE em
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Figura 2. Condutdncia ionica equivalente dos metais do grupo I, 1l e
transi¢do (ref. 20, adaptado).
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Figura 3. Representagdo esquemdtica da migragdo de cdtions por ele-
troforese capilar na presenga de ugentes complexantes (A) e compostos
de inclusdo (B). Detalhe mostrando a superficie interna do capilar,
carregada negativamente, e a organizagdo da solugdo nas imediagies
da superficie. A composi¢do vetorial das velocidades eletroosmdtica
(Vom) € eletroforética (vy) resulta na velocidade aparente (v;) de migra-
¢do do soluto.
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Tabela 2. Aditivos de eletrélito comumente empregados em eletroforese capilar.

Aditivo Fungiio e/ou Efeito

Acidos sulfénicos
Aminas

Anfélitos
Ciclodextrinas

Eter coroa
Glicéis

Agentes de pareamento idnico e modificadores da carga superticial.
Bloqueiam sitios ativos na superficie do capilar. Reduzem adsorgéo e assimetria de pico.
Reduzem a interagiio soluto-capilar, melhoram a resolugiio e simetria de pico.

Usados nas separagGes quirais e como complexantes auxiliares na separagdo
de compostos neutros.

Usados nas separagdes quirais e como complexantes auxiliares na separacio de metais.
Reduzem a adsorgiio soluto-capilar, auxiliam na solubilidade de solutos organicos

e reduzem o fluxo eletroosmdtico.

Metais de transigio
Polimeros de celulose
Sais inorgénicos

Solventes orgénicos

Modificam a mobilidade de certos solutos, afetam a resolugdo.
Agentes moditicadores do fluxo eletroosmético.

Reduzem o fluxo eletroosmético, alteram a conformacio de proteinas e previnem
a adsorgdo soluto-capilar.

Aumentam a solubilidade de solutos orgénicos. Reduzem interagdo soluto-capilar.

Agentes modificadores do fluxo eletroosmético.

Tensoativos catibnicos
Uréia

Revertem o fluxo eletroosmético.
Aumenta a solubilidade das proteinas.
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Figura 4. Separagdo de cdtions por eletr nfole\c capilar cont aditivos.
(A) Eletrdlito: 4-metilbenzilaming 8 mmol L', dcido ldtico 15 mmol L
‘e metanal 5 %, pH 4,25 (ref. 22, adaptado); (B) Eletrilito: imidazol
5 mmol L’ ; dcido hidroxi-isobutirico 6,5 mmol L' e 18-crown-6 ether
1 mmol L, pH 4,5; 214 nm (ref. 23, aduptado).

eletrélitos aditivados. O sinal do detector foi invertido, para que
o eletroferograma apresente o seu registro convencional, com
picos voltados para cima. Na figura 4A, além do croméforo e do
complexante, foi empregado o solvente metanol a 5%, cujo efeito
provdvel € o de alterar o raio idnico efetivo de alguns cétions,
melhorando a seletividade da separagcdo. Na figura 4B, a conhe-
cida co-elui¢iio de potdssio e amonio pdde ser resolvida na pre-
sen¢a de um éter coroa, com 6 dtomos de oxigénio.

Agentes Modificadores da Superficie Capilar

Os capilares utilizados em eletroforese capilar sdo fabrica-
dos com silica fundida, uma forma pura de diéxido de silicio
amorfo. Este material confere aos capilares muitas proprieda-
des importantes, como dimensdes precisas, alta constante die-
létrica, baixa condutividade elétrica, alta condutividade térmi-
ca, resisténcia mecénica e particularmente, alta transmissio
6ptica para um intervalo aprecidvel do espectro (190 a 900
nm). Quimicamente, os capilares de sflica sdo caracterizados
pela presenga de vdrios grupos silanol (SiOH), os quais s#o
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fracamente icidos em cardter. Em contato com o meio aquoso,
alguns destes grupos dissociam, tornando a superficie negati-
vamente carregada. Os grupos silanol sio diretamente relacio-
nados com o fendmeno da eletroosmose'!!. Além disto, estes
oferecem sitios abundantes para interagﬁo couldmbica com
certos solutos, e portanto por vezes tém um efeito adverso na
qualidade da separagio e detecgdo final.

Virios procedimentos tém sido introduzidos para o controle
da densidade de carga na parede do capilar, visando tanto o
controle do fluxo eletroosmético quanto a eliminagio da inte-
ragdo soluto-capilar. O uso de capilares revestidos internamen-
te 6 uma pritica comum. Nestes capilares, os grupos silanol
sdo bloqueados quimicamente pela reagiio com ligantes polares
do tipo organosilanos (trimetilclorosilano, y-metacriloxipropil-
trimetoxisilano), entre outros. Este tipo de revestimento tem se
mostrado efetivo por um periodo de tempo limitado, devido a
hidrélise reversivel do oxigénio silil, particularmente em valo-
res altos de pH.

Talvez a maneira mais elegante de manipulagdo da carga
superficial do capilar é a desativagdo dinimica que decorre da
adsorgiio fisica de agentes tensoativos catidnicos, tais como os
alquil derivados dos sais quaterndrios de aménio. A escolha
adequada do tamanho da cadeia do tensoativo como sua con-
centragdo permite o controle direto da magnitude do fluxo ele-
troosmético e mesmo a sua inversio®*

A figura 5 ilustra as vantagens do controle de fluxo e pola-
ridade da fonte de alta tensio, dentro do contexto da migracéo
de anions. Considere a introdugio hidrodinimica' de uma amos-
tra contendo solutos anidnicos. A figura SA exemplifica a sepa-
ragdo sob fluxo eletroosmético (eof) normal, fluxo direcionado
ao catodo’, e polaridade positiva na extremidade do capilar onde
¢é feita a inje¢do de amostra. Este tipo de andlise somente é
possfvel no caso de dnions lentos (aromdticos, por exemplo),
cuja mobilidade ¢ menor que a mobilidade eletroosmdtica. Se
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os dnions sdo rdpidos ou moderadamente lentos (inorgénicos €
carboxilicos alifiticos de cadeia curta), eles deixam a coluna
assim que o campo elétrico € estabelecido e nunca atingem o
detector, cuja posigdo é fixa em um ponto no final da coluna. A
inversao da polaridade, figura 5B, torna vidvel a andlise de
anions rdpidos, no entanto, como estes migram em contra-fluxo,
o tempo de andlise pode ser consideravelmente longo. A situa-
¢do ideal para a andlise de qualquer anion, seja lento ou rdpido,
¢ a demonstrada pela figura 5C. A adsor¢do de tensoativos
catidnicos, seguida pela interagéo por dispersdo entre as caudas
(forcas de London), permite o estabelecimento de uma estrutura
bidimensional (semi-micelas) na superficie, onde as cabegas
positivas do tensoativo estdo voltadas para a solugio. Desta
forma, uma dupla camada elétrica constituida de anions é entdo
organizada na interface superficie-solugo. Sob agio de um cam-
po elétrico, uma parte dos dnions presentes na camada difusa
sofre migragio em dire¢do do anodo. Esta migracfio ¢ estendida
a outras camadas da solugdo, e a solugiio como um todo migra
na diregiio do anodo, processo conhecido na literatura de anions
como fluxo eletroosmético invertido®®. Uma tltima possibilida-
de de anilise, que também se aplica a anions de qualquer natu-
reza € a representada pela figura 5D. Nesta situagdo, a separa-
¢do é conduzida sob fluxo suprimido, em capilares especiais,
com revestimento interno. Entretanto, comparativamente a and-
lise sob fluxo invertido, o tempo de elui¢cdo € bastante longo.

A anilise por FSCE de énions inorganicos ou orgénicos de
baixa massa molecular, assim como a de citions, € também re-
alizada sob detecgdo indireta. Neste caso, um cromdéforo
anidnico, cuja absorbancia € monitorada continuamente, é esco-
lhido como eletrélito de corrida. A escolha do eletrélito e
otimizagiio das condigdes de andlise é fungdo do tipo de anion
a separar, se ripido ou lento?. A figura 6 ilustra vérias possibi-
lidades para a separagiio de dnions: a figura 6A demonstra a
separagdo de dnions lentos, em eletrdlitos ndo aditivados e sob
fluxo normal (capilares comuns), enquanto que a Figura 6B
demonstra a separagiio de dnions rdpidos, moderadamente lentos
e lentos, sob eletrdlito aditivado com tensoativo catidnico e flu-
xo invertido. A figura 6B ilustra muitas das propriedades
marcantes da eletroforese capilar: alta eficiéncia e poder de re-
solug@o, anilises ripidas e grande capacidade de picos (36
solutos em 3 minutos). A figura 6C apresenta uma separagio de
anions realizada com eletrdlitos nio aditivados € em colunas
especiais, onde os grupos silanol da superficie foram bloquea-
dos e, portanto, o fluxo eletroosmético estd inibido. Neste caso,
a separagdo ocorre exclusivamente devido a diferencas intrinse-
cas de mobilidade eletroforética dos anions.

Um aspecto interessante da separag@o de anions, observdvel
nos eletroferogramas da figura 6C, ¢ o efeito do tipo do eletrélito
sobre a simetria final da banda. Sempre que a mobilidade do
anion do eletrélito aproxima-se da mobilidade do anion do soluto,
a banda ¢é simétrica. Discrepancias de mobilidade geram bandas
distorcidas, que apresentam cauda (tailing) ou cauda frontal
(fronting), caso a mobilidade do anion do eletrdlito seja muito
maior ou muito menor que a mobilidade do dnion do soluto, res-
pectivamente. A figura 7 ilustra as situagdes de simetria (Ls =
Hp) e assimetria (A # up) de pico, onde [ € a mobilidade do
soluto anidnico e up é a mobilidade do anion do eletrélito. A
distribuigiio espacial das moléculas é assimétrica quando a pre-
senga da banda gera distor¢des locais do campo elétrico, E. No
caso Ua < Mg: as moléculas do soluto que estio posicionadas na
interface BA, ao difundirem para a regido B, sofrem uma dimi-
nuigio de velocidade (Eg < Ea), € com o tempo tendem a afastar-
se do centro da banda. Se as moléculas pertencem 2 interface AB,
a difusdio para a regiio B também causa retardamento, mas com
o tempo, o centro da banda as alcanga. No caso pa > Hg, a situ-
acdo é invertida: moléculas na interface BA ao penetrarem a re-
gido B sdo aceleradas (Eg > E4) e retornam ao centro da banda,
enquanto que moléculas na interface AB ao serem aceleradas na
regido B, afastam-se do centro da banda.
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Figura 6. Separag¢do de dnions por eletroforese capilar. (A) Fluxo
eletroosmdtico normal: tampdo de borato 20 mmol L, pH 9,55; 200nm
(ref. 26, adaptado); (B) Fluxo eletroosmdtico invertido: cromato 5 mmol
L e OFM anion-BT™ 0,4 mmol L' (Waters, tensoativo cationico), pH
8 (ref. 27, adaptado); (C) Com supressdo de fluxo. Coluna DB, (Perkin-
Elmer; filme de 0,05 um de espessura, fuse C;) (ref. 28, aduptado).

1.2. Eletrocromatografia Micelar

A limitagio primdria dos métodos eletroforéticos em solu-
¢do livre é a impossibilidade de separar compostos neutros, a
menos que existam diferengas significativas de massa molecu-
lar. Em geral, compostos neutros migram no capilar por agio
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Figura 7. Representagdo esquemdtica da simetria de pico em fungdo da
similaridade das mobilidade do dnion do soluto e eletrilito.

exclusiva do fluxo eletroosmético’, ndo havendo discriminagdo
espacial e/ou temporal dos solutos na chegada ao detector. Em
1984, S. Terabe e colaboradores? introduziram uma versdo
modificada da eletroforese capilar, a eletrocromatografia mice-
lar ou cromatografia eletrocinética micelar (micellar electroki-
netic capillary chromatography, MECC, ou micellar electroki-
netic chromatography, MEKC). Nesta nova versdo, agentes
tensoativos idnicos, em condigbes apropriadas a formacgdo de
micelas, sfo adicionados ao eletrélito de corrida, proporcio-
nando assim um sistema cromatogrifico de duas fases. O ele-
trélito representa a fase primdria, a qual é transportada ele-
troosmoticamente sob acdo do campo elétrico, enquanto que as
micelas representam a fase secunddria, ou pseudo-estaciondria,
a qual é transportada por uma combinagio de eletroforese e
eletroosmose. A partigz‘xo diferenciada de solutos neutros entre
estas duas fases é responsdvel pela seletividade da separagio.
Problemas de co-eluigdo em MECC sdo em parte solucionados
pela adi¢iio de uma fase complexante auxiliar. Toda uma clas-
se de separagdes que faz uso de ciclodextrinas de diferentes
tamanhos pertence a esta categoria, e vem sendo referida como
MECC-CD. Sendo neutras, as ciclodextrinas migram com a
velocidade eletroosmética. A parti¢iio diferenciada de solutos
entre a micela e a cavidade da ciclodextrina produz a seletivi-
dade extra requerida. A figura 8 esquematiza os principais
mecanismos de transporte da eletrocromatografia em fase
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Figura 8. Representagdo esquendtica da migragdo de solutos neutros
por eletrocromatografia em fase micelar anidnica (A) e na presenca de
uma fuase auxiliar (B). Detalhe mostrando monomeros e micelas de SDS,
ciclodextrina e a interagdo de diversos solutos neutros com ambas as
Juses. Um soluto ndo-retido pela micela migra com a velocidade do
fluxo eletroosmético, vy, A velocidade eletroforética da micela é v,y
enquanto que sua velocidade aparente final é vy.
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micelar e na presenga de ciclodextrinas. Muito embora a ele-
trocromatografia micelar tenha sido idealizada para separar
solutos neutros, ela pode também auxiliar a separagiio_de com-
postos idnicos, e tem sido amplamente empregada como tal®,

Agentes Tensoativos

Agentes tensoativos sdo compostos anfifilicos, /. ¢., contém
na mesma molecula grupamentos com cardter hidrofébico e
hidrofilico®'. Compostos com estas caracteristicas podem ser
anidnicos, catlomcos, anfotéricos, ou ainda neutros, sem carga
aparente, como moléculas com grupos fortemente polares. Em
geral, o tensoativo contém um grupo polar e/ou idnico como
cabega ligado a uma cauda apolar, por exemplo, uma cadeia
alifitica, constituindo o mondmero. Em condi¢tes apropriadas,
mondmeros podem agregar-se para formar entidades de tama-
nho coloidal, como vesiculas e micelas.

Micelas sdo agregados organizados, de forma essencialmente
estérica, em que a cauda hidrofébica do mondmero é direcionada
para o centro da cavidade e a cabeca € orientada em diregdo a
solucdo, definindo assim uma superficie. A natureza da micela,
assim como o processo de micelizagdo sdo rigorosamente de-
pendentes das condi¢bes experimentais, tais como temperatura,
tipo do solvente, etc. Micelas sdo formadas rapidamente quando
a concentragiio de surfactante excede um valor especifico, co-
nhecido como concentragdo micelar critica (CMC), e existem
em equilibrio dindmico com o mondmero:

MONOMERO

onde N € definido como o nimero de agrega¢io, representando
o niimero médio de mondmeros agregados. Na tabela 3 foram
selecionados os surfactantes mais comumente empregados em
MECC e seus respectivos nimero de agregagio e concentragio
micelar critica.

Os agentes tensoativos que apresentam altos valores de CMC
sdo inadequados para MECC, pois as micelas formadas coexis-
tem com grandes quantidades de mondmero livre, o que repre-
senta uma sobrecarga térmica (aumento de calor a ser dissipa-
do pelo capilar). Entre os eletrélitos estudados para eletrocro-
matografia micelar até a presente data, os sistemas que for-
mam micelas cuja migragio eletroforética se opde ao fluxo
eletroosmético, embora apresentem mobilidade menor, sio os
que tém produzido melhores desempenhos. Exemplo tipico é o
dodecilsulfato de sédio (SDS). Assim, tanto a solugiio como as
micelas migram no mesmo sentide, embora com velocidades
diferentes (Figura 8A).

A associacdo diferenciada entre os diversos solutos e a fase
micelar é obviamente um requisito bésico para o sucesso da
separagdo. Dependendo da natureza do sistema, a incorporagdo
do soluto pela micela pode envolver diferentes regides da
micela, e pode ocorrer por uma série de mecanismos. Solutos
ndo-polares, ou moderadamente polares se associam ao niicleo
hidrofébico da micela, através de interagdes dispersivas do tipo
dipolo induzido-dipolo induzido, enquanto que solutos polares
se associam 2 superficie da micela, através de interagdes do
tipo dipolo-dipolo ou fon-dipolo com os grupos polares (ou
idnicos) da cabega do tensoativo. Fortes interagdes couldmbicas
(atrativas ou repulsivas) podem resultar quando o soluto apre-
senta carga. Solutos anfifilicos tendem a se alinhar com a
micela, de forma a interagir dispersivamente com o niicleo
hidrofdébico e eletrostaticamente com a cabega do tensoativo.
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Tabela 3. Concentragiio micelar critica (CMC) e nimero de agregacdo (N) para tensoativos de uso comum em eletrocromatografia micelar.”!

Agente Tensoativo Estrutura/Férmula CMC N

(abreviagio) (mmo! LY

Anidnico:

Dodecil sulfato de sédio (SDS) C2H,50S03'Na* 8,1 62

Octil sulfato de sdédio (SOS) CgH,;0S0; Na* 136 20

Cationico:

Cloreto de hexadecil-trimetil-am6nio (CTAC) CcH33N*(CH3y); CI 1,3 78

Brometo de dodecil-trimetil-am6nio (DTAB) C2HasN*(CH3); Br 15 50

Anfotérico:

N-dodecil sultaina (SB-12) C2H,5(CH3),N*CH,CH,CH,SO5 1,2 —_

Nao-idnico:

Polioxietileno-t-octilfenol (Triton X-100) (CH3)3CCH,C(CH3),CgHy 0,2 143
(OCH,CHa,)y sOH

Bile:

Deoxicolato de sédio (NADC) OH COC Na* 6,4 14

HO

A extensiio com que a associagio soluto/micela ocorre deter-
mina a ordem de elui¢cdo dos solutos.

Vantagens e Limitagoes

A MECC oferece vdrias vantagens em relacgiio a outras téc-
nicas alternativas de separagdo. A instrumentaciio bdsica € idén-
tica 2 empregada em eletroforese de zona em solugio livre!, no
entanto a MECC é mais versitil. Em MECC, diferencas de
mobilidade eletroforética podem ser exploradas para separar
solutos idnicos, a0 mesmo tempo que, diferengas de distribuicdo
entre a fase micelar e o eletrélito podem ser usadas para separar
solutos neutros. A MECC apresenta uma eficiéncia muito mai-
or, quando comparada as técnicas cromatogrificas similares
(pareamento idnico, por exemplo), em decorréncia das caracte-
risticas inerentes ao fluxo eletroosmético, particularmente do
caréter linear do perfil radial da velocidade'. Além disso, a
unitformidade das micelas, em termos de distribui¢do de tama-
nho, minimiza os problemas associados com a resisténcia a trans-
feréncia de massa (vide préxima segio).

Apesar de ser uma técnica eletroforética com extensa vari-
edade de aplicagdes, a MECC apresenta algumas limitagdes de
ordem prética e tedrica. Em eletrocromatografia micelar, a ra-
zdio entre o volume das fases (Vmicela/Volugio) € relativamente
grande: uma solugio 0,5 mo! L' de dodecilsulfato de sédio,
por exemplo, apresenta uma razio de fases maior que 0,01.
Este fator, considerando que micelas séo instdveis em solucdes
aquosas contendo altos teores de solventes orginicos, em ge-
ral, impossibilita o uso de MECC para solutos com forte cara-
ter apolar. Nestas condi¢des, tais solutos sio completamente
retidos pela micela, e portanto, niio sfio diferenciados quando
atingem o detector. Além disso, em razio da velocidade e do
volume efetivo das micelas dependerem criticamente das con-
dicdes da separagio, a reprodutibilidade do tempo de eluicdo
exige um controle cuidadoso das condi¢bes experimentais.
Comparativamente a outras técnicas eletroforéticas, a MECC
possui uma baixa capacidade de picos, o que limita seu uso a
misturas ndo muito complexas. Esta caracteristica estd direta-
mente relacionada ao fato de que em MECC, a fase secunddria
(micelas) estd em movimento e, conseqilentemente, todos os
solutos, mesmo os totalmente retidos pela micela, sdo eluidos.
Isto limita o tempo em que a separagiio deve ocorrer a um
intervalo caracteristico. De acordo com a figura 9, os solutos
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s6 podem eluir entre os tempos ty (soluto ndo-retido pela
micela, ou simplesmente um soluto neutro, que migra apenas
por agiio do fluxo eletroosmdtico), e ty (tempo de migragdo da
micela). Assim, o fator ty/ty expressa convenientemente o in-
tervalo util de separagio em MECC.

INTERVALO UTIL

Solutos parcialmente

Soluto ; .
. retidos Micela
nao-retido ~ 2
I
[
I T I T 1 >
bbby Y tw
TEMPO

Figura 9. Intervalo caracteristico de elui¢do em eletrocromatografia
micelar.

Equacdes Fundamentais

Em decorréncia do intervalo limitado de tempos de eluigdo,
as equacdes fundamentais da cromatografia nio sdo estritamen-
te aplicdveis a eletrocromatografia micelar. Em eletrocromato-
grafia, o fator de capacidade de um soluto (quantidade de soluto

presente na fase estaciondria em relagdo A presente na fase
mével), k', é expresso como:

g — 5
to (I - tg 1) )

il

onde tg é o tempo de reten¢iio do soluto. Note que, quando ty
tende ao infinito, o termo entre parénteses se aproxima da unidade
€ a expressao (5) se torna idéntica 4 da cromatogratia. O célculo do
fator de capacidade de um determinado soluto depende do conhe-
cimento de ty ¢ tm. A avaliacio de ) envolve a determinagdo do
tempo de migracio de um soluto neutro, nio-retido pela micela:
metanol, acetona ou formamida sfio, em geral, selecionados para

QUIMICA NOVA, 20(5) (1997)



esta finalidade. Jd para a medida de ty, se faz necessdrio deter-
minar o tempo de migraciio de um soluto permanentemente re-
tido no interior da micela: Sudan IIl, um corante solivel em
dgua, tem sido bastante utilizado como soluto de prova.

O intervalo limitado dos tempos de elui¢cio em MECC tam-
bém altera a expressdo para a resolugdo:

(N (a-1 K, 1 -ty /1y
R’”_[ 4 )( o )(l+k‘2J[l+(t(,/tM)k‘, (©)

onde N é o niimero de pratos, k'; e k'; sfio os fatores de capa-
cidade para dois solutos eluindo adjacentemente e o é o fator de
seletividade, definido pela razdo:

o= e Q]

Novamente, quando o valor de ty tende ao infinito, o dltimo
termo da expressio (6) se aproxima da unidade, e a expresséo
da resolugiio é simplificada para aquela convencionalmente de-
finida em separagGes cromatograficas.

Em cromatografia, a resolugiio aumenta com o aumento do
fator de capacidade. Em MECC entretanto, a relagiio entre Rs e k'
ndo € intuitiva, devido ao iltimo termo da equagio (6), que de
fato, diminui com o aumento de k'. A resolugio passa por um
mdximo, para valores de k' entre | e 5. O valor étimo depende do
intervalo de elui¢io. Quando a velocidade de migragio da micela
e a velocidade eletroosmoética tém magnitudes aproximadas, mas
direcdes opostas, o intervalo de elui¢io pode ser estendido e o
valor 6timo de k' aumentado. No entanto, sob estas condigdes, a
reprodutibilidade dos tempos de elui¢do pode ser comprometida.

Em geral, a reducio dos valores de k' dos ultimos componen-
tes da mistura é necessdria para melhorar a resolu¢do. Um au-
mento de ty relativo a tg € suficiente para diminuir k'. O tempo
de elui¢do da fase micelar € determinado pela velocidade aparen-
te da micela, vy, que por sua vez, € a soma vetorial das veloci-
dade eletroosmotica, v,.m, € eletrotorética da micela, v um:

VM = Vogm + VeM ®)
£€y¢
ww =-—— F
V".\"’ ’7 (9)
ZEE(ICIH
Vem = 3—nf(Kfl) E (10)

onde { ¢ o potencial zeta' da superticie capilar, &m é o poten-
cial zeta da superticie micelar, f (xa) € uma fungdo do tama-
nho e forma da micela, €& ¢ a permitividade do vdcuo, € e n
sdo, respectivamente, a constante dielétrica e viscosidade do
meio, e E € o campo elétrico. Em condigdes de rotina (micela
anidnica, pH > 5), vy é maior que v¢ym. Desta forma, uma
diminui¢do do potencial zeta do capilar ird reduzir tanto Vg
quanto vy. Isto produz o efeito desejado de aumento de ty
relative a tg. Além disto, desde que o fator ty/ty diminui, o
valor de resolugdo Stima aumenta, deslocando-se para valores
maiores de k'. Estratégias para a diminui¢io do potencial zeta
do capilar, e conseqiientemente do fluxo eletroosmético, j4
foram discutidas previamente, quais sejam, revestimento do
capilar (silanizagdo, etc), assim como alteragdo das proprieda-
de fisico-quimicas da solugdo (pH, forga idnica, viscosidade e
constante dielétrica).

O fator de capacidade de um soluto é o produto do coefici-
ente de parti¢llo, K, e a razdo entre as fases, B (razio entre os
volumes da fase estaciondria e fase mével):

k=pK )
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Em cromatografia liquida de fase reversa, a incorporagfio de
solventes na fase mdvel afeta os valores de k', pois altera o
coeficiente de particio. Em MECC, a situacdio é complicada pelo
fato de que os solventes orginicos afetam ndo s6 K, mas tam-
bém P. Solventes organicos alteram a concentragio critica da
micela (CMC) e, portanto, o volume micelar. Além disso, a
adigdo de solventes orgiinicos altera a viscosidade e a constante
dielétrica da fase mével e, conseqiientemente, o potencial zeta
do capilar, resultando na variacdio da velocidade eletroosmdtica.
Metanol, isopropanol e acetonitrila sdo alguns dos solventes
testados para a extensdo do intervalo de tempos de elui¢io. Em
geral, a reducdo do fator capacidade dos solutos que eluem por
ultimo € conseguida as custas de longos tempos de andlise.

Em MECC, a capacidade de picos (n) é dada pela seguin-
te expressao:

N2
In 2 (12)
4

n=1+

onde t, é o tempo de retencgdo do n-simo componente, no caso
ty = tm, € t; é o tempo de retengiio do primeiro componente a
eluir do capilar, t; = top.

Em geral, se nenhum procedimento ¢ usado para estender o
intervalo de elui¢do, o fator ty/ty varia entre 0,2 ¢ 0,5 (valores
tipicos obtidos em solugdes de SDS tamponadas com fosfato e
borato). Assumindo um fator ty/ty = 0,3 ¢ N = 10°, o niimero
maximo de solutos que podem ser separados em uma tnica
corrida € de aproximadamente 100. Considerando neste exem-
plo, que a eficiéncia da separagio ¢ bastante elevada (10° pra-
tos), 100 solutos € um nimero muito menor do que poderia ser
separado em outras técnicas correlatas, que nio exibem esta li-
mitacdo do intervalo de eluigio.

Causas de Alargamento de Bandas

Além das causas convencionais discutidas anteriormente para
eletroforese de zona' existem algumas particularidades em
MECC, como também processos distintos, que contribuem para
a dispersdo das zonas. Por exemplo, foi demonstrado que a
varidncia da zona resultante de difusdo longitudinal é proporci-
onal ao coeficiente de difusdo do soluto ¢ ao tempo de migra-
¢do. Em MECC, esta contribui¢do depende niio somente da di-
fusdo do soluto na fase mével, como também de sua difusio na
fase micelar. Adicionalmente, os solutos que apresentam altos
valores de k' despendem muito tempo no interior da micela, que
por sua vez migra lentamente. Assim sendo, tais solutos reque-
rem mais tempo para eluir do capilar e as bandas sio mais vul-
nerdveis ao alargamento gerado por difusio.

Micelas sdio estruturas dindmicas e, por conseguinte, estdo
sujeitas a polidispersdo: variagio de tamanho com o tempo, em
decorréncia do equilibrio de troca entre 0 mondémero e o N-mero.
A polidispersdo micelar gera uma distribuigio relativa de massas
moleculares ou tamanhos e, portanto, é um tator importante a
considerar na escolha de uma fase pseudo-estaciondria para
MECC. A mobilidade eletroforética da micela é determinada por
fatores como tamanho e forma (termo f (xa) da equagdo (10), os
quais, por sua vez, dependem do niimero de agregagio, N. Agen-
tes tensoativos, que inerentemente geram micelas em um amplo
intervalo de tamanhos e formas, podem nfio ser adequados para
MECC. Solutos interagindo com micelas de diferentes tamanhos
exibem um amplo intervalo de velocidades de migragfio e podem
produzir bandas largas. Um aumento da concentragio do
tensoativo, assim como um aumento de temperatura, podem con-
tribuir para acelerar o processo de troca entre micela e mondmero,
melhorando a eficiéncia da separagio.

Efeitos adversos relacionados com a resisténcia 2 transfe-
réncia de massa entre as fases pseudo-estaciondria e mével
também podem ocorrer em MECC. Em geral, baixas voltagens
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e altos coeficientes de difusdo do soluto minimizam estes efei-
tos. A contribui¢do da resisténcia a transferéncia de massa na
fase pseudo-estaciondria é em geral de pequena magnitude para
solutos ndo-polares, em decorréncia do tamanho das micelas
(= 40 Angstrons para SDS) e da cinética rdpida da interagdo
soluto/micela. No entanto, devido a natureza das forgas envol-
vidas, o processo de parti¢io entre solutos polares ou i6nicos
e a micela pode apresentar uma cinética lenta, e causar o alar-
gamento das bandas.

Resisténcia a transferéncia de massa na fase mével envolve
dois processos distintos: difusdo intermicelar e intracoluna. O
efeito intermicelar ocorre porque a difusiio do soluto entre as
micelas € um processo lento. Este processo ¢ andlogo ao que
ocorre em colunas empacotadas usadas em cromatografia a li-
quido, onde a difusdo rdpida do soluto entre as particulas do
recheio € de extrema importincia. Mesmo em concentragdes mo-
deradas de tensoativo, a distncia entre as micelas é extrema-
mente pequena, dificultando a passagem do soluto. No entanto,
verifica-se em MECC, uma menor resisténcia a transferéncia de
massa na fase mével quando comparada a cromatografia a liqui-
do em colunas empacotadas. As micelas constituem uma fase
secundiria mais uniforme e homogeneamente dispersa (devido
a repulsdo couldombica entre as micelas) e tém dimensdes meno-
res que as particulas usadas nas colunas empacotadas. Devido &
quase perfeita distribuicio de micelas e sua natureza fluidica,
diferengas de percurso na migragfio dos solutos sido praticamen-
te eliminadas, explicando-se assim a maior efici€ncia obtida nas
separagdes por MECC.,

Em cromatografia, a resisténcia a transferéncia de massa
intracoluna é conseqiiéncia do perfil de velocidade parabélico
da fase mével. Moléculas do soluto localizadas no centro da
coluna movem-se mais rapidamente que as moléculas préximas
a parede. Um efeito semelhante ocorre em colunas empacota-
das, no qual as moléculas localizadas entre as particulas do re-
cheio experimentam um fluxo parabdlico local. Em MECC, a
lenta transferéncia de massa intracoluna ird contribuir para o
alargamento das bandas somente se existir um gradiente de ve-
locidade radial no capilar. Tais gradientes podem ser originados
por efeitos térmicos apenas, ji que a natureza do fluxo
eletroosmético, constincia do perfil radial da velocidade,
minimiza esta fonte de dispersio.

Aplicacbes

A figura 10 apresenta uma série de aplicagdes representati-
vas de MECC, exemplificando a separagiio de drogas de uso
farmacgutico e compostos de interesse ambiental. Vdrios
aditivos que encontram aplicagéo pritica em eletrocromatogra-
fia micelar estio compilados na tabela 4. O surfactante mais
comumente empregado em separagdes micelares ¢ sem diivida,
o dodecil sultato de sédio (Figura 10 A, C e D). Misturas de
tensoativos podem ser empregadas para gerar micelas mistas.
Surfactantes ndo-id6nicos, como Brij-35 ou Triton X-100, po-
dem ser usados para diminuir a carga efetiva do SDS. Como
resultado, € possivel modular o tempo de andlise pela escolha
da concentragio do surfactante ndo-i6nico, sem recorrer a um
aumento de campo elétrico. Outros surfactantes sio escolhidos

tendo em vista determinados efeitos. Um exemplo relevante € o
uso dos sais de bile. A estrutura molecular destes agregados
difere grandemente da proporcionada pelos surfactantes de ca-
deia alitatica longa. Além de apresentarem uma cavidade menos
hidrofébica que as de SDS, o que € particularmente interessante
para a separacio de solutos fortemente apolares, as micelas de
sais de bile sdo liteis nas separacdes quirais. A separacio de
corticoesterdides em micelas de sais de bile € apresentada na
figura 10B. Um exemplo importante do poder de resolugdo ob-
tido pelo uso de ciclodextrinas € ilustrado pela figura 10D, que
mostra a separagio MECC-CD de hidrocarbonetos aromdticos
polinucleares (PAH), compostos de grande impacto ambiental.

1.3. Eletroforese Capilar em Gel

A eletroforese capilar em gel (capillary gel electrophoresis,
CGE) tem sido extensivamente utilizada na separaciio de com-
postos de cardter idnico e alta massa molecular*¥, Neste tipo de
eletroforese, os solutos migram através de uma estrutura
polimérica, sendo mais ou menos impedidos em seu percurso,
de acordo com o seu tamanho, processo este conhecido como
peneiramento (Figura 11). Macromoléculas, tais como oligonu-
cleotideos, fragmentos de DNA e proteinas de alta massa
molecular, nio podem, de fato, ser separadas sem este tipo de
matriz. Nestas moléculas, a razio entre a massa ¢ a carga (m/z)
ndo varia com o aumento da massa molecular. Sendo assim, a
mobilidade permanece a mesma, niio havendo discriminagéo
temporal e/ou espacial dos oligdmeros em um sistema de eletro-
forese em solugdo livre. A restrigciio seletiva na passagem de
moléculas de diferentes tamanhos pela matriz polimérica é por-
tanto condi¢iio necesséria para a separagiio ocorrer.

Géis sdo estruturas porosas, em que um componente fluido é
imobilizado numa rede polimérica. As cadeias de um polimero
podem ser interligadas por processos fisico-quimicos (liga¢Ges
covalentes, interagdes de Van de Waals) definindo os géis qui-
micos, e/ou emaranhadas mecanicamente (géis fisicos ou
polimeros enovelados). Numa classificagdo mais rigorosa, os
géis quimicos sfo compostos apenas de particulas coloidais
liofilicas, e.g. poliacrilamida, enquanto que os coldides liofébi-
cos sdo melhor designados como séis, e.g. agarose. A distincia
média entre as ligagdes, distribuicdo dos pontos de ligagio e
contetido liquido governam o tamanho e a distribui¢do dos po-
ros no gel. Uma vez formados, os géis sio estruturas delicadas,
sujeitas a mudangas de morfologia pela a¢fio da temperatura,
pH, forca i6nica e concentragiio do meio. Portanto, as condigdes
em que um gel é preparado e manipulado devem ser rigorosa-
mente controladas, pois afetam ndo s6 a diferenciagfio de molé-
culas com diferentes massas moleculares, como também a con-
sisténcia dos resultados analiticos. ]

Tradicionalmente, os géis empregados em eletroforese de
placa (slab gel) eram produzidos in situ pela polimerizagio de
poliacrilamida com um agente apropriado, ou pela gelatinizagdo
de uma solugiio aquecida de agarose, em meio tamponado. Estes
géis eram entdo moldados em blocos de aproximadamente 0,2 a
5 mm de espessura ou colocados em tubos com 0,5 a 10 mm de
didmetro. Durante a eletroforese, os solutos eram separados em
bandas, sendo que moléculas pequenas percorriam distincias

Tabela 4. Aditivos de eletrélito comumente empregados em eletrocromatografia micelar.

Aditivo Fungdo e/ou Efeito

Ciclodextrinas
Sais de Bile
Solventes Organicos
Surfactantes nfdo-idnicos
Uréia

do intervalo de eluigdo.

Fase complexante auxiliar. Empregadas nas separagdes quirais.

Cavidade micelar moderadamente hidrofébica. Empregados nas separagdes quirais.
Ajuste do coeficiente de parti¢gdo do soluto. Alteragiio da seletividade.

Formaciio de micelas mistas. Promovem separagdes mais rdpidas.

Solubilizago de proteinas, DNA, hidrocarbonetos e aminodcidos. Propicia o aumento
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Figura 10. Aplicagies representativas da eletrocromatografia micelar. (A) Eletroferograma de vitaminas em tampdo de borato 50 mmol L, NaCl
20 mmol L' e SDS 50 mmol L', pH 9,1; 200 nm; ref. 32, adaptado; (B) Eletroferograma de corticoesteriides em tampdo de borato 100 mmol L
" em presenga de um sal de bile (colato) 100 mmol L, pH 8,45; 254 nm; ref. 33, adaptado); (C) Eletroferograma de pesticidas em tampdo de fosfato
12 mmol L, borato 8 mmol L' e SDS 100 mmol L™, pH 89; ref. 34, aduptado; (D) Eletroferograma de hidrocarbonetos aromdticos policiclicos
em tampdo de borato 100 mmol L', uréia 20 mmol L’ y-ciclodextrina 20 mmol L' ¢ $DS 100 mmol L, pH 9; ref. 35, adaptado.

DETECGAO INJEGAO

1

Figura 11. Representagdo esquenditica da migragdo de solutos de mobilidade
semelhante em uma matriz porosa na auséncia de fluxo eletroosmético.

maiores. Apés a separagiio, as bandas eram visualizadas atra-
vés de técnicas de tingimento.
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No formato capilar, a eletroforese em gel taz uso de polimeros
lineares (poliacrilamida, metilcelulose, derivados de celulose
hidroxilada, polivinildlcool, dextran), polimeros com ligagdes cru-
zadas, do tipo covalente (poliacrilamida, bis-acrilamida) ou pon-
tes de hidrogénio (agarose) e polimeros enovelados (6xido de
polietileno). Apesar do uso indiscriminado de géis de
poliacrilamida, é importante observar que na prdtica, tais géis
exibem como inconveniente, a instabilidade hidrolitica. Por esta
razdo, o uso destes géis € limitado a intervalos restritos de pH,
e mesmo em pH relativamente moderados, a hidrélise ocorre,
limitando a vida itil do capilar.

A implementagdo da tecnologia para fabricag@o de capilares
preenchidos com gel confrontou-se com vdrios problemas. Pri-
meiramente, ocorria o fendmeno de encolhimento do polimero
durante o processo de fabricacdo no interior do capilar, o que
gerava rupturas na estrutura final do gel. Estas rupturas estrutu-
rais formavam bolhas de ar, que eventualmente causavam inter-
rup¢do da corrente elétrica durante a eletroforese. Outro aspecto
relacionava-se com o uso de altas voltagens. Nestas condigdes,
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o fluxo eletroosmético era suficientemente forte para arrastar o
gel para fora do capilar. Por este motivo, o uso de agarose na
fabricagdo de capilares foi logo descartado, porque além do
baixo ponto de fusdo, agarose contém grupos ionizdveis, capa-
zes de gerar fluxo eletroosmético.

Em 1987, B. L. Karger ¢ A. S. Cohen*™¥ apresentaram so-
lugdes para ambos os problemas, descrevendo, em duas paten-
tes, a fabricagfio detalthada de capilares preenchidos com gel. O
método de Karger e Cohen consiste num pré-tratamento do ca-
pilar com o reagente 3-metacriloxi-propil-trimetoxi-silano. Este
reagente tem dupla finalidade: elimina o fluxo eletroosmético
através de uma ligagiio covalente com os grupos silanol da su-
perficie capilar e evita a extrusdo do gel durante operagio do
sistema, através da ligagio covalente com o gel a ser formado
na etapa seguinte. O capilar € entdo preenchido com uma solu-
¢do tamponada do mondémero (acrilamida e N,N-metilenobisa-
crilamida), catalisador (persulfato de amoénio) e N,N,N’,N’-
tetrametiletilenodiamina. As extremidades do capilar sio imersas
em solugdo tampio e a polimerizacdo do gel ocorre in situ,
ap6s algumas horas. Outras variagdes deste procedimento de
polimerizacéio e revestimento do capilar foram desenvolvidas
posteriormente. E interessante mencionar um procedimento que
envolve a aplicagdo de pressdo para comprimir a solugéo
polimerizante dentro do capilar e evitar a formacio de bolhas e
fraturas na estrutura polimérica final*,

De forma geral, os capilares empregados em eletroforese com
gel estdo limitados a didmetros de 50 a 100 um e comprimentos
de 15 a 40 cm. A introdugiio de amostra ¢ feita exclusivamente
pelo método eletrocinético! e o uso de um padrio interno é re-
comendivel durante andlise. A restri¢do de didmetro é devida a
aspectos praticos da fabrica¢io dos capilares contendo gel. O
comprimento do capilar é escolhido em fungiio da concentracéo
do polimero. Um aumento da concentragio do polimero permite
o uso de capilares mais curtos. No entanto, esta pritica diminui
o intervalo efetivo para a separagdo ocorrer. Numa placa de gel,
os solutos percorrem uma distincia caracteristica, inversamente
proporcional a massa molecular, em um tempo pré-estabelecido.
Contrariamente, em um capilar, todos os solutos devem percor-
rer uma distincia fixa, para efeito de detecciio, e espera-se que
isto ocorra em tempos distintos. Desta forma, se a velocidade
dos solutos ¢ diminuida pelo aumento da resisténcia do gel, o
tempo de andlise pode se tornar inconvenientemente longo. Por
outro lado, se o comprimento do capilar é diminuido considera-
velmente, os solutos podem atingir o detector sem que a separa-
¢do tenha ocorrido.

Conforme discutido anteriormente, uma das principais van-
tagens de realizar separagdes eletroforéticas em um capilar é
que o seu formato possibilita a dissipagdo eficiente do calor
gerado pelo efeito Joule. Em CGE, esta vantagem é duplamen-
te verificada, em raziio da geometria do capilar e das proprie-
dades anti-convectivas do gel. O limite pritico do uso de altas
voltagens € a prépria integridade fisico-quimica do gel. A ope-
ragdo prolongada sob altas tensdes pode levar a rupturas da
rede polimérica, ocasionando a formagiio de bolhas de ar e,
eventualmente, a interrupgio da corrente elétrica. A vida iitil
dos capilares preenchidos com gel estd em torno de 20 h a 300
V cm™. Para muitas aplicagdes isto equivale a 50 injeges de
amostra. Para melhores resultados, a extremidade do capilar
preenchido com gel deve ser cortada uniformemente e também
deve-se evitar a desidratagdo do gel, quando o capilar nfo es-
tiver em uso.

Outra dificuldade associada com os capilares preenchidos
com gel ¢ a diferenga de coeficientes de expansdo térmica entre
o gel e a silica fundida, material comumente usado na fabrica-
¢do de capilares. Com o aumento da temperatura interna no
capilar, durante a operagio do sistema, ocorre uma expansio
de volume do gel. Nestas condigdes, um grande stress pode
ocorrer, com possivel destrui¢do da integridade do gel, inclusi-
ve provocando o deslizamento do material, criando lacunas no
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interior do capilar. Este fato limita a temperatura de operagio
de capilares preenchidos com gel a valores inferiores a 40°C.

A figura 12 apresenta uma série de aplicagdes representati-
vas da eletroforese capilar em gel. Um exemplo interessante
deste tipo de eletroforese € a possibilidade de determinagio da
massa molecular. Na separagiio apresentada pela figura 12A,
proteinas, independentemente de sua forma inicial, sdo previa-
mente denaturadas com dodecilsulfato de sédio (SDS) e se trans-
formam em bastdes alongados. Uma vez que uma quantidade
constante de SDS ¢ introduzida por unidade de massa molecular,
a razdo m/z de cada proteina ¢ idé€ntica. Assim sendo, a discri-
minagdo das proteinas durante a migragiio eletroforética é base-
ada apenas em diferengas de tamanho. E possivel construir uma
curva de calibragio com padrdes de proteinas de massa
molecular conhecida, onde o logaritmo da massa molecular va-
ria com o tempo de migracdo. A massa molecular de uma pro-
teina pode entdo ser obtida, pela medida do seu tempo de mi-
gracdo no mesmo eletrélito € nas condi¢des de operaciio em que
as protefnas padrdo tforam determinadas, e posterior interpolacio
na curva de calibragfo.

II. FOCALIZACAO ISOELETRICA CAPILAR

A eletroforese capilar por focalizac¢io isoelétrica (capillary
isoelectric focusing, CIEF) é limitada A separagdo de compostos
anfotéricos em um gradiente de pH**2, Compostos anfotéricos
possuem em sua estrutura grupos funcionais com cardter 4cido
e bdsico. A protonagio e/ou dissociagdo destes grupos € respon-
sdvel pela variacdo da carga efetiva da molécula em fungéio do
pH e, portanto, o pH do meio governa a magnitude da mobili-
dade eletroforética. Compostos deste tipo sdo caracterizados por
um ponto isoelétrico (pl), que corresponde ao valor de pH em
que a carga efetiva do composto € nula. A figura 13 ilustra a
migragdo de compostos anfotéricos com pl distintos, em um
gradiente de pH.

Para gerar um gradiente de pH no interior do capilar ¢ utili-
zada uma mistura de compostos anfotéricos (denominados aqui
simplesmente anfélitos, para distinguir dos solutos da amostra),
contendo grupos dcidos, HA, onde A" = -COQ", -SO5’, etc, ¢
bésicos, B, onde BH* = -NH;3"*, etc.). Quanto maior o nimero de
componentes na mistura, ¢ quanto mais uniformemente os
anfélitos estiverem espagados em termos de pl, melhor serd o
gradiente criado. O pH do anélito (solu¢iio contida no reserva-
tério do anodo) deve ser menor que o pl do anfélito mais dcido.
Desta forma, se o anfélito mais dcido difundir para o reservato-
rio contendo o andlito, este se torna positivamente carregado e
retorna ao capilar pela agio do campo elétrico. Pela mesma ra-
zio, o catdlito (solugdio contida no reservatério do catodo) deve
ter um pH superior ao pl do anfélito mais bdsico. Solugdes de
hidréxido de sédio (20 mmol L) e dcido fosférico (10-20 mmol
L") siio freqiientemente usadas como catélito e anélito, respec-
tivamente, particularmente no gradiente de pH 3-10. Gradientes
menos extensos, pH 6-8, empregam bases e dcidos mais fracos,
como arginina 40 mmol L™ (catélito) e 4cido glutimico 40 mmol
L (anélito).

Para efetuar a separagio, o capilar € inicialmente preenchido
como uma mistura de anfélitos, geradores do gradiente no inter-
valo de pH apropriado, e também dos solutos sob investigagéo.
A evolucio do gradiente de pH e perfil de concentraciio dos
anfdlitos ao longo do capilar é ilustrada na figura 14. Inicial-
mente, a solugdo contida no capilar estd uniformemente distri-
buida e possui um pH iinico (Figura 14A). Uma voltagem pe-
quena, geralmente de 4 a 6 kV, é entdio aplicada ao sistema. Por
acdo do campo elétrico, solutos e anfdlitos sofrem alteragéio de
carga ao atravessar regides de diferentes pH, e eventualmente
comegam a separar-se em bandas individuais. A migracio dos
anfdlitos causa um aumento de pH do eletrélito préximo ao
catodo, enquanto que o pH da regifio anddica declina, assim que
os anfélitos de baixo pl (negativamente carregados) migram
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Figura 12, Aplicacdes representativas da eletroforese capilar em marriz porosa. (A) Eletroferograma de proteinas denaturadas com SDS em tampdo
ProSort™ (Perkin-Elmer, polimero enovelado); ref. 39, adaptado; (B) Eletroferograma de uma fita de DNA em tumpdo TBE (Tris-borato 8 mmol
L' ¢ EDTA 2,5 mmol L'); capilar: gel de agarose (1,7% SeaPrep, FMC Corp.); ref. 40, adaptado; (C) Eletroferograma de uma fita de DNA em
tampdo Tris-borate 100 mmaol L, pH 8.3; capilur: gel de poliacrilumida de ligacdo cruzada (3%T e 0,5%C); ref. 14, adaptado; (D) Eletroferograma
de polimeros etoxilados ndo-idénicos, derivatizados com anidrido ftdlico em tampdo de Tris-borato, pH 8,3 (280 nm); capilar: y-PAGE-3 (J&W

Scientific, gel de poliacrilamida com liga¢do cruzada); ref. 41, adaptado.
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Figura 13. Representugdo esquemdtica dua focalizagdo de solutos anfo-
téricos de diferentes pl em eletroforese capilar por focaliza¢do isoelé-
trica na auséncia de fluxo eletroosmdtico.
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naquela direcdo (Figura 14B). A migragfo individual prossegue
até que um estado estaciondrio ¢ estabelecido, onde cada com-
posto adquire carga efetiva nula, e atinge sua posi¢do final. O
pH equivalente a esta posi¢io € igual ao pl do composto em
questdo. Neste ponto, o composto cessa de migrar eletroforeti-
camente. Esta etapa € conhecida como focalizagdo. O sistema
ndo distingue entre o anfélito e o soluto, ambos sdo compostos
anféteros e portanto migram enquanto tiverem carga, e tocali-
zam de acordo com o pl. Embora os solutos sejam separados
em bandas distintas, a completa separagio de anfélitos adjacen-
tes nunca ¢ obtida, pois isto causaria uma descontinuidade no
gradiente de pH. O status da focalizagdo é monitorado através
da corrente. Quando a corrente decai para 10 a 25% de seu
valor inicial, a voltagem aplicada ao sistema € interrompida,
denotando assim, o final da etapa de focalizagdo. Uma carac-
teristica importante desta etapa € o estabelecimento de um estado
estaciondrio, no qual os componentes da amostra so focalizados
em bandas de espessura reduzida. Estas bandas irdo permanecer
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Figura 14. Evolugdo do gradiente de pH e perfil du concentragao dos
anfdlitos, ao longo do capilar, antes (A) e depois (B) da etapa de focalizagdo.

como tal, enquanto o campo elétrico existir. Se uma molécula
do soluto (representada pelo simbolo * na Figura 15), pertencen-
te a uma banda ja focalizada, difunde em direcdio & solugio
circunvizinha ela imediatamente adquire carga, perdendo ou
ganhando prétons. Adquirindo carga, a molécula novamente
migra, por eletroforese, em dire¢do ao eletrodo de carga oposta,
retornando portanto a4 banda original. Este efeito de auto-
focalizagdo gera bandas extremamente finas, conferindo a
focalizagfio isoelétrica altissima eficiéncia e um grande poder
de resolugio.

Uma vez que os solutos s6 podem ser monitorados durante
sua passagem pelo detector, € a posigio do detector € fixa, é
preciso mobilizar as bandas estaciondrias até o detector, sem
que haja perda da resolugio obtida durante a etapa prévia de
focalizag@o. A mobilizacdo pode ser conseguida através da apli-
cacdio de pressdo (mobilizagcdo hidrodinimica) ou de voltagem
(mobilizagio eletroforética). Neste iltimo caso, a adi¢io de um
sal ao reservatério contendo o anélito ou catélito se faz neces-
sdria. A mobilizagdo eletroforética é em geral preferida porque
perda de resolugdo das bandas pré-focalizadas é comparativa-
mente menor.

A figura 16 ilustra a etapa de mobilizagdo eletroforética nas
dire¢des catédica e anddica. A mobilizagdo catddica é usual-
mente selecionada, a menos que na amostra existam compostos
muito dcidos. O processo de mobilizagdo ocorre por imposigio
da eletroneutralidade. No estado estaciondrio, a seguinte condi-
cdo € satisfeita;

Cys + Z Cpus = Cou- + L Ca- (13)

onde Cy., Con-, Cput+ € Ca- representam as concentragdes
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Figura 15. Focalizagio de um soluto anfotérico em um gradiente de pH.

catodo anodo
NaOH mobilizac8o catddica
NaCl H3Po4
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S — 5 | @
NaOH mobilizag&o anddica H3P04
NaCl

OH" —p <« H*
<4— Na*

Figura 16. Mobilizagdo eletroforéticu catidica e anodica por adigdo de
um sal inerte (NaCl).

molares de todas as espécies iOnicas presentes na mistura de
anfélitos. Se um sal do tipo X,,Y, é adicionado ao catélito, a
equacio de balango de massa € alterada para:

Cus + Z Cpue = Con- + Z Cp- + Cym (14)

onde Cyp,. € a concentragio molar do dnion e m™ representa sua
carga. O anion adicionado compete com OH- em sua eletromi-
gragdo para o interior do capilar. Em decorréncia desta compe-
ticdo, uma quantidade menor de hidroxilas entra no capilar, e
portanto o pH decai. Solutos que j4 estavam focalizados no pH
igual ao pl tornam-se catidnicos com a diminuigio local de pH,
e comegam a migrar na dire¢io do catodo. Para mobilizagio
anddica, a seguinte expressdo é vilida:

Cxu+ + Chs + Z Cpus = Con- + X Ca- (15)

onde Cxp, é a concentragdo molar do cition adicionado e n*
representa sua carga. Aqui, o cdtion X" compete com H* du-
rante eletromigragiio para o interior do capilar, e, conseqiiente-
mente, o pH aumenta. Solutos previamente focalizados tornam-
se anidnicos e migram na dire¢do do anodo. O contra-fon do sal
usado na mobilizagdo eletroforética, o cition sédio no exemplo
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da mobilizagdo catédica e o anion cloreto no exemplo da
mobilizagio anddica, ndo influencia o processo de mobilizagio,
porque ele permanece no reservatério do catélito e andlito, res-
pectivamente, sob a a¢do do campo elétrico. Aumentando-se a
concentragdo do sal, o processo de mobilizagdo é acelerado, com
o prejuizo de que as bandas podem ser deformadas em razdo do
calor gerado pelo efeito Joule.

Um aspecto operacional interessante da focalizacdo isoelétri-
ca decorre da maneira pela qual os solutos sdo introduzidos no
capilar. Uma vez que os solutos sdo dissolvidos na solugdo de
anfélitos, é possivel introduzir grandes volumes de amostra,
comparativamente a outras técnicas eletroforéticas. O tinico fa-
tor limitante é a solubilidade do soluto nestas solugbes. Este
procedimento permite a andlise de amostras bem dilufdas, o que
faz da focalizac@o isoelétrica um método especialmente atrativo
para a andlise de quantidades minutas. Em geral, na prdtica de
CIEF, capilares revestidos sdo empregados, com duas finalida-
des principais: supressio do fluxo eletroosmético, que perturba-
ria a etapa de focalizacfo e, para minimizar a adsorc¢iio de pro-
teinas, solutos alvo deste tipo de separagiio.

A figura 17 apresenta duas aplicagbes representativas da
eletroforese capilar por focalizacio isoelétrica: a separagio de
variantes da hemoglobina em dois gradientes de pH. A hemo-
globina total de uma pessoa adulta é geralmente composta de
98% hemoglobina tipo A, 2-3% tipo Az e 1% tipo F. Uma série
de patologias t&m sido relacionadas com mutagGes genéticas que
geram diferentes tipos de hemoglobinas (S e C) e/ou alteram as
porcentagens normalmente encontradas para os tipos A e F. A
eletroforese capilar por focalizagio isoelétrica € uma técnica po-
derosa, que pode fornecer informagfio tanto sobre a pureza da
hemoglobina, como auxiliar na sua tipagem através da indica-
cdo do ponto isoelétrico. O ponto isoelétrico de uma proteina
pode ser determinado pela comparagio de seu tempo de
mobilizagdo com os tempos de mobilizagdo de proteinas de pl
conhecidos. No exemplo da figura 17A os pl sdo: hemoglobina
tipo A; = 7,37, tipo S = 7,12, tipo A = 6,94, e na figura 17B,
hemoglobina tipo A = 6,99, tipo F = 7,05, tipo S = 7,17 e tipo
C =7,40.

III. ISOTACOFORESE CAPILAR

A instrumentag@o necessdria para a realiza¢io de isotacofo-
rese capilar (capillary isotachophoresis, CITP) é comercializada
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desde os meados dos anos 70. A literatura na drea ¢ vasta, con-
tando com vdrios livros, inlimeros artigos de revisio e diversas
compilagdes de simpésios*47. Apesar de todo este suporte tes-
rico e instrumental, a isotacoforese ndo tem sido elegida, nos
laboratérios mundiais, como uma técnica de rotina, especial-
mente nos Estados Unidos, onde é muito pouco difundida. Em
certas partes da Europa, como na Repiiblica Tcheca, e em menor
extensdo na Holanda, a isotacoforese € uma ferramenta analitica
importante, tendo sido empregada na separagdo e preparo de dro-
gas, na avaliagdo de alimentos e amostras ambientais, além de
muitas outras aplicagdes significativas. No Japdo, a utilizagdo mais
comum da isotacoforese € de cardter académico, como na deter-
minagdo de mobilidades eletroforéticas e constantes de equilibrio,
fornecendo extensas compilagdes de dados*, bastante tteis em
estudos de otimizacdo de condigbes analiticas.

Ao contrdrio da eletroforese de zona, em isotacoforese, o
sistema de eletrdlito € heterogéneo. A amostra ¢ inserida entre
duas solugdes, cuja mobilidade idnica € criteriosamente selecio-
nada, o eletrélito lider e o eletrélito terminador. Tanto solutos
catidnicos como anidnicos podem ser analisados por esta técni-
ca, desde que em misturas distintas, definindo assim, a chamada
CITP catidnica ¢ a CITP anidnica, respectivamente. Para os
solutos bdsicos, com pK, elevados, o modo catiénico é o mais
indicado, enquanto que o modo anidnico é recomendado para
solutos acidos.

A escolha dos eletrélitos € de importincia critica para o suces-
so das separagOes isotacoforéticas. Na anidlise de cdtions, como
esquematizado na figura 18, o eletrédlito lider deve conter um
cition cuja mobilidade seja superior 2 mobilidade de qualquer
cétion presente na amostra. J4 o eletrélito terminador deve conter
o cition de menor mobilidade. Na andlise de anions, 0 mesmo
critério deve ser praticado, sendo que, neste caso, é a mobilidade
do &nion, o fator a ser considerado na escolha dos eletrélitos lider
e terminador. Solutos com mobilidade superior 4 do lider ndo sfo
separados por CITP; estes migram mais rapidamente que o lider
€ seguem portanto, o0 mecanismo de separagfo por eletroforese de
zona. Por outro lado, a escolha de um terminador moderadamente
rdpido remove, do isotacoferograma, os componentes da amostra
com mobilidade inferior, sendo assim, uma maneira elegante de
discriminar, na amostra, os solutos indesejdveis. A tabela 5 apre-
senta a composi¢@o de alguns sistemas de eletrélitos comumente
empregados em CITP. Alguns aditivos como hidroxi-
isopropilmetilcelulose (HPMC), polietileno glicol (PEG), polivinil

HbF

Hb A

Hb S

Hb C

3 8 13 18 min

Figura 17. Andlise dos variantes da Izemmi_lobimt humana tipo Ay, A e S em um gradiente de pH 3-10 (A) e tipo A, F, S ¢ C em um gradiente de

pH 5-8 (B). Mistura de anfilitos: Profocus M, ref. 43, adaptado.
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alcool, Triton X-100 e Brij 35 sdo em geral escolhidos para au-
xiliar a solubilizagio de certos solutos, ou como modificadores
do fluxo eletroosmético.

A isotacoforese possui duas caracteristicas marcantes: a exis-
téncia de um estado estaciondrio, em que todas as bandas mi-
gram com a mesma velocidade, e o fato de que cada banda ¢
essencialmente focalizada. Quando o campo elétrico € aplicado,
diferentes gradientes de potencial evolvem em cada banda (Fig.
18, tragado inferior), de tal forma que todos os solutos eventu-
almente migram com velocidades idénticas, i.e., com a veloci-
dade isotacoforética, vy, Em regides onde cdtions de menor
mobilidade estiio presentes, o campo elétrico é mais intenso.
Estes solutos, entretanto, movem-se com a mesma velocidade
que os solutos de maior mobilidade, submetidos a campos elé-
tricos mais fracos. Portanto, as velocidades das bandas indivi-
duais sdo auto-normalizadas:

Vip = UL EL = ps) Eg) = Hso Eso = Ps3 Es3 = ... =pur Er (16)

onde os indices L, S e T denotam os fons do lider, solutos e
teminador, respectivamente. A capacidade de picos das separagdes
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Figura 18. Representagdao esquenditica da migragdo de solutos cationi-
cos, S,, por isotacoforese capilar na auséncia de fluxo eletroosmdtico.
O eletrdlito lider é L, o terminador é T e a velocidade isotacoforética
é Vigp-

isotacoforéticas € apreciavelmente grande, uma conseqiiéncia
da maneira pela qual as bandas migram, adjacentes uma as
outras, mantendo a continuidade elétrica.

A focalizac¢do das bandas em isotacoforese é também resul-
tante da normalizacdo da velocidade. Se uma molécula do soluto
atinge, por difusio, uma banda subseqiiente, onde prevalece um
campo elétrico menor, sua velocidade é decrescida e a molécula
retorna a banda original. Da mesma forma, se uma molécula
difunde para a banda precedente, onde existe um campo elétrico
mais intenso, sua velocidade de migra¢cio é momentaneamente
aumentada e a molécula alcanca a banda de origem. Na figura
18, a auto-focalizagdo da banda S; é representada por duas fle-
chas diametralmente opostas.

Em CITP é comum a eliminagiio do fluxo eletroosmético,
embora nfo necessdria. Os capilares tipicamente usados siio de
silica fundida ou teflon, com didmetros apreciavelmente maio-
res que os empregados em eletroforese de zona (c.a. 500-800
pm), dado o aspecto focalizante da técnica. A inje¢do de amos-
tra pode ser realizada tanto pelo método hidrodindmico quanto
eletrocinético’. A anilise isotacoforética é em geral realizada
sob corrente constante. Nestas condigdes, quando os solutos de
menor mobilidade sdo introduzidos no capilar, a voltagem au-
menta proporcionalmente, permitindo assim andlises rdpidas,
sem os problemas relacionados com o aquecimento pelo efeito
Joule. Alternativamente, a separacio pode ser conduzida sob
voltagem constante, no entanto, com o prejuizo de um tempo de
andlise prolongado.

A figura 19 apresenta esquemas de separagio para cdtions e
Anions por isotacoforese capilar. Na CITP catidnica, a ordem
de migragdo dos solutos ¢ idéntica, seja na presenga (Fig. 19A)
ou auséncia de fluxo (Fig. 19B). O capilar ¢ inicialmente pre-
enchido com o eletrélito lider e, apds inje¢do da amostra, a
separacdo € efetuada com o eletrdlito terminador. A polaridade
da fonte de alta tensfdio € positiva na extremidade do capilar
onde € feita a injecdo de amostra, Nestas condigdes, a veloci-
dade isotacotforética e velocidade eletroosmdtica, se existir, sdo
direcionadas ao catodo (aterrado). Na separaciio de dnions em
presenga de fluxo (Fig. 19C), a situagdo é diferente: o fluxo
eletroosmético continua direcionado ao catodo, mas a veloci-
dade isotacoforética ¢ dirigida ao polo oposto. Neste caso, o
capilar deve ser preenchido inicialmente com o eletrédlito
terminador, sendo a corrida feita com o lider. A polaridade per-
manece positiva na extremidade de inje¢io. Uma vez que a ve-
locidade eletroosmdtica ultrapassa a velocidade isotacoforética,

Tabela 5. Composicio de alguns sistemas tampdo comumente empregados em isotacoforese capilar,*’

CITP Cati6nica

fon do lider HC} 10 mmol L™ KOAc¢ 10 mmol L™

Contra-ion do lider HOAc

pH do lider 2,0 4,5

fon do terminador TRIS 10 mmot L™ HOAc 10 mmol L}

Contra-fon do terminador HCI

pH do terminador 8,5

CITP Anidnica

fon do lider HCI 10 mmol L-! HCI 10 mmol L HCI 10 mmol L

Contra-fon do lider B-alanina L-histidina Ammediol

Aditivo 0,2% HPMC 0,2% HPMC 0,2% HPMC

pH do lider 33 6,0 8.8

fon do terminador Ac. Capréico MES B-alanina
10 mmol L™ 10 mmol L 10 mmol L

Contra-fon do terminador Tris Ba(OH),

pH do terminador 6,0 9,0

Ammediol: 2-amino-2-metil-1,3-propanodiol; HPMC: hidroxipropil-metil-celulose; MES: dcido 2-[N-morfolino] etanossulfonico; TRIS:

Tris(hidroximetil)amino metano
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Figura 19. Migragio isotacoforética catidica (A, B) e anddica (C, D) em capilares de silica fundida (A, C) e teflon (B, D).

os solutos, embora anidnicos, migram em diregiio ao catodo, atin-
gindo o detector, em ordem decrescente de mobilidade. Na CITP
anidnica sob tluxo suprimido (Fig. 19D), a amostra € injetada na
coluna ja preenchida com o eletrélito lider. Apenas a polaridade
da fonte deve ser invertida, isto ¢, negativa na extremidade de
"injegdo, para que os solutos sejam conduzidos ao detector.

Muito embora existam instrumentos especiais para isotaco-
forese, esta pode ser praticada em equipamentos convencionais
de eletrotforese capilar, que na maioria utilizam detectores
dpticos baseados na medida de absorbincia na regido do UV-
Vis. Cabe salientar aqui, que recentemente foi introduzido no
mercado, um equipamento para eletroforese capilar com
detecgdo em linha por condutividade elétrica™, que portanto,
também pode ser utilizado para isotacoforese.

Eletroferogramas gerados por isotacoforese capilar diferem
dos tragados tipicamente obtidos por outros métodos eletroforé-
ticos. Quando a detecgiio por condutividade é empregada (Figu-
ra 20), o registro do sinal decresce por degraus, onde cada
plateau representa uma das bandas. Assim, no inicio da corrida,
a condutividade € alta devido 2 presenca do eletrélito lider, que
contém os fons de maior mobilidade, decresce com a passagem
dos solutos, e finalmente estabiliza em um valor minimo, cor-
respondente a condutividade do eletrélito terminador, que no
final da corrida preenche totalmente o capilar. A informagio
analitica provém da largura da banda, que é proporcional a con-
centracdo original do soluto na amostra, e ndo da altura ou drea
dos picos como nos demais métodos de separagio andlogos. Um
aspecto interessante da isotacoforese sob corrente constante é
que, cada banda, ao atingir o estado estaciondrio, apresenta a
concentragiio do eletrélito lider. Assim, solutos inicialmente
menos concentrados na amostra apresentam, no capilar, bandas
contraidas, enquanto que os mais concentrados apresentam ban-
das expandidas. Uma vantagem proeminente da isotacoforese
capilar € a pré-concentragio de amostras diluidas, capacitando a
técnica para a andlise de tragos.

O tragado ndo usual dos isotacoferogramas pode gerar equi-
vocos na identificagiio dos solutos. Aqui, o tempo de migragio
ndo € informativo da identidade provivel do soluto, outra dife-
renga marcante em relacdo aos outros métodos eletroforéticos.
Desta forma, a ordem de passagem dos solutos pelo detector ndo
se relaciona com a composic¢do qualitativa da amostra. Por exem-
plo, quando componentes que nio estdo presentes no padrio,
aparecem na amostra, a ordem relativa das bandas € alterada.
Este fato contribui para que o desenvolvimento de metodologia
em isotacoforese seja considerado mais complexo, quando com-
parado 2 eletroforese de zona em solugido livre, onde o conheci-
mento da composiciio da amostra ndo é tdo critico.

A figura 2! apresenta um isotacoterograma tipico de uma
mistura de amino-dcidos, mostrando dois tragados, o de condu-
tividade e o de absorbancia. E interessante observar que apenas
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Figura 20. Isotucoferograma com registro temporal da condutividade.

dois dos solutos da mistura sdo visualizados no registro de absor-
béncia: N-benzoil-alanina e dcido benzéico. Assim sendo, os de-
mais solutos podem ser usados como espagadores. Espagadores
s@io compostos que ndo apresentamn absorbincia no comprimento
de onda selecionado para a andlise, e possuem uma mobilidade
intermedidria a dos solutos que se deseja separar. Além de auxi-
liar a resolugdio de compostos de mobilidade semelhante, um
espacador pode facilitar a detec¢io dos solutos de interesse e
viabilizar a coleta de fragdes. Cabe ressaltar que, durante a coleta
de fragoes, os solutos estdo isentos do eletrélito, aspecto bastante
vantajoso no preparo de drogas, por exemplo.

CONCLUSAO

As andlises por eletroforese capilar estdo fundamentadas em
mecanismos diversos de separagdo. A implicacio direta desta
versatilidade define o aspecto mais impressionante da técnica: a
possibilidade de analisar, desde fons tdo pequenos como litio ou
fluoreto, até estruturas de dimensdes macromoleculares, como
proteinas e fragmentos de DNA, em uma tnica coluna capilar,
desde que o eletrélito seja criteriosamente escolhido.
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Figura 21. Andlise de amino-dcidos por isotacoforese capilar com detec¢io por condutividade (tragado A) e absorbdncia a 254 nm (tragado B).
Capilar: PTFE 30 cm x 550 um; eletrélito lider: 10 mmol L' HCI titulado com ammediol a pH 9,1; eletrdilito terminador: 10 mmol L! B-alanina
ajustada a pH 10 com hidrixido de bdrio saturado; inje¢do: 10 pL; corrente: 210 pA, reduzida para 60 pA durante detec¢do; ref. 51, adaptado.
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