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Resumo

Historicamente, o quimico sueco Arne Tiselius foi o pioneiro na utilizacdo da Eletroforese como
ferramenta de separagdo, aplicando-a em proteinas presentes no sangue. A Eletroforese Capilar surgiu
ap6s décadas de aperfeicoamento dessa técnica, proporcionando aumento de eficiéncia e diminuigdo dos
tempos de analise. Sua aplicagio é vasta e compreende desde moléculas pequenas e simples, orgénicas e
inorganicas, até moléculas volumosas e complexas, como proteinas e acidos nucléicos. Essa versatilidade
peculiar da Eletroforese Capilar a torna ferramenta promissora para diversas dreas do conhecimento.
As metodologias desenvolvidas por essa técnica podem ser auxiliadas e aperfeioadas offline através
de softwares de otimiza¢do e simulagdo, destacando-se o software Peakmaster®. O presente artigo ira
introduzir ainda aspectos da instrumentac¢do da Eletroforese Capilar, modos de inje¢éo e detec¢do, bem
como fenémenos peculiares da técnica, como o fluxo eletrosmético.
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Basic concepts in Capillary Electrophoresis

Abstract

Historically, the Swedish chemist Arne Tiselius was the first to use Electrophoresis as a separation
tool, applying in blood proteins. The Capillary Electrophoresis emerged after decades as an improved
technique providing an increase in efficiency and reduced analysis time. Its applications are wide and
the range is from small and simple molecules organic and inorganic, to large and complex, as protein
molecules and nucleic acids. This peculiar versatility of Capillary Electrophoresis makes it a promising
tool for several knowledge areas. The methodologies developed by this technique can be improved offline
by optimization and simulation softwares, highlighting the Peakmaster” software. This present paper will
turther introduce Capillary Electrophoresis instrumental aspects, injection modes and detection, as well
as peculiar phenomena of technique, as electroosmotic flow.
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1 Introducéo

A palavra eletroforese é originada do grego
electro, eletricidade; phoresis, transporte. Assim,
a técnica de eletroforese ¢ definida como uma
técnica de separagdo baseada na diferenca de
migracao de compostos idnicos ou ionizaveis na
presenca de um campo elétrico. Historicamente,
a eletroforese foi apresentada pela primeira vez
pelo quimico sueco Arne Tiselius!!! em sua tese
intitulada “The Moving Boundary Method to
Study the Electrophoresis of Proteins”, publicada
em 1930. A ideia surgiu pela necessidade de
separar as diversas proteinas que estavam sendo
descobertas desde o inicio do século XX, tor-
nando possiveis estudos aprofundados acerca
de cada proteina. O trabalho pioneiro envolveu
a separagdo das proteinas presentes no plasma

sanguineo’®.

Ao longo dos anos, a Eletroforese foi sendo
aperfeicoada de forma a se obter uma maior efi-
ciéncia e diminui¢do dos efeitos térmicos pro-
venientes da aplicacdo de um campo elétrico'®.
Com esta finalidade, o avango instrumental das
técnicas de eletroforese permitiu a introducgao
de colunas capilares no sistema eletroforético, e
esta foi denominada Eletroforese Capilar (CE, do
inglés Capillary Electrophoresis).

A primeira tentativa de realizar separa-
¢do em tubos com pequenos didmetros inter-
nos surgiu em 1967, quando Hjertén realizou a
separa¢do em tubos com didmetro interno (d.i.)
de 300 um. Porém, foi apenas apds a publica-
¢do de Jorgenson e Lukacs em 19815 que a téc-
nica comecou a ser reconhecida. Este trabalho,
publicado no Journal of Analytical Chemistry,
demonstrou a capacidade da realizagao de sepa-
ragoes em capilares com didmetro interno redu-
zido, combinado com a aplica¢ao de altas volta-
gens, resultando em um aumento de eficiéncia e

de resolugao e diminui¢ao dos tempos de analise.

Eletroforese Capilar

O uso do capilar oferece muitas vantagens
sobre os outros meios utilizados para eletrofo-
rese (placas de gel, papel, etc). Devido a fatores
geométricos (a relacao entre a drea superficial
interna e o volume ¢ apreciavelmente grande),
um capilar possibilita a dissipagdo eficiente do
calor gerada pela passagem da corrente elétrica
(efeito Joule). Além disso, a alta resisténcia elé-
trica do capilar permite o estabelecimento de
campos elétricos elevados (100-1000 V cm™),
resultando em separagoes de alta eficiéncia
(geralmente excede 10° pratos) e tempos de and-
lise apreciavelmente curtos. Outras vantagens da
Eletroforese Capilar sao a pequena demanda de
amostra, volumes tipicamente da ordem de 1 a
10 nL e a possibilidade de inje¢do e detec¢dao em

fluxo!4.

Comparando com os demais métodos de
separa¢ao como Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance
Liquid Cromatography) e Cromatografia Gasosa
(GC, do inglés Gas Chomatography), a CE é con-
siderada uma técnica analitica recente e vem
ganhando cada vez mais aten¢do na comunidade
cientifica, bem como no controle de qualidade de
produtos e monitoramento de processos indus-
triais. Uma das razdes para a sua crescente uti-
lizagao é sua gama de aplicagdes. A principio, a
técnica ficou conhecida apenas pela separagdo
de macromoléculas bioldgicas. No entanto, o
avang¢o dos equipamentos permitiu aos pesqui-
sadores do mundo todo demonstrar o potencial
da Eletroforese Capilar na separagdo de molé-
culas pequenas e diversas como aminodcidos'”,
firmacos quirais'®, vitaminas”), pesticidas'®,
fons inorgénicos®, etc. Além da sua utilizagio
na separa¢do e determinacdo quantitativa de
inimeros analitos, a CE permite estudar cinéti-
cas de reagdes e interacdes intermoleculares, no
modo online e offline, auxiliando na elucidagao

destes mecanismos e obtencdo de constantes de
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associagao!!®!l, A técnica apresenta-se ttil e pro-
missora para diversos campos da ciéncia, mas
destacam-se as vertentes da Quimica, Ciéncias

Forenses, e a Biologia Molecular.

Além da vasta aplicagdo da CE, outras
caracteristicas da técnica a tornam bastante via-
vel, como, por exemplo, o baixo custo analitico
(destacando-se o baixo custo das colunas capila-
res, algo em torno de U$ 5,00 a U$ 20,00), a sim-
plicidade na opera¢ao e no manuseio, o tempo de
execucdo das metodologias desenvolvidas, além
da redugao significativa nas quantidades de rea-
gentes e solventes orgénicos utilizados, quando
comparada a técnica de HPLC. O solvente mais
utilizado em CE ¢é agua, e sempre em volumes
muito pequenos (poucos mililitros), gerando
quantidade minima de residuo e toxicidade. Por
estas razdes, dentre as técnicas de separagio, a
Eletroforese Capilar é a que mais bem se enqua-

dra nos parametros da Quimica Verde.

2 Fundamentos tedricos

2.1 Fluxo eletrosmético

A utilizagdo de capilares de silica fundida na
execucdo da técnica introduziu uma importante
peculiaridade: a gera¢ao do chamado fluxo ele-
trosmotico (EOF, do inglés Electroosmotic Flow),

como mostra a Figura 1.

Superficie do capilar
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Figura 1
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Ocorréncia do fluxo eletrosmético.
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O fluxo eletrosmotico é consequéncia de
uma interagdo entre a solugdo e a superficie
interna do capilar. Quimicamente, a silica fun-
dida é caracterizada pela presenca de vérios tipos
de grupos silanéis (-SiOH), os quais apresen-
tam um carater acido. Em contato com o meio
aquoso, alguns desses grupos sdo ionizados, e
com isso, a superficie do capilar torna-se negati-
vamente carregada. Quando um campo elétrico é
imposto tangencialmente a superficie, forgas elé-
tricas causam um movimento unilateral de ions
em direc¢do ao eletrodo de carga oposta. Durante
a migragdo, os fons transportam moléculas de
agua, induzindo o fluxo da solugdo como um
todo em diregdo ao catodo (polo negativo). Este
modo é conhecido como fluxo eletrosmético
normal’. A velocidade do EOF pode ser defi-
nida pela Equagao 1.

VEOF:(Eg/ 77)E (1)

onde ¢ ¢ a constante dielétrica; # é a viscosidade
do eletrolito; E é o campo elétrico aplicado e  é
o potencial zeta medido entre plano de cisalha-
mento e a interface liquido-solido.

O potencial zeta é essencialmente determi-
nado pela carga na superficie do capilar. Como
a ionizagdo dos grupos silandis sdo dependen-
tes do pH, temos que a magnitude do EOF varia
com o pH. Para valores de pH mais elevados
onde os grupos silandis estdo mais desprotona-
dos, a magnitude do EOF ¢ maior que em valores
de pH menores, onde os grupos silandis estao
menos ionizados (Figura 2)!"2.

Uma caracteristica do EOF ¢é seu perfil
radial, o que permite que o componente veloci-
dade seja adicionado a todos os analitos de forma
homogénea, independente da posigdo radial do
analito. Essa caracteristica permite separagdes
com maiores eficiéncias, distinguindo a CE dos
métodos cromatograficos em fase liquida em
coluna, que apresentam um perfil de velocidade
parabdlico, caracteristico do fluxo gerado por
pressdo (Figura 3)".
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Figura 2 Variaggo da mobilidade do fluxo

eletrosmético em fungdo da variagéo do pH em
um capilar de silica fundida. Legenda: EOF, fluxo
eletrosmético.
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Figura 3 Perfil de velocidade do fluxo radial
(eletrosmético — EOF) e laminar (presséo).

Em condigdes normais, o fluxo é prove-
niente do anodo (eletrodo de carga positiva) para
o catodo (eletrodo de carga negativa). Os anions
sao levados em dire¢do ao catodo nos casos em
que a magnitude do EOF é maior que a magni-
tude da sua mobilidade efetiva. Assim, cations,
anions e moléculas neutras podem ser analisados
em uma Unica corrida. Porém, nao havera distin-
¢do das moléculas neutras quando houver mais

de uma destas,

O EOF pode ser reduzido ou até mesmo
invertido. A redu¢do do EOF ocorre com a alte-
racao dos valores de pH para faixas mais dcidas,
onde os grupos silandis estdo menos ionizados.
Outra alternativa ¢ utilizar aditivos catiénicos no
eletrélito de corrida que interajam com a super-
ticie do capilar, de forma a reduzir a carga nega-
tiva dessa superficie. Ja a inversao do fluxo pode
ocorrer também pela adi¢do de componentes no

eletrdlito, como surfactantes, ou pela modifica-

Eletroforese Capilar

¢do da superficie interna do capilar, que pode ser
dindmica ou permanente, através da adsor¢do ou
alteragdo quimica da silica, respectivamente!’).

A separagdo das espécies por eletroforese
se da pela diferenca da velocidade do soluto na
presenca de um campo elétrico. A velocidade
eletroforética de um determinado ion pode ser
definido pela Equacéo 2.

Vep =HepE (2)

onde V¢ a velocidade do eletroforética, y,, ¢ a
mobilidade eletroforética e E é o campo elétrico
aplicado!™.

Todo ion em solu¢do possui uma mobi-
lidade que é caracteristica para cada fon. Essa
mobilidade, também conhecida como mobili-
dade eletroforética (‘uep), é determinada pela forca
elétrica que as espécies ionizadas, moléculas ou
particulas, sofrem, balanceada com as forgas de
friccdo geradas pela passagem das espécies pelo
meio. Para um determinado ion, sua mobilidade
eletroforética pode ser determinada através da
Equagdo 3114,

_4q
6xnr (3)

H,

onde g ¢é a carga do ion, # é a viscosidade da solu-
¢do e r é o raio ionico.

Com base na Equagao 3, é evidente que espé-
cies menores e mais carregadas possuem mobi-
lidades elevadas. Por outro lado, espécies com
maiores raios ionicos e menos carregadas pos-
suem valores baixos de mobilidade. As mobili-
dades eletroforéticas sao determinadas no ponto
em que o soluto esta completamente ionizado
(a =1) e extrapoladas para dilui¢io infinita.

Espécies que se comportam como acidos
ou bases fracas apresentam, no equilibrio, duas
espécies: uma neutra, com mobilidade nula, e
outra idnica, que possui mobilidade que passa
agora a ser chamada de mobilidade efetiva ((¢ )ef)
e pode ser obtida através da Equagao 4.
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luef =a; U, (4)

onde a, é o grau de ionizagdo de uma determi-

nada molécula.

Como o grau de ionizagdo pode ser defi-
nido pelo pKa do soluto, a mobilidade efetiva ¢é
altamente dependente do pH e da composicao
do eletrdlito de corrida. O efeito da variacdo do
pH na mobilidade efetiva pode ser observado na
Figura 4, onde temos um gréfico de mobilidade
efetiva versus pH para o acido p-hidroxibenzdico
(pK,, 4,53 e pK 9,31), acido acético (pK, 4,75) e
acido cloridrico.

Observando-se o grafico de curva de mobi-
lidade podemos perceber que para os acidos
p-hidroxibenzdico e acético, a mobilidade efe-
tiva varia consideravelmente com a variaciao do
pH. Isso ocorre pelo fato destes serem eletrdlitos
fracos. Por sua vez, o acido cloridrico em solucio
¢ um eletrolito forte, ou seja, sua ionizagdo serd
completa. Sendo assim, o ion cloreto ndo sofre

variagdo de mobilidade efetiva com o pH.

A combinacio vetorial do fluxo eletrosmo-
tico e a mobilidade do analito resulta na mobili-

dade aparente do composto.
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Figura 4 Curva de mobilidade para o dcido
p-hidroxibenzéico (1), dcido acético (2) e dcido
cloridrico (3).
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3 Instrumentacdo

Uma caracteristica fundamental da CE é sua
simplicidade instrumental. Uma representacao
esquematica de um equipamento de Eletroforese

Capilar ¢ demonstrada na Figura 5.

Basicamente, um equipamento de CE con-
siste em um sistema de inje¢do, uma coluna capi-
lar onde ocorre a separagdo, uma fonte de alta
tensao, representada por F na Figura 5 (que opera
com voltagens até 30 kV), um par de eletrodos
(e, e e,), um detector (D) e um computador (C)

para obtencéo e tratamento dos dados!'>'..

A fonte de alta tensdo é conectada, por meio
dos eletrodos, aos reservatorios que contém o
eletrolito adequado (R e R)). Os capilares preen-
chidos com eletrdlito ajudam a manter o contato
elétrico, funcionando como um canal de migra-
Gao.

Para minimizar os efeitos gerados pelo
aquecimento, os capilares devem ser mantidos a
temperatura constante, mantida principalmente

através da circulagdo de liquidos ou de ar.

Figura 5 Esquema ilustrativo de um equipamento
de Eletroforese capilar. Onde R, e R,, e, e e, sGo
os reservatérios e eletrodos, respectivamente. F
representa a fonte de alta tenséo, D é o detector, C
é o computador para obtencéo dos dados e EOF
representa o fluxo eletrosmético, que é gerado apds
ser aplicado o potenciall™l.
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3.1 Capilares

Em geral, os capilares utilizados em CE sao
abertos, constituidos de silica fundida e revesti-
dos externamente com polimeros que fornecem
flexibilidade e resisténcia, geralmente polii-
mida ou poliacrilato. Dependendo do modo de
detecgao, é necessaria uma “janela de detecgdo”
no capilar, que seria um pequeno seguimento
ausente destes polimeros, ja que estes absorvem
luz em comprimentos de onda que podem pre-
judicar ou tornar impossivel a detecgdo dos ana-
litos. A janela de detecgdo ¢é feita num compri-
mento especifico do capilar através da remogao
do polimero, geralmente realizada por calor. Os
capilares utilizados em eletroforese apresentam
tamanhos que variam de 10 a 100 cm, mais comu-
mente se utilizam comprimentos de 25-75 cm e
diametros internos entre 25 e 75 um, embora
possam ser encontrados capilares comerciais de
10 2 200 um de d.i.l".

3.2 Modos de inje¢do da amostra

Em CE, as amostras podem ser introduzidas
por inje¢ao hidrodinamica ou eletrocinética. A
injecdo hidrodindmica ¢ feita aplicando-se uma
diferenca de pressio que se estabelece entre o
reservatdrio do eletrdlito e o capilar. O volume
da amostra injetada depende do tamanho do
capilar, da viscosidade da amostra e da diferenca
de pressdo usada, e apresenta-se na ordem de
nanolitros (1-50 nL). O volume (V) de injegdo

pode ser calculado através da Equagao 5.

APd* zt,,,
V. =—— 2
" 8L ®)

onde AP é a pressao aplicada no capilar, d é o dia-
metro interno do capilar, ¢t é o tempo em que a
pressao ¢é aplicada, 7 é a viscosidade da amostra e
L é o comprimento total do capilar. Por exemplo,

em uma inje¢do de uma solugdo aquosa a 25 °C

Eletroforese Capilar

por 3 segundos, aplicando-se uma pressao de 50
mbar em um capilar de 70 cm de comprimento
total e didmetro interno de 50 pm, o volume cor-
responde a aproximadamente 3,7 nL e o compri-
mento seria igual a 1,9 mm/*.

A inje¢do hidrodindmica em CE permite
ser realizada individualmente ou em sequéncia,
sendo denominada de injecdo simples e inje-
¢oes multiplas, respectivamente. Esta ultima
vem sendo demonstrada em trabalhos publica-
dos principalmente na tltima década, tanto em
metodologias para determina¢do quantitativa de
analitos, quanto para metodologias empregadas
em estudos de intera¢do intermoleculares!”'l,
A principal vantagem em se utilizar o modo de
injecoes multiplas é o aumento da frequéncia
analitica do método, ou seja, a possibilidade de
um maijor numero de andlises num dado inter-

valo de tempo!'®*],

O segundo modo de injegdo mais comum
em CE ¢ a eletrocinética ou por eletromigracao.
Neste caso, a amostra é introduzida através da
aplicacao de uma tensdo elétrica. A quantidade

injetada pode ser calcula através da Equacéo 6.

(:uep +:ueo )VMZCtinj
L

Q= (6)

onde Y, ¢ a mobilidade eletroforética do analito,
Pyop € @ mobilidade do fluxo eletroosmético, V
¢ a voltagem, r € o raio interno do capilar, C é a
concentra¢io do analito, b ¢ o tempo de injegao

e L é o comprimento total do capilar.

Assim sendo, a quantidade de amostra inje-
tada no capilar serd dependente da mobilidade
eletroforética de cada analito, o que pode acarre-
tar discriminagéo entre espécies idnicas de maior
e menor mobilidade. Este fato pode ser limitante
deste tipo de inje¢do, bem como uma forma de

injecdo seletiva. A injegdo eletrocinética é sim-
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ples, ndo requer nenhum equipamento adicional
e é vantajosa quando utilizada em amostras com

maior viscosidade!™?!.

3.3 Detectores

A Tabela 1 apresenta de forma resumida os
detectores mais comuns em CE e seus limites de
detec¢do caracteristicos.

Muitos dos detectores utilizados em CE
sao também empregados em HPLC. Em ambas
as técnicas, o detector de absorbancia no ultra-
violeta/visivel (UV-Vis) é o mais utilizado!"?.
No entanto o espectrometro de massas (MS, do
inglés Mass Spectrometer) apresenta-se universal
e altamente seletivo.

De um modo geral, para a escolha de um
detector adequado o analista deve atentar-se
primeiramente ao fato dos compostos separa-
dos apresentarem caracteristicas que permitam
que sejam detectados pelo método selecionado.
Assim como em HPLC, outros fatores devem ser
levados em consideracio na escolha do modo de
deteccdo, tais como sensibilidade, seletividade,
faixa linear e a capacidade de fornecer dados

quantitativos!'.,

No caso de CE equipada com detector
UV-Vis, a técnica tem sua sensibilidade prejudi-
cada com relacdo ao mesmo modo de deteccao
em HPLC. Isso se deve ao reduzido caminho
optico, cujo didmetro do capilar é da ordem
de pm. Para detectores deste tipo, a absortivi-

Spudeit DA, Dolzan MD, Micke GA

dade do analito respeita a Lei de Lambert Beer,
Abs = b.C.e, onde Abs é a resposta em absorban-
cia, b é o caminho 6ptico, C é a concentragao
molar e € é a absortividade molar do analito. Por
este motivo, o feixe dptico deve ser bem focali-
zado no capilar, de forma a minimizar a disper-

sdo da luz14,

3.3.1 Modos de deteccd@o no UV-Vis:
direto e indireto

O modo de detec¢do direto é comumente
utilizado e é adequado quando as espécies a
serem determinadas apresentam absor¢io na
regido do ultravioleta e/ou visivel. Nesse caso,
normalmente sdo utilizados como eletrélito de
corrida compostos que ndo apresentam absor¢ao
nessa regido. Assim sendo, o tamanho do pico
referente é dependente da Lei de Lambert Beer,

como descrito anteriormente!*'42],

Ja a detec¢io indireta é aplicada com sucesso
em Eletroforese Capilar para analitos que nao
apresentam absor¢do no UV-Vis, ou apresentam
absorcao pouco intensa. Neste modo, faz-se uso
de um croméforo no eletrélito de corrida, ou seja,
um dos componentes do eletrdlito deve apresen-
tar absorcdo na regidao UV-Vis. Os compostos
que sdo normalmente analisados utilizando-se
esse tipo de detecgdo sdo cations e anions inorgé-
nicos, acidos carboxilicos, aminoacidos e aminas

de cadeia curtal.

Tabela 1 Detectores mais comuns usados em Eletroforese Capilar.

Modo de deteccéo Limite de deteccao’
UV-Vis 105-107
Fluorescéncia (LIF) 10-13-10-"¢
Espectrometria de Massas (MS) 10-8-10-1°
Amperométrico 107-1071°
Condutométrico 107-107

'Concentracdo em mol L.

Scientia Chromatographica 2012; 4(4):287-297
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4 Modos de operacdo em
Eletroforese Capilar

Durante as décadas passadas, a Eletroforese
Capilar e suas muitas variantes, tal como a
Cromatografia Eletrocinética Micelar (MEKC, do
inglés Micellar Electrokinectic Chromatography),
Eletroforese Capilar em Gel (CGE, do inglés
Capillary Gel Electrophoresis), Cromatografia
Eletrocinética (EKC, do inglés Eletrokinetic
Chromatography), Isotacoforese Capilar
(CITP, do inglés Capillary Isotachophoresis) e
Eletroforese Capilar em Solugdo Livre (FSCE,
do inglés Free Solution Capillary Electrophoresis),
tém se demonstrado como técnicas de grande

poder de separagao!!*2122],

4.1 Cromatografia Eletrocinética
Micelar (MEKC)

A cromatografia eletrocinética micelar se
aplica principalmente a andlise de compostos
neutros. Neste mecanismo de separagio é base-
ada na parti¢ao diferenciada dos solutos entre a
fase movel e uma “pseudo-fase” composta por
micelas, cuja mobilidade efetiva é uma resultante
da mobilidade do fluxo eletrosmético e da mobi-

lidade da prépria micela.
4.2 Eletroforese Capilar em Gel (CGE)

Essa técnica é usada para a separacdo de
compostos, principalmente proteinas e acidos
nucleicos, por diferengas de tamanho relativo. A
separa¢do ¢ obtida preenchendo-se um capilar
com uma matriz polimérica. A maior vantagem
sobre a cldssica eletroforese em placas é a obten-
¢do de resultados quantitativos mais exatos,
tempo de analise mais curtos e a possibilidade de

automagao do processo.
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4.3 Cromatografia Eletrocinética

Capilar (CEC)

A CEC ¢é uma técnica recente de separa-
¢do que combina as vantagens da cromatogra-
fia liquida de alta eficiéncia com a Eletroforese
Capilar. Nesta técnica, o transporte de solvente
(fase movel) é feito através do fluxo eletrosma-
tico ao longo da coluna. Os capilares utilizados
para esse tipo de separacdo sio recheados com
uma fase estaciondria, como C18 (octadecilsi-

lica).

4.4 |sotacoforese Capilar (CITP)

A TIsotacoforese Capilar é uma técnica em
que sao empregados dois tipos de eletrélito e
os solutos ficam confinados entre duas regioes
compostas por estes eletrolitos. O primeiro ele-
trolito, que apresenta mobilidade eletroforética
maior que todos os componentes da amostra,
¢ chamado de eletrolito lider. O segundo, que
apresenta mobilidade eletroforética menor que
todos os componentes da amostra, é conhecido
como eletrolito terminador. Quando o poten-
cial é aplicado, cria-se um estado estacionario
no qual as zonas dos analitos migram em ordem
decrescente de mobilidade, mas com velocidade
constante e unica. Outro aspecto importante ¢
que todas as zonas adotam a concentra¢ao do
eletrdlito lider. Desse modo, esse fendmeno pode
ser utilizado para concentra¢do de amostras no

interior do capilar.

4.5 Eletroforese Capilar em solucéo

livre (FSCE)

Também denominado Eletroforese
Capilar de Zona (do inglés Capillary Zone
Electrophoresis), é o modo de operagdo em CE
mais utilizado pelos analistas. Neste modo, a
amostra ¢ injetada dentro da coluna capilar pre-

viamente preenchida com o eletrélito de corrida,
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e o potencial é aplicado gerando um campo elé-
trico, fazendo com que os solutos migrem den-
tro do capilar em zonas distintas. Dessa forma,
os solutos sdo separados de acordo com as dife-
rentes mobilidades efetivas resultantes da com-
posi¢do entre as mobilidades eletroforéticas e a

mobilidade eletrosmotica.

4.5.1 Simulagédo de Eletroforese Capilar
em solugdo livre

A ferramenta que se destaca para otimizacio
e simulagdo de FSCE ¢é o software Peakmaster®?’).
Vale reconhecer que a Eletroforese Capilar no
modo FSCE ¢ o unico, dentre todos os métodos
de separac¢do, que pode apresentar simulagdo

completa da separacao.

Para utilizacdo do software é necessario
que sejam conhecidos os valores de mobilidade
ionica e pK, dos componentes da andlise. Estes
dois pardmetros fisico-quimicos sdo, na verdade,
as informacgoes preliminares mais tteis quando se
deseja desenvolver um método por CE. Quando
se pretende utilizar softwares de otimizagao e/ou

simulagdo, sao fundamentais.

Conhecidos esses parametros, é possivel
construir curvas de mobilidade efetiva versus
pH. A partir dela sdo obtidas informagdes como
pH 6timo e componentes do eletrdlito de corrida

adequados para a analise.

O software Peakmaster® foi desenvolvido por
Bob Bohuslav Gagl??! e fornece caracteristicas
relevantes, como pH, for¢a idnica, condutividade
e capacidade tamponante do eletrolito de cor-
rida ja estabelecido, bem como eletrodispersao
dos analitos (EMD, do inglés Electromigration
Dispersion) que acarreta alargamento dos picos e
mobilidades efetivas dos componentes da analise
nas condi¢des determinadas. Deteccdo indireta e
detecc¢do por condutividade também podem ser

simulados pelo software!*°.
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5 Conclusoes

Dentre as técnicas analiticas de separagdo, a
Eletroforese Capilar ¢ considerada a mais recente
e, de fato, ainda nao estd inserida nas comunida-
des académicas, bem como em industrias, tanto
quanto as técnicas cromatograficas. No entanto,
vem crescendo exponencialmente o interesse
pela técnica. Isto se deve principalmente a carac-
teristicas como baixo custo operacional, abran-
géncia das analises (versatilidade), simplicidade
instrumental, tempo e quantidades e toxicidade
de reagentes e residuos extremamente reduzi-
dos se comparados as técnicas de HPLC e CG.
Por outro lado, a CE necessita de investigacoes e
aperfeicoamento para melhoria de sensibilidade
e reprodutibilidade das analises. De fato, a téc-
nica é extremamente versatil, porém apresenta-
-se como complemento as técnicas de separagio,
assim como as demais. Quando se deseja fazer
uma analise especifica, é necessario uma escolha
criteriosa da técnica adequada, e para isto deve-
-se considerar seletividade, sensibilidade, robus-
tez, tempo, quantidade de reagentes e amostras
disponiveis, concentragio de analito, custo,
quantidade de residuo, e outros. A relevincia de
cada um destes fatores ird depender do objetivo
da analise que se deseja e das condigdes as quais
se encontram. A CE apresenta diversos modos
de operagido e cada um é adequado para sistemas
determinados. No modo CZE ¢ possivel otimi-
zar metodologias com auxilio de softwares de
otimizac¢do e simulagdo, destacando o simulador
Peakmaster®, desenvolvido por Gas et al.”®\. No
mais, todos utilizam a mesma instrumentacio,
exceto a eletrocromatografia capilar, em que a
coluna capilar se difere pelo empacotamento.

Anilises de moléculas pequenas, como far-
macos, vitaminas, aminoacidos, ions inorgani-
cos, etc, sdo possiveis de ser realizadas por CE,
bem como moléculas maiores, como polimeros,

proteinas e acidos nucleicos. Além disso, estudos
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cinéticos e de interacdo para calculos de cons-
tantes de ligagdo também vém sendo realizados
exaustivamente por pesquisadores de todo o
mundo, demonstrando-se uma ferramenta util

para diversas areas do conhecimento.

O sistema da CE permite modificagdo de
diversos parametros, como os exemplos citados
ao longo do texto, modificagdo interna do capilar

e multiplas injecoes.
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