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Eletroforese capilar

Eletroforese capilar g~

v' Eletroforese: separacao baseado nas velocidades de migragao diferenciais
de compostos idnicos ou ionizaveis sob agdo de um campo elétrico.

v' Até o aparecimento da eletroforese capilar (EC), as separagdes eram
realizadas em um meio plano estabilizado como papel ou um gel poroso
semissolido.

v" No inicio dos anos 1980, os cientistas comecaram a verificar a viabilidade de
realizar as mesmas separagcdes com microamostras em tubos capilares de
silica fundida (resultados promissores em termos de resolucgao, velocidade e
potencial para automacgao) - EC tornou-se uma ferramenta importante para
a solucao de problemas analiticos envolvendo separagoes.
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Eletroforese - Histoérico g~

» Eletroforese em escala macro, as separagoes sao feitas em papel ou gel
(Arne Tiselius - 1930).

A técnica foi pioneira na década de 1930 pelo quimico
biofisico sueco A. Tiselius, que recebeu o Prémio
Nobel em 1948 por seu trabalho em eletroforese e
“descobertas relativas a natureza complexa das
proteinas séricas’”.

» Eletroforese em escala micro ou nano, as separagoes sao feitas em

tubo capilar (James W. Jorgenson - 1981) = viabilidade do uso como
técnica analitica instrumental.

Fonte: M. F. M. Tavares, Quimica Nova, 19/2(1996) 173.

Eletroforese - Historico s

Diagrama de Eletroforese em Gel (escala macro)

SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

» A combinagao do SDS-PAGE elimina a influéncia da estrutura e carga e as proteinas
separam em fungao da diferenga do peso molecular.

» Separagao de proteinas (5 <MM <250 kDA)

Pogos
Gel

https://www.youtube.com/ === P

watch?v=hdmQaAycafc " de energia

g

LA

Fonte: https://pt.khanacademy.org/science/biology/biotech-dna-technology/dna-sequencing-pcr-electrophoresis/a/gel-electrophoresis
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Eletroforese - Historico

oslectric focussing (first dmension)
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Eletroforese em Gel
Da =g/moL SDS-PAGE - 2D

21kDa

(a) (b)

SDS-PAGE-1D
(a) padrao de proteinas de baixo peso molecular
(b) amostra de agua de coco

Eletroforese - Historico

Problemas da eletroforese em escala macro

» Baixa capacidade de dissipar calor causado pela passagem de corrente através
do meio condutor(aquecimento por efeito Joule).

» Calor é dissipado nas extremidades do recipiente gerando gradientes de
temperatura.

» Gradientes de temperatura induzem gradientes de densidade que podem
provocar convecgoes.

Fluxos convectivos servem para misturar bandas.

Mobilidade é dependente da temperatura.

8 Fonte: M. F. M. Tavares, Quimica Nova, 19/2(1996)173.
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Eletroforese capilar - Diagrama

» Solucao para o problema do efeito Joule: utilizagdo de tubos com dimensodes
capilares - favorece a dissipacao do calor
Revestimento de
poliimida
~15pm Silica Fundida
\

Campo Elétrico

~330 um Capilar 30 kV/0,5 m = 60 kV/m
(~40-100cm )

L >
Cavidade'Interna Direcao do Fluxo

10-100 um Detector
Eletrolito Eletrolito

Automacao
Sistema de deteccao

Manuseio de volume reduzido de amostras
9 Fonte de Tensao

Eletroforese capilar - Instrumentacao

Capilar de silica fundida preenchido com um tampao;

Diametro interno entre 10 e 100 um;

Comprimento de 40 a 100 cm;

Dois reservatorios de tampao que também contém eletrodos de platina;
Introducao da amostra em uma das extremidades e a deteccao na outra;
Potencial de 5 a 30 kV cc € aplicado entre os eletrodos.

ASANENENENEN

DISPOSITIVO PARA
CONTROLE DE CAIXA DE
TEMPERATURA ACRILICO

ELETROD|

CAPILAR

-l,

Resposta do detector

RESERVATORIO PARA
O ELETROLITO

10
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Cassete

Detetor PDA

Entrada do capilar - Anodo

Foto: Jeane Santos da Rosa

Saida do capilar - Catodo

Carrossel de selegdo
de frascos

Frascos de
reabastecimento
e descarte

1 Fonte: https://www.lumexinstruments.com/br/eletroforese_capilar/capel-205.php e https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/195077/1/Doc-133-
CGPE-15106-CP-18-18-27mar2019.pdf
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Eletroforese capilar

Sample Injection

4 NaCl and 6 NaBrO; molecules

https://www.youtube.com/watch?v=wStVirFjHOo

12
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Eletroforese capilar - Coluna Capilar g~

> Silica fundida (alta pureza) - importante por gerar o fluxo eletrosmético
» permite dimensoes precisas

alta constante dielétrica

baixa condutividade elétrica

alta condutividade térmica

boa resisténcia mecéanica

maleabilidade

boa resisténcia quimica

YV V V VYV V V V

alta transmitancia optica(190-900 nm)
» Vidro
» Teflon

13
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Eletroforese capilar - Principios 2~

Quais os principios que regem a

separacao eletroforética?

» Mobilidade eletroforética

» Mobilidade eletrosmotica

14



Eletroforese capilar - Principios g~

» 0Os componentes de uma solugao sao separados pela aplicagao de uma voltagem
de ponta a ponta de um tubo capilar de silica fundida.

> lons diferentes tém mobilidades diferentes e migram através do capilar em
velocidades diferentes.

» Quando umion de carga q(C) esta sob acdo de um campo elétrico E(V/m), a forga
que atua sobre o ion é gE (Newtons).

> Aforga de retardo (atrito) € dada pelo produto da velocidade do ion (Vg eirororstica) €
coeficiente de atrito (f).

f Veletroforética for(;a de atrito

+ . - gE = fue
+ fip @ i — Accelerating Frictisnal
+ — force force
15
15
©
Eletroforese capilar - Principios 2~

» A mobilidade eletroforética (Ugey,) € @ constante de proporcionalidade (q/f)
estabelecida entre a velocidade do ion (vg,,) € a intensidade do campo elétrico
(E).

» A mobilidade eletroforética (Hejetro = A/ f) € proporcional a carga e inversamente
proporcional ao atrito.

fveletro @ QE _

+ -
Veletro = ? E = .ueletroE
E é a forca do campo elétrico em volts por centimetro; V é a voltagem aplicada; L, o comprimento
6 do tubo entre os dois eletrodos; g ey, € @ Mobilidade eletroforética
16
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Eletroforese capilar - Separagoes Eletroforéticas g ~

A mobilidade eletroforética ¢ proporcional a carga do ion e inversamente
proporcional a forga de retardo por friccdo sobre o ion (determinada pelo tamanho
e formato doion e pela viscosidade do meio).

¥

v" 0 campo elétrico atua em ions: se duas espécies diferem na carga ou nas
forgas de atrito enquanto se movem através do tampao, elas sao separadas.
Espécies neutras ndo sao afetadas pelo campo™.

v' Para ions de mesmo tamanho, 1 carga 1 forgca motriz e 1 taxa de migracgao.
Razao carga/tamanho combina esses dois efeitos.

v Em contraste com a CLAE, apenas uma fase esta envolvida na separacao
eletroforética.

17

Eletroforese capilar - Principios 2~

» Em moléculas de mesmo tamanho, a mobilidade aumenta com a carga
(considerando mesmo solvente e mesma temperatura)

- \/ - - ) -
HO,C COH 0. Co, 0,C Co,

co; CO,H Co;

2 2
g m g m

m’ o _
Map= ~254 X 107F = = 469X 107 o = —595 X 10
(solvent is HyO at 25°C)

> E inversamente proporcional ao coeficiente de atrito (f)

f= BTET]I’ H eletro — q/ f
Equacao de Stokes
n = viscosidade

18
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Eletroforese capilar - Eletroferograma

0150 1 ' 7 8 Solucao 10 uM
6.100 J f 4 1-K
! 2 -Ba?*
 toms _ 3-Ca?*
3 0 4-Na*
ED.DW | ‘ 5_ M92+
=
0080 11 AT | T i
AR et fons  Mobilidade (m2/s.V)
-p'mm 1I5 20 z.rs 5.11:» K* 7,62 x 10-8
tirme f min
Ba2* 6,59 x 108
Raio doion:
Li+(r:78 pm) Caz+ 6,12)(1078
K*(r=136 pm) Na* 5,19x 108
Ba2*(r=138 pm) .
Li* 4,01x 108

ions Mobilidade (m?/s.V) ions Mobilidade (m?%/s.V)
H* 36,30 x 1078 OH- 20,50x 108
Rb* 7,92 x 108 Fe(CN) 11,45 x 108
K+ 7,62 x108 Fe(CN)g> 10,47 x 1078
NH,* 7,61x10°8 S0,% 8,27x 108
Lad* 7,21x1078 Br- 8,13x 108
Ba2+ 6,69 x 108 I 7,96 x10°8
Ag* 6,42 x 108 CIr 7.91x108
Ca? 6,12 x 108 NO;- 7,40 x 1078
Cu?* 5,56 x 108 Clo," 7,05 x 1078
Na* 5,19 x 108 F- 5,70 x 10-8
Li* 4,01x 1078 HCO; 4,61x108
J CH5CO,” 4,24 %108

20
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Eletroforese capilar - Principios
» Caracteristica particular EC: fluxo eletrosmético
» Causa: duplacamada elétrica que se desenvolve na interface silica/solucao.

» Em pH > 3, a parede interna do capilar de silica encontra-se carregada
negativamente (ionizacdo dos grupos silanois (Si-OH) da superficie.

» Os cations do tampao congregam-se em uma
dupla camada elétrica adjacente a superficie
negativa do capilar de silica. ‘i

Fluxo eletro-osmético
—_—

» (Os cations na camada difusa externa a dupla : = . =
camada sao atraidos para o catodo, e umavez - - - VeV Ve
que estao solvatados, arrastam o solvente com e B i
eles.

21

21

Eletroforese capilar - Principios

© S] . =
® Seio da Solugao
. ® ©° ® © } cations=anions
) " ® @ ® o0® ® Parte difusa da dupla camada
@ o) @ ® ®g O ® (ricaem cations)

299 0% 902999 © &b 90} Litions ligadss a0s grupos

(a) | Parede da Silica Fundida

» Quando um campo elétrico é imposto tangencialmente a superficie, forgas elétricas
atuam nas cargas da camada difusa, causando movimento unilateral de ions em
direcao ao eletrodo de carga oposta. Durante a migragao, ions transportam moléculas
de 4agua, induzindo um fluxo de solugdo como um todo (fluxo eletrosmético).

- ~©
@&~ -0 & . e Fluxo na
oq. ©
3 . docato
@ ‘<-) s ~© @ @ ® @
Anodo Q‘O @& & @ @0 & ﬁ Catodo
95”0 0600600 o &% %2
22 (b)
22
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Eletroforese capilar - Principios

Fluxo liquido da solugdo com um perfil  Contraste com o perfil laminar (parabdélico)
plano através do tubo: fluxo origina-se  observado em fluxos gerados por pressao

em suas paredes. na CLAE.
K :I e F Per——r | —— > \____ j
B

fhrxo eletro-osmético fhixo induzido por diferenca de pressdo

Perfil & essencialmente plano: o fluxo eletrosmético nao contribui
significativamente para o alargamento de banda, como o fluxo gerado por
pressao o fazem CL.

23
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Eletroforese capilar - Principios

v' A vazao do fluxo eletrosmético é geralmente maior que a velocidade de
migracao eletroforética dos ions individuais.

Resultado: torna-se efetivamente a bomba de fase movel da ECZ.

Mesmo que os analitos migrem de acordo com as suas cargas dentro do
capilar, a vazao eletrosmética ¢ normalmente suficiente para arrastar todas
as espécies positivas, neutras e mesmo negativas para a mesma
extremidade do capilar.

v' 0 eletroferograma resultante mostra-se como um cromatograma, porém
com picos mais estreitos.

24

24
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Eletroforese capilar - Principios g~

A mobilidade eletrosmética (p,.,) é a constante de proporcionalidade entre a
velocidade eletrosmotica(v,,) e aintensidade do campo elétrico aplicado (E).

Veo = Heo E

Como a velocidade eletrosmética(v,,) pode ser estimada?

distancia entre o injetor e o detector

tempo de migragio de uma molécula neutra

veo

Diretamente proporcional a densidade de carga na superficie da silica

pH < 7(a eletrosmose diminui) = Si-0- = Si-OH (diminuicao da densidade de carga
superficial)

pH =9 (tampao borato) o fluxo eletrosmotico é ~2 mm/s

pH =3 (tampao citrato) o fluxo eletrosmético é ~0.2 mm/s

Eletroforese capilar - Principios 2~

Mobilidade Eletrosmoética

Inversamente proporcional a forga iénica do meio
Forcaionica alta(a eletrosmose diminui)
espessura da camada difusa ions solvatados ~ 10 nm (u =1mM)
~0,3nm(p=1M)

0 fluxo eletrosmaético uniforme contribui para a alta resolucao da eletroforese
capilar
Fluxo de ions no capilar causa aquecimento Joule que causa mudanca na
uniformidade e consequente dispersao
Em condicdes normais o canal central do capilar esta 0,02 a 0,3 K mais quente do
que a parede

» Viscosidade menor naregiao mais quente

» Causa perturbacao do fluxo eletrosmotico

+' Capilar fino (didametro 50um) maior dissipacao do calor
¥ Maior didmetro do capilar & maior gradiente de temperatura

01/12/2023
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Eletroforese capilar - Principios

Mobilidade Aparente

» A mobilidade aparente (pap) de um ion é a soma da mobilidade eletroforética e da
mobilidade eletrosmotica da solucao.

Map = Heletro + Heo

» Céation do analito movendo-se na mesma direcdo do fluxo eletrosmético (Hyer, €
Heo) tem o mesmo sinal, portanto p,, > Hejetro-

> Anion do analito movendo-se na diregdo oposta ao fluxo eletrosmotico (Hypero © Heo)
tem sinais opostos

» pH=27aeletrosmose transporta os anions para o catodo (Hejerrol~) < Heo)-

» pH <7 aeletrosmose € menos intensa e os anions podem nao alcancar o
detector (Hgetrol~)> Heo) = inverter polaridade da corrente.

27
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Eletroforese capilar - Principios

Velocidades na presenca do fluxo eletrosmético Velemoosmstico

A eletrosmose ¢ frequentemente desejavel em @—>
certos tipos de EC, mas nao em outros = pode

+ | —» .
ser minimizado por recobrimento da parede Os comprimentos das
. . setas indicam a
interna do Capllar com um reagente como O @ grandeza de suas
trimetilclorosilano para eliminar os grupos «—C velocidades; aseta
. L. , . aponta para a diregao de
silanois da superficie. P movimentacao.
— VvV = E Viotal = Veletroosmético T Veletroforitico
Veletro = “eletroE eo =~ Meo @ X
= =v_/E
Heletro VeletrO/E Heo j @
\’ Hap = Veletro/E + veo/E =
Hap = VtotaI/E (:)_’

28

28
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Eletroforese capilar - Resolucao g ~

» 0 soluto se movendo pela coluna tende a se dispersar numa forma gaussiana com
desvio padrao 6.

» Quanto mais tempo um soluto passa no capilar, mais largo se torna o sinal.

» Aresolugao entre picos adjacentes de um eletroferograma é a diferenca entre os
tempos de migracgao (At) dividida pela largura média dos picos na linha de base

(Wineg-)

Atp  0,589Atz VN Ap,,

R, = — = may
* w Wl/Zméd 4 nuap

méd

Tempo - W =43

29
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Eletroforese capilar - Pratos Teoéricos g~

Equacao de van Deemter Cromatografia _
Liquida de Alta e Eletroforese
Resolucao Capilar
H z. + B/u, + @ 4100 pratos 92000 pratos
S
5
» Cromatografia coluna empacotada g
ABC=0 =
@©
» Cromatografia coluna capilar 2
o
A=0 @
. oz
» Eletroforese Capilar J \
AC=0 R SRR

—
52 5.6 6.0 6.4 68 7.2

Tempo(min)

30

01/12/2023
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Eletroforese capilar - Pratos Teoricos B~

v Embora a eletroforese capilar nao seja um procedimento cromatografico, as
separagoes sao geralmente descritas de maneira similar a cromatografia. O
numero de pratos, por exemplo:

_ W

N =
2D

em que D é o coeficiente de difusdo do soluto(cm?/s)
v" Resolucdo aumenta com o numero de pratos - altas voltagens para se obter
separacdes com uma alta resolucao.

v" Ao contrario da situagdo em cromatografia, o nimero de pratos ndo aumenta
com o comprimento da coluna.

v' Tipicamente, o numero de pratos em eletroforese capilar ¢ de 100.000 a
200.000 com as voltagens usuais aplicadas, em comparagao com as 5.000 a
20.000 tipicas paraa CLAE.

31
©
Eletroforese capilar - Pratos Teéricos 2~
Detector
/
; "
! Ld 7
c? = 2Dt
N = 16t52/w? T L e L/t
W = 4o RO T ale t:Ld/uapE
l l E = V/L,
Desvio-padrao
dabanda N - Map V Ly
2D L,
32
32
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v Elevacao do frasco acima do nivel do capilar para

34

34

» Maior N melhor a separacao
» Paraumarazao constantedeL /L, Né

» Maior E maior N

» Fatores que afetam a resolugao

Eletroforese capilar - Introdugao da amostra

01/12/2023

Eletroforese capilar - Resolugao

Flap \/I—d
2D L,

T T T T
211 212 213 214

independe do comprimento do capilar
V=120 kV

Absorbancia —

v’ Variancia devido a injecdo ou a deteccao
v' Aquecimento do capilar

v’ Interacao do analito na parede do capilar
v Mobilidade dos ions do soluto —
v Mobilidade eletrosmotica

T T T T T

5i5 55.0
Tempo(min)

v" Vacuo pode ser aplicado no tubo, na

Injecao sob pressao extremidade do detector.
Pressio Viicuo
- — detector
Presséo
_,\ @D — ccteaor /,‘m
H A 1
Amostra Reservatério do eletrlito Amostra Reservatério do eletrlito
Sifonamento Eletrocinético
- ~——p detector
@D — detector
—a &
I S it
Amostra h ~
v | Anoswa J
Reservatdrio do eletrdlito ou tampdo +-  Reservatério do eletrolito

Adaptado de Queiroz, S.C.N.; Jardim, .C.S.F. Eletroforese Capilar, Chemkeys, 2011.

v o
forcar a amostra para dentro do tubo (sifonacao). Eletrocinético

17



Eletroforese capilar - Introdu¢cao da amostra

Injegao hidrodinamica

» Frasco de amostra é pressurizado na entrada do capilar ou faz-se um vacuo na
saida (AP conhecido)

> Frasco de amostra ¢ elevado em relagao ao outro (sifonagem)
AP=pgAh

» Calculo do volume injetado é dado por:

APrd“t Pode ocorrer alargamento
V= 128 devido ao perfil de
nl, : .
velocidade parabdlico

caracteristico do fluxo

AP = diferenca de pressao entre as extremidades do capilar induzido por presséo
d =diametrointerno do capilar

t=tempodeinjegao

1 =viscosidade da amostra

L, =comprimento do capilar

35
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Eletroforese capilar - Introdu¢cao da amostra

Injecao eletrocinética

» Usa-se um campo elétrico para direcionar a amostra para o capilar (combinacao das
velocidades eletroforéticas e eletrosmotica)

» Calculo do numero de mols de cadaion em t sequndos é dado por:

Pap = Mobilidade aparente (b, = Pejerro + Meo)
Ky E =campo elétricoaplicado(V/m)
n= E — 2 r=raio do capilar
Hap Ky trreC C = concentracdo da amostra(mol/I)
t=tempodeinjegao
K/ K, =razao entre as condutividades do analito no tampao e amostra

. mobilidade diferentes dos analitos
Problemas associados - ~ . -
amostrainjetadando tem a mesma composigao da amostra original

» Mais indicada para eletroforese capilar em gel(transferéncia por volume é impossivel)

36

36

01/12/2023

18



Eletroforese capilar - Condicionamento do Capilar

» Condicionamento do capilar
v Lavagem com NaOH 1M e 0,1M(~15 min cada)

» Parausoem pH elevado (pH ~9)

v Lavagem com NaOH 0,1 M(~2 min)
v’ Lavagem com agua deionizada

v’ Lavagem com tampao de corrida

37

37

38

38

» Parausoem pH baixo(pH ~2,5)
v’ Lavagem com acido fosférico 1M
v’ Lavagem com agua deionizada
v’ Lavagem com o tampéo de corrida

Tabela 1. Sistemas tampao comumente usados em eletroforese capllar.”

Sistema Tampao PK, Sistema Tampéao PK, Sistema Tampao K.
Fosfato 2,12 Imidazol 7,00 HEPPSO 8,00
Citrato 3,06 MOPS 720 TRICINA 8,15
Formiata 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 475 BICINA 8,35
Citrato 540 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] etanossulfénico; ADA: dcido N-[2-acetamido]-2-iminodiacético; BICINA: N,N-bis[2-
hidroxietil)amino| etanossulfonico; BIS-TRIS: 1,3,-bis[tris(hidroximetil]-metilamino| propano; CAPS: dcido 3-[ciclohexilamino]-
Lpr onico; CHAPSO: de 3-[(3- propil)-dimetilaménio]-2-hidroxi- 1-propano; CHES: 4cido 2-[N-
ciclohexilamino] etanossulfonico: HEPES: acido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanossulfénico; HEPPSO: dcido N-[2-
hidroxietil] piperazina-N'-[2-hidroxi] propanossulfonico; MES: dcido 2-[N-morfolino] etanossulfonico; MOPS: dcido 3-[N-morfolino]
propanossulfonico; MOPSOQ: acide 3-[N-morfolino]-2-hidroxi propanossulfonico; PIPES: piperazina-N,N’-bis-[4cido
etanossulfénico]; TES: dcido N-tris[hidroximetillmetil-2-amino etanossulfonico; TRICINA: N-[2-hidroximetil)etil]-glicina; TRIS:
Tris(hidroximetil)amino metano.

Eletroforese capilar - Aditivos

Tabela 2. Aditivos de eletrélito comumente empregados em eletroforese capilar.

Aditivo

Fungio efou Efeito

Acidos sulfonicos
Aminas

Anfolitos
Ciclodexirinas

Eter coroa
Glicois

Metais de transicao
Polimeros de celulose
Sais inorganicos

Solventes orgéanicos

Tensoativos catidnicos
Uréia

Agentes de pareamento iénico e modificadores da carga superficial.
Bloqueiam sitios ativos na superficie do capilar. Reduzem adsor¢éo e assimetria de pico.
Reduzem a interacao soluto-capilar, melhoram a resolugao e simetria de pico.

Usados nas separacoes quirais e como complexantes auxiliares na separaciao
de compostos neutros.

Usados nas separa¢des quirais e como complexantes auxiliares na separagao de metais.

Reduzem a adsor¢io soluto-capilar, auxiliam na solubilidade de solutos organicos
e reduzem o fluxo eletroosmético.

Modificam a mobilidade de certos solutos, afetam a resolugéo.
Agentes modificadores do fluxo eletroosmdtico.

Reduzem o fluxo eletroosmético, alteram a conformacao de proteinas e previnem
a adsor¢io soluto-capilar.

Aumentam a solubilidade de solutos orgénicos. Reduzem interagio soluto-capilar.
Agentes modificadores do fluxo eletroosmatico.

Revertem o fluxo eletroosmético.
Aumenta a solubilidade das proteinas.

» Indicacgoes:

v’ para alterar mobilidade do soluto

v modificar o fluxo eletrosmotico

v solubilizar soluto ou compostos da matriz

v’ reduzir ainteragao de certos solutos com a parede do capilar
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Fonte: M. F. M. Tavares, Quimica Nova, 20/5 (19967) 494

01/12/2023

19



01/12/2023

Eletroforese capilar - Separagoes

» Separagdes possiveis com a eletroforese capilar
v espéciesidnica
v/ espécies neutras
v isdmeros opticos
v/ isétopos naturais
v Macromoleculas

> Possibilitou a determinacdo da sequéncia das bases adenina (A), citosina (C),
guanina(G) e timina(T) no DNA, no estudo do genoma humano.

Montagem
determinacgao de Cations determinacgao de Anions
) 8
S
Fhu o H_‘ @ ’Hhm m‘j‘ +
Eletrélito Eletralito Eletralits Eletralite
==} == i}
39 Fonl a-dsl:ThvnQD Funn;_n;u:’nsﬁn

39

Eletroforese capilar - Separagoes

Montagem: determinagio de Anions

» Considerando que a mobilidade aparente (uap) de um ion é a soma da mobilidade
eletroforética e da mobilidade eletrosmotica da solugao.

Hap = Heletro + Heo

Paraisso é importante que ocorra a inversao do fluxo eletrosmaético e,
consequentemente, a mobilidade eletrosmoética da solugao.

» Como inverter o fluxo eletrosmotico?

Parede da silica com cargas {
» adicado de surfactante catidnico negatives quimicamente ligadas & éé é é é &5 (5 é
» inversao da polaridade da parede Bicamada de ?
surfactante cationico & > S
> s * & ¢ ®
fluxo eletrosmotico do catodo para o anodo 0 ) 029@:@»@'@'@* o

Catodo / . Anodo

Anion do tampao
Fluxo Eletrosmético

40

40
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Eletroforese capilar - Espécies neutras

Cromatografia Eletrocinética Micelar

» Separa espécies neutras e ions
» Surfactante dodecil sulfato de sédio (n-C;,H,s0S05"Na*)
v Atinge a concentragdo micelar critica
Equilibrio das moléculas neutras

com a solugao livre e
interior da micela

++++++++ﬁ+++++
c ‘leo

© 1, Eletrosmético

O ‘-\.,- wO
® ' 8 ©
Z
4~ ) Fluxo
Anodo ) Eletroforético Catodo

+ 0+ o+ + o+ o+

41
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Eletroforese capilar - Espécies neutras

Cromatografia Eletrocinética Micelar

» Auséncia de micelas, todas as moléculas neutras alcancam o detector no mesmo
tempo t,

» As micelas injetadas com a amostra alcangam o detector no tempo t,,.

» As moléculas neutras atingem o detector em um tempo entre t e t.

» Quanto maior o tempo em que uma molécula neutra permanecer no interior de
uma micela, menor sera o seu tempo de migragao.

» Cations e anions interagem eletrostaticamente com as micelas, portanto o

tempo de migragcao também sera afetado

42

42
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Eletroforese capilar - Separagoes

Modos de separacao eletroforéticas: Eletroforese Capilar de Zona (ECZ);
Isotacoforese; Focalizagao Isoelétrica.

Eletroforese Capilar de Zona (EC2):

composigdo do tampéao constante por toda a . L niosulat, 2 romde,  chiord, s sufate, St & nerte, 7 bt

regido de separagdo = campo aplicado faz com e 14 ermote 18 asanate & shospmie. 11 emotte 1o
. .« . . galactarate, 19 carbonate, 20 acetate, 21 ethanesulfonate, 22 propionate,

que 0Ss dlferentes Componentes 10nicos m|grem 3 23 propanesulfonate, 24 butyrate, 25 butanesulfonate, 26 valerate , 27

5 benzoate, 28 I-glutamate, 23 pentanesulfonate, 30 d-gluconate.

de acordo com sua mobilidade (separagdo em
zonas) - regides resolvidas com tampao entre
elas

Absorbance, 254 nm

Eletroforese Capilar de Zona
Ky < M < M3
vi=mE vy =psE vy =pE 15 2.0 25 1.0
Anion Anion Anion Time, min
1 2 3
Catodo Tommod _+ || Anodo
o) _|TmPa° Tampio ampao Tam?a.‘l' ® Cations, Anions, Proteinas, carboidratos, ....

43
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Eletroforese capilar - Separagoes

Isotacoforese: Amostra injetada entre  Isotacoforese

dois tampdes: um de maior mobilidadg € Catodo _|Tampa°dcbm'a Tampio de dlta |_A_nodo
um de menor > bandas do analito T o mobilidade | mobilidade ®

adjacentes umas as outras e nao

separadas por tampao - todas as bandas

migram na mesma velocidade (iso). Em Focalizagao eletroforética: separar

qualquer aplicacao especifica, cations ou espécies anfiproticas (aminoacidos e

anions podem ser separados, mas nao os proteinas). Mistura de tamp&o que varia

dois ao mesmo tempo. no pH ao longo do comprimento = uma

extremidade na solugao de base forte e

outra na de acido forte = aplicagédo do

Focalizagio eletroforética campo elétrico, njigracéo dos H* e OH™ na

Baixo pH =~ Gradiente continuo de pH ———— AkopH  direGao oposta. A medida que o analito

Catodo o e H Anodo  mjgra, ele passa por regides de pH mais

o ®  paixos = protonagdo (diminuigdo da

carga negativa até pH=pl, carga 0) >

migracao causa separacao com banda
localizada no pH do seu pl.

44

44
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Eletroforese capilar - Detectores N

Analitos separados se movem passando por um ponto comum, os detectores sao
similares no desenho e na funcao aqueles descritos paraa CLAE - pequenas
modificagoes sao suficientes para acomodar os capilares

/UItravioIeta
Fluorescéncia

Espectrométricos [ Lentes térmicas
Raman

\Ouimioluminescéncia
Condutividade

E|etroquimicos Potenciometria
Amperometria

Espectrometria de massas

45

45

Deteccao por Ultravioleta

Eletroforese capilar -

v Absorgao: mais comuns pela aplicabilidade mais ampla;

v" Detecgdo realizada na coluna: revestimento de poliamida é removido em uma

peguena segdo - serve como célula detectora; = d
ao 0

v' Arranjos de diodo e dispositivos de carga
acoplada - permitem coleta de espectro em Remogiqde ma
pequena secdo da
menos de 1s; poliamida protetora
v" Detecgao por absorbancia indireta (espécies de
baixa massa molecular e sao dificeis de detectar |
sem derivatizagao): espécie cromofora é ¥
colocada no tampao de eletroforese > sinal
constante devido essa espécie = como o
analito desloca alguns ions, o sinal do detector
diminui durante sua passagem; P
nodo

46

46
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Eletroforese capilar - Detecgao por Ultravioleta

» Células para aumentar a sensibilidade dos métodos de absorcao
(comprimento do caminho) = extremidade do capilar é dobrada em forma de
Z, que produz um comprimento de caminho de dez vezes o didmetro capilar.

75-pum
capillary

Shim with
300-pum

hole \

Source Detector

Plastic
disks

Source

Silver coating

Detector

47 Fonte: https://www.metrohm.com/

a7

Condutividade e Amperometria

ER
(Ag/AgCl)

EA(P) m
Capilar
Célula para detecgao
amperomeétrica
Compartimento Catodo da
dotampao {[:l) E(Ig::::;eﬂie Dispositivo parao

posicionamento

Saida: isolamento pela insergao de uma junta porosa de
vidro ou grafite entre a ponta do capilar e 0 seqgundo

capilar contendo os eletrodos detectores

Isolamento dos eletrodos da alta
voltagem requerida para a separagao
48

48
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Eletroforese capilar - Detectores

» Deteccao por fluorescéncia

v’ sensivel aos analitos que apresentam fluorescéncia ou derivados fluorescentes
» Deteccao por espectrometria de massas

v/ muito sensivel e permite determinagao qualitativa e quantitativa

v acoplamento é critico

v’ vazdes muito pequenas tonam possivel o acoplamento direto a fonte de
ionizacdo de um EM(ESI; MALDI; FAB; ICP/MS).

Electrospray Conversion
100-cm-long, 100-um.  ion source fon  Quadrupole  gynsge

i foscd-silivn capillary L RF guadrupole lens mns/s filter /
Ny J_
Amostra precisa ser +30-50kY g“‘g — ’/ / ’ :E:ﬁ!;‘i.l,
vaporizada: uso de tampdes j rﬁ B — S
p p Metalized fused Lr - ‘ 1 L l L r ‘ | )
o pump

volateis T;_T i b

(500 Lis)
Sample  CE buffer
High-voltage region
(interlocked with
automated injection)

Pump

49

49

Eletroforese capilar - Detectores

Detectores para a Eletroforese Capilar

Limite de Deteccio Representativo®

Tipo de Detector (atomols detectados)
Espectrometria
Absorciof 1-1,000
Fluorescéncia 1-0.01
Lentes térmicast 10
Famant 1000
Quimiluminescénciat 1-0.0001
Espectrometria de massas 1-0.01
Eletroguimicos
Condutividade 100
Potenciometriat 1
Amperomefria 0.1

50
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Eletroforese capilar - Aplicagoes

01/12/2023

— —
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> a
Interfacing flow injection with capillary electrophoresis and T z
inductively coupled plasma mass spectrometry for Cr speciation in W 2 t (+)
water samples g
3 nebulizer to [CP
Maria Fernanda Giné,” Ana Paula G. Gervasio,” André F. Lavorante,” ) — =
Carlos E. S. Miranda” and Emanuel Carrilho” wrmncorgljen o e =
= |
: "J
make-up !
R R solution
R 18 fused silica
a capillary Ar
woy peristaltic
. pump
o .
w injector
n loop.
t 60 ,  sample
s \ i waste
2" electrolyte
[}
60 80 100 120 140 160 180

time, s

Fig. 2 Electropherogram of Cr species in a river water sample. From
left to right the Cr(vi) and Cr(in)-DTPA peaks followed by a small

peak of an unrecognised species.

51
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tubular electrode

Cromatografia idnica

Eletroforese capilar

Principio de separacao

Colunas

Vazoes| volume injetado
LD(UV)

Pratos

Tempo de analise

Reprodutibilidade dos

Adsorgao/dessorgao - particao
entre afase movel e a fase
estacionaria ——ooo=—..

resinas

0,1-2,0 mL/min|1-50 uL
107-10*mol L

>10.000

10 - 40 minutos

Diferencas na velocidade do
composto em um campo elétrico

silica fundida ou polimeros
0,1-2,0uL/min|<1-5nL
105-10"7mol L

>100.000

5-15 minutos

A ~ <2% <5%
parametros de retencao
Precisao e exatidao ca.2% ca.2-5%
Preco Maior Menor (aumentacom MS)
52 V. Pacakova, K. S. tulik Capillary electrophoresis of inorganic anions and its comparison with ion chromatography. Journal of Chromatography A, 789 (1997) 169-180.
52
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Exercicios g~

0 que é um fluxo eletrosmotico? Por que ocorre?

. Por que o pH afeta a separacao de aminoacidos em eletroforese?

Qual é o principio de separacao em eletroforese capilar de zona?

. Cite trés métodos diferentes para diminuir o fluxo eletrosmatico. Por

que a direcao do fluxo eletrosmético muda quando um capilar de silica
é lavado com um surfactante catiénico?

27
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