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ELETROFORESE EM GEL
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Caracteristicas da
Eletroforese em Gel Classica

- analisa paralelamente varias amostras

© 3 aparelhagem simples e barata
- alta capacidade de amostra

- analises demoradas (E = 20V/cm)
® < - quantificacdo pobre
- baixa sensibilidade




Eletroforese: Define-se como o movimento de
particulas carregadas eletricamente em
um meio liquido elétrico, sob a influéncia

INTRODUCAO

de um campo elétrico.
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Eletrolitos: solucao tampao usada no
preenchimento da coluna capilar e meio no
qual ocorre a separacao;

Eletrodos: instalados dentro dos reservatorios de
tampao, fazem a conexao elétrica e
aplicacao do campo elétrico atraves da
coluna;
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Coluna capilar: tubo aberto de silica fundida
onde ocorre o processo de eletroforese;

Amostra: mistura de analitos neutros e
lonizados, com um variado grau de
cargas e tamanhos;
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Separacao: quando a amostra € introduzida
em um lado da coluna, em especial no
lado anodico, seus componentes migram
com a aplicacao do potencial. A direcao e
a velocidade de migracao dependem da
carga e do tamanho da molecula;
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Fluxo eletrosmético: fenbmeno que acompanha a
eletroforese e acarreta a migracao do
eletrolito e compostos neutros;

Deteccao: moléculas separadas sao detectadas na
extremidade oposta a injecao. O registro do
detector € chamado eletroferograma.
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Ordem de migracao: ions positivos migram
para o catodo; ions negativos migram para
0 anodo; a razao de migracao depende da
razao carga/tamanho; | a relagao carga/
tamanho, | a velocidade;



ELETROFORESE CAPILAR

Mikkers (1979) - Demostrou que eletroforese em

tubos de teflon com 200 um

I.d., apresentava difusido reduzida em
comparacao ao sistema aberto.

Jorgenson & Lukacs (1981) - Usaram tubos de
/5 um em pyrex, oS quais mostraram
resultados, melhores do que tubos mais
largos. Devido a melhor dissipacao de
calor, altas voltagens puderam ser
implementadas (30 kV)



* Modos de Operacao:

- Zona (CZE)

- Isotacoforese (ITP)

- Focalizagao Isoelétrica (IEF)

etrocinetica Micelar(MEKC)
etroforese em Gel (CGE)

etrocromatografia (CEC)



* Aplicacoes:

- lons Inorganicos

- Compostos Quirais

- Compostos Hidrofébicos
- Peptideos

- Macromoléculas

- Carboidratos

- Poluentes Ambientais

- Farmacos
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MEKC CIEF
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Sistema de Eletroforese Capilar

Data Collection/
Storage

20-100 cm

Inlet Buffer/ Outlet Buffer
Injection Sample Injection Detection

FIGURE 2. General schematic of a CE instrument.



* Reservatorio dos Tampoes:- Catodo

- Anodo

* Introducao da Amostra: - Voltagem
- Diferenca de pressao

- Volumes reduzidos (ulL-nL)

* Colunas Capilares: - Tubos de silica fundida
- Tubos com interior revestido
-30—-100cm x 50 — 75 um



Controle de Temperatura: - Liquido
- Ar Forcado

* Fonte de Alta Tensao: - 30 kV - 300 uA - 6W
- Bi-polaridade

* Aquisicao e Manipulacao de Dados:
- Analise Qualitativas
- Analise Quantitativas
- Impressao de Relatorios
- Eletroferograma



 Detectores: - Absorciometricos
- Eletroquimicos
- Espectrometricos

- on- e/ou off-column

LIGHT

Capillary\ \I\J/
\ommor: commo/

Fig. 1.8. Drawing of a piece of a fused silica capillary with a section of the polyimide coating
removed which serves as the cell in a UV/vis or fluorescence detector. This drawing is not to scale.




» Eletroferograma - Registro da Resposta do
Detector x Tempo

o
= AN

0 Time in minutes

Fig. 1.6, Dmawing of a capillary electropherogram, ¢1, #2, and 13 represent the migration times
of sample components, measured at the apices of the peaks.

O eletroferograma € o registro temporal da
separacao eletroforética onde os componentes
separados sao detectados ao passarem pelo
detector.



Capillary Zone Electrophoresis
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| - MOBILIDADE
ELETROFORETICA DE UMA
PARTICULA ELETRICAMENTE
CARREGADA EM SOLUCAO

A - Solucoes Diluidas - Leis de Stokes







1) Em campo elétrico homogéneo a particula
sera acelerada pela forga elétrica F,

Z, = numero de cargas do componente |

e, = carga elementar [ 1,602 x10-° A.S =C ]
E =forca do campo elétrico [ V.cm™ ]



2) Em um meio hidrodinamico viscoso existira
uma forga de arraste (ou friccional) F
exercida sobre as especies / na proporcao de
suas velocidades vp°.

Fy=xm.v?°

K = constante [cm]
n = viscosidade newtoniana da solugao [P_.s]
v.® = velocidade de migragao do componente i [cm.s-1 ]



3) De acordo com a lei de Stokes, k = 6mr

para uma particula esferica. Para particulas
nao esfeéricas o valor numerico é < 0.

4) No momento da aplicagao do campo
elétrico e a forga de aceleracgao F_ sera contra-
balanceada pela forga de arraste F, e as

particulas / migrarao com velocidade vpP
constante.






5) Visto que a velocidade de migragcao v é
proporcional ao campo eléetrico E, o fator de
proporcionalidade € chamado mobilidade
eletroforética absoluta u?.

—_ _ !
U, = [cm2.V-1.s7]

E ornr;

O O
o Vi ZL;ve




B - Solucoes Reais - Lei de Debye, Hiickel e
Onsager (DHOQO)

atmosférica ionica particula carregada

F. = Forca Elétrica F, = Forga Arraste
F.., = Forca Relaxamento F...= Forca de Retardo



1) De acordo com D.H.O., um ion em solugao
estara sempre rodeado por ion de carga oposta.

2) A presenca da atmosfera iOnica de carga oposta
acarreta a agcao de duas forgas adicionais, F, e
F.o» que diminuirao a velocidade do ion.

3) A forca de retardo (F,.,) € causada pelo
movimento, em direcao oposta, dos contra-ions.
Como resultado a forga friccional € maior e ha um
decréscimo na modalidade do ion central.



4) A movimentacao do ion central deformam a
atmosfera i6nica, alterando a densidade relativa de
cargas. Isto €, a densidade da atmosfera idnica
sera levemente menor na parte anterior do ion
central do que na parte posterior (a diregcao do
movimento).

5) AtracOes couldmbicas entre as duas partes do
ion desaceleram o mesmo na proporcao da forca
de relaxamento Frel.

6) O ajuste pode ser feito substituindo-se a carga
absoluta do ion pelo seu valor efetivo (D.H.O.), o

gual leva em consideracao os contra-ions e o raio
da atmosfera ioOnica.



o
61 R

U; =

u; = mobilidade eletroforética efetiva [cm?.s1.V-"]
Q,.s = carga efetiva do ion [C ]
R = raio total do ion [cm]

-. A mobilidade efetiva sera sempre menor
que a mobilidade absoluta devido as
iInteracoes iOnicas



Il - Mobilidade Eletroforética

\
- Raio ) - Solvatacao
- Forma - Viscosidade
- Carga > jon - Constante dielétrica > Meio
- Grau de - Forcga ibnica
dissociacao _/ - Temperatura
_/
- pH
_ carga
uao
volume (tamanho)




A. Determinacao da Mobilidade Eletroforetica
Efetiva

- O calculo da mobilidade eletroforetica pelas
equacoes descritas € muito dificill.

- Em termos praticos, pode-se calcular diretamente
pelo registro da separacao eletroforética
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Fig. 2.6. Schematic diagram of a capillary electrophoretic separation. t; migra-
tion time of component 1, 1, migration time of component 2, t., migration time of
EQOF marker, w; temporal peak width of component 1 and w, temporal peak width of
component 2



L detector
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- = [cm2.V-1s1]
' F |4

L ; = distancia entre eletrodos [ cm ]
V = voltagem aplicada [ V ]
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“¥” A velocidade aparente do componente I (Viap)) €

dado por:

v, =V, =V

i(ap) e

L, L
f [

€0

[cm.s™]

L , = comprimento da coluna até o ponto de detecgao [cm]

t; = tempo de migragao do soluto i [s]

t., = tempo de migracao do fluxo eletroosmatico [s]

Viap) = Velocidade aparente do soluto i [cm.s™]
V., = velocidade de fluxo eletroosmaotico
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Fig. 2.8. Electropherogram of benzyltrimethylammonium chloride (1), benzyl al-
cohol (2), acetylsalicylate (3), 4-hydroxybenzoate (4) and benzoate (§). Instru-
ment: Beckman P/ACE 2000; experimental conditions: fused silica capillary, 57 cm
X 75 pm i.d,, hydrodynamic injection for 1 s, field strength 263 V-cm*!, temperature
25 °C, UV detection at 200 nm, electrolyte system 50 mM sodium phosphate buffer,
pH 7.0

1. cloreto de benziltrimetilamoénio (1+) 2. alcool benzilico (0) 3. salicilato
de acetila (1-) 4. 4-hidroxibenzoato (1-) 5. benzoato (1-)



““”Na auséncia de fluxo eletrosmotico, a mobilidade
pode ser calculada por:

v, L, L,
E tV

[ cm2. V-1.s1]

L , = comprimento da coluna até o ponto de detecgao [cm]

L - = comprimento total da coluna (distancia entre os eletrodos) [cm]
t; = tempo de migragao do soluto i [s]

E = intensidade do campo elétrico [V.cm™]

V = voltagem aplicada entre os eletrodos [V]



B. Eletrosmose e Fluxo Eletrosmotico (EOF)

 Eletrosmose ou eletroendosmose é o fendbmeno basico
que acompanha todo processo eletroforético

 Dentro de um tubo de silica fundida a eletrosmose
provocara o aparecimento de um fluxo dentro da coluna

« O fluxo origina-se da ionizacao dos grupos silandis na
superficie da coluna (acidos fracos - pk, ~ 3)

« Para medir o fluxo eletrosmoético € necessario um
marcador neutro (substancia visivel pelo detector porém
nao ionica)




S.i Si S:i Si
Oe o Oe oe Capillary wall
Fixed layer — (+) O, O,

o= O ® ® O

Electroosmotic flow ——>

Fig. 2.3. Representation of electroosmotic flow in a capillary. Electroosmotic flow is caused by
the negatively charged Si-O~ groups on the inner wall of the capillary attracting the positively
charged cations, represented by the circled +'s, forming the fixed layer. The mobile layer of cations
is pulled toward the cathode, dragging the bulk buffer solution with it. The anions and the solvation
of the cations are not shown.



- Camada fixa - cations fortemente atraidos pelos
grupos silanois sao imoveis

« Camada movel - formada pela dupla camada
difusa, € atraida eletroforeticamente ao catodo

* Entre as duas camadas - plano de cisalhamento

Potencial Zeta (C):
diferenca de potencial quimico criado
pelo desbalanceamento elétrico
através do plano de cisalhamento.
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““”"Note que a u,, depende somente das caracteristicas
do tampao e independente do campo eletrico aplicado
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Fig. 2.8. Effect of phosphate buffer concentration on electroosmotic flow in a fused silica capillary,
at a constant pH of 3.8. S-naphthol was used as a neutral marker to measure electroosmotic flow.



pH: a superficie da silica comporta-se como um
acido fraco e aumenta a dissociacao com o
aumento do pH

6-
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] + | Paneofshear—y ______________________ E.]
Anode , Cafhode
2- Mobile layer— (¥) ® ® ®
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Fig. 2.12. Plot of pH versus clectroosmotic mobility. Instrument: Beckman
P/ACE 2000; experimental conditions: fused silica capillary, 57 cm x 75 pm id,,
hydrodynamic injection for 1 s, field strength 263 V-cn'!, temperature 25 °C, elec-
trolyte system 50 mM sodium phosphate buffer. Benzyl alcohol is used as EOF mar-
ker and detected at 200 nm



90{ " 102M KNO,
1 * 10°M KNO;
| * 10*M KNO;

0o 2 4 6 8 10 12

Fig. 2.11. The variation of the zeta potential of vitreous silica as a function of pH
in aqueous solutions of potassium nitrate. (With permission from Ref. 13)

¥ 0 pH também influencia a ionizac&o dos solutos
. alem de afetar u.,, afeta .



Electroosmotic Flow (EOF)
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C. Perfil do Fluxo Eletrosmotico

 Em todo sistema com fluxos existira um perfil de
velocidade através da area seccional do tubo

o Sistemas hidrodinamicos

As setas indicam o vetor de velocidade ao longo do eixo
radial e sao decorrentes da acao friccional entre as diversas
camadas .

O gradiente de velocidade vai de zero, proximo a parede
do tubo, a maxima velocidade no centro do tubo.



Efficiency in HPLC




« Sistemas eletrodinamicos

Em sistemas movidos por eletrosmose, a camada
proxima a parede tambéem € imovel, porém o gradiente
de velocidade se prolonga somente até a dupla
camada. Como nio existe diferenca de pressao, nao
ha formacao de gradiente de velocidade através do
tubo capillar.



Efficiency in CZE




CZE x HPLC



 Tensao aplicada:

* Aumentando-se E aumenta-se o fluxo
eletroosmotico e diminui-se o tempo de
analise.

* Voltagens excessivas levam a altas correntes
e aquecimento por efeito Joule.

 Poténciagerada-P=V.] [ W]
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Fig. 2.5. Electropherograms showing the effect of applied voitage on migration times. Peak 5 at
10 kV is not shown. Buffer: 0.06 M sodium dodecyl sulfate, 0.06 M sodium borate, pH 8.92 in
85% water/15% methanol. Capillary: fused silica, 75 pm i.d., 50 cm long to the detector. Detector:
UV at 214 nm. Temperature: 25°C. Peaks: 1 = niacinamide, 2 = cyanocobalamin, 3 = pyridoxine
HCl, 4 = niacin, and 5 = thiamine HCI. Adapted from [17], p. 979, by courtesy of Marcel Dekker,
Inc.



* Aplicacao de Altas Voltagens:
- altas correntes = alta producao de calor
. aumenta gradiente de T dentro do capilar
= muda a viscosidade da solucao e
= aumenta o fluxo
= degenera a separacao
= separacoes nao reprodutiveis

= decomposicao ou desnaturacao da amostra

= fervura do solvente e formacao de bolhas
causando descontinuidade elétrica ..
iInterrupcao da analise



“¥” De acordo com a Lei de Ohm: V=LR

I = Intensidade de
corrente elétrica [A]

R = Resisténcia
eletrica [€2]

VL= Viax
|DL=¢tV,

ax




D. Outros fatores que afetam o EOF

Temperatura: | Viscosidade = 1 Fluxo
| Cte. dielétrica = | Fluxo
Solventes organicos: - dificil previsao do efeito
- viscosidade
- cte. dielétrica
- potencial zeta
- concentracao do solvente



Modificacao quimica do capilar:
" -reduzido
- eliminado

EOF
< - revertido

- controlado

Recursos: - recobrimento dindmico
- recobrimento estatico
- modificadores

- voltagem radial



RESUMO

- aumento da voltagem aumenta o EOF
- aumento do pH do tampao aumenta o EOF

- aumento da concentracao e da forga idnica do
tampao diminuem o EOF

- adicionando-se solvente organico pode-se tanto
aumentar como diminuir o EOF

- modificando-se a parede do capilar pode-se
reduzir, eliminar ou reverter o EOF



lll. Parametros de Separacao

A. Formato da Banda Eletroforética

t=20
injecao
perfil de
concentracao h=C,
t, >0 - I
! ? h = Cx t
W,
L=t _I




¥~ Fator mais importante: difusdo molecular no
meio de separacao

—(x—vit)2

C _ K y.e 4Dt
2(D.-m-t)~

X,

C = concentracao do soluto na distancia x do ponto inicial apos
tempo t [mol.L-]

v, = velocidade do soluto [cm.s™]
D, = coeficiente de difusdo [cm?.s™]



A banda eletroforética pode ser descrita
Ccom uma curva gaussiana apos o soluto ter
migrado a distancia x a partir da origem, no
tempo t.

» do pico gaussiano:
- posicao de maximo (a Co)
- largura do pico (a t, D,) = distancia
entre os pontos de inflexao
2

(2D,1)




teor Vy

N
-
\
-~

Time or volume =

« Similarmente aos calculos estatisticos, a largura de uma curva
gaussiana € definida como desvio padrao, o

o=(2Dt)!? [cm]
 Por definicdo, o quadrado do desvio padrao é chamado variancia, o2

o’=2Dt [cm?]



Lembrando que:

I

L, Lyl L,
Vi ﬂapV lLlapE

L, = distancia da origem até o ponto de detecgao [cm]

L - = comprimento total da coluna [cm]

, 2DL,

O =
(u,E)




B. Resolucao das Bandas Eletroforéticas e
Eficiéncia da Separacao

A resolugcao R, mede o grau de separagao
entre dois compostosAX




R _ 2(x2_x1) _g
oW+ w, W

X;= distancia de migrag¢ao [cm, S]
w; = largura do pico na linha de base [cm, S]
W = para picos proximos w, = w,



Para uma curva gaussiana, a largura do pico na
base é: A
w=4o0 ——> |R =—

4o

Resolucao pode ser redefinida considerando-se:

X; = Vl'tl' e O = (2Dl.t)%

_ Au,Et
A(2Dit)”

s

ﬂ*ap = diferenca na mobilidade eletroforética aparente

D, = difusdo media



A variancia total de um processo € a somatoria
de todas as variancias individuais.

2 2
0%t = 2 O

. A medida da eficiéncia de separacao € calculada
pelo numero de pratos

2,2

N = e
2Dy

2 Substituindo-se

L e o,




N (x 10°5)

L |

0

10 20
Applied voltage (kv)

Fig. 2.22. Effect of applied voltage on ef-
ficiency, N. Reprinted with permission from
[1]. Copyright {1981) American Chemical
Society.




Comparando as expressoes de R, e N

R=l(%)]\[% _ \/N.A/“‘ap=R
u

S 4 4 ﬂap s

.. R = eficiéncia x seletividade



* Experimentalmente:

e |[R =

S

£\ At
N=16(—)

w w

N nao € representativo como em
cromatografia, entretanto:

2
— UtOt

L
N L

HETP =




HETP ““° Representa a fracado do capilar tomada

pelo analito e expressa melhor o indice de
eficiéncia de separacao.

A variancia total de um processo € igual a soma
das variancias parciais:

02

tot

2 2 2 2 2




Resumo sobre os parametros de
separacao

- Tempo de analise: a 1/V; a L

- Eficiéncia: o V

- Seletividade: otimizado pelo pH e composicao
do meio

- Resolucao: a V, pH e tampao, L, EOF



IV- Fatores que Influenciam a
Performance

1. Efeitos dispersivos fundamentais

A dispersao total do sistema € a medida de eficiéncia

* Adsorcao

* Efeito Joule

* Dispersao eletroforética
* Injecao

* Deteccao

 Outros



» Efeito Joule:

- A passagem de corrente pelo capilar aquece o

meio
P=U.I=R.PF
P= Poténcia [W]; U = Potencial [V]
| = Corrente [A]; R = Resisténcia [Q]

- A temperatura interna pode ser calculada relacionando-se
através de uma relagdo com a viscosidade = (u., = 1/m)

Ea

u, = C-o RT




- Medindo-se u,, em duas voltagens (uma baixa e
outra mais elevada), € possivel calcular a
temperatura

Para uma solugao aquosa a temperatura ambiente = E,/R
= 1820 K. Se T, = 289 K:

1820

T. =
*In(p, )-In(p, )+ 6,11




A dissipacao do calor ocorre atraves das paredes e
depende do meio que circunda a coluna.

capillary walls
AT + logarithmic
parabolic
P surrounding
air
id tube bore
d.
o.d.

Fig. 3.1. Schematic representation of the temperature profile as a result of current
flow across a capillary which contains an electrolyte solution. (With permission
from Ref. 21)
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Fig. 3.2. Differences in temperature, AT, for various tube diameters under natural
and forced convection according to Ref. 21. Air velocities: natural convection (a),
0.1 m:s! (b), 1 m=s! (¢) and 10 m-s! (d)



*Recomendacoes gerais:
- A temperatura deve ser controlada

- 50-75 um de diametro representa um bom

compromisso em relacao aos efeitos
térmicos e adsortivos, assim como a
deteccao

- [amostra] = 1% [tampao]; u, = u,,; Ry <R,
- tamanho da injecao deve ser minimo

- condutancia especifica e forca i6nica do
tampao devem ser as menores possivels.



B. Parametros Operacionais:

* Forca do campo elétrico:

Como observado previamente, o campo elétrico pode
exercer o papel de mocinho e bandido!

' E =1 Eficiéncia
1 Resolucao
| Tempo de Analise
1 Efeito Joule
1 Dispersao > ®

1 Gradiente de Temperatura y
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Flg. 3.8. (a) Influence of the
field strength on the electrophore-
tic separation of four positional
isomers of dihydroxybenzoic acid.
Elution order of the isomers: 1)
2,4-, 2) 2,3-, 3) 2,6- and 4) 2,5-
dihydroxybenzoic acid. Instru-
ment: Beckman P/ACE 2000; ex-
perimental conditions: fused silica
capillary 57 cm x 75 pm id., hy-
drodynamic injection for 1 s, tem-
perature 25 °C, UV detection at
200 nm, electrolyte system 25
mM Na;HPO, - 25 mM Na;B 405,
pH 9.0. Benzyl alcohol is used as
EOF marker. (b) Plot of field
strength versus resulting current
for the buffer given in (a)
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Temperatura

Normalmente utilizado em cromatografia a gas e a
liquido para melhorar e resolver problemas de eluigao

Em eletroforese, esta associado com perda de
desempenho
*Varios parametros sdo afetados pela temperatura:

— viscosidade

— pH

— dissociacao

— EOF

— velocidade de reacao



Absorbance
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Fig. 3.13. Effect of temperature on the
separation of underivatized monosaccha-
rides. Instrument: SpectraPhoresis 1000,
SpectraPhysics; experimental condi-
tions: fused silica capillary, 94 cm x 75
um i.d., hydrodynamic injection for 1 s,
voltage 20 kV, UV detection at 195 nm,
electrolyte system 50 mM Na,B,O4, pH
9.3, temperature 20- 60 °C; sample: man-
nose (Man), galactose (Gal), glucose
(Glu) ard xylose (Xyl), each 10 mM, dis-
solved in water. (Reproduced from Ref.
57 with permission of the American
Chemical Society)
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C) Sistema Eletrolitico:

 Tampoes:

—nao devem interferir na separacao

—alta capacidade tamponante sobre uma
extensa faixa de pH

—nao devem diminuir a sensibilidade do detector

—mobilidade eletroforética similar a da amostra

—mobilidade eletroforética do contra-ion deve
ser a menor possivel



* pH:

—parametro mais importante para controle da
seletividade

—pode alterar a carga, tamanho e EOF

A relacao entre as concentracoes

de especies

lonizadas e nao ionizadas € dada pela equacao de
Henderson-Hasselbalch.

* Quando pH = pK,, [ATJ[HA] =1 = 50/50

pH = pK  +log

(4]

[£14]

« Para substancias anfotéricas = negativa - neutra -

positiva
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Fig. 3.15. Net charge (a) and net mobilities (b) of weak acids and bases dependent
on the pH. The absolute mobilities in cm2-V-1.s! are -4-104 for acetate, 2.8-10 for
TRIS, -3.6-10 and 3.1-10°4 for alanine, and $+2.0-10- for aspartyl-histidine



* Forca Ionica:

Como ja visto, a forgca ibnica I, afeta diretamente a
mobilidade das espécies, por consequéncia, a resolucao

também sera afetada.
a)

0.8 —

100 mM

absorbance

0.0

t [min]

Fig. 3.18. (a) Electrophoretic separations of benzyl alcohol (1), acetylsalycilate
(2), benzoate (3) and p-hydroxybcnzoate (4) at different sodivm phosphate concen-

trations. The impurity (i.p.) is probably salycnlate produced by

by hydrolysis of acetyl-

salicylic acid. Experimental conditions as in Fig. 3.17. except for the voltage which

is 15 kV.



Cations

2 4

8 1. Cestum 4 ppm
2. Ammonium 0.7 ppm
) | 3 7 3. Potassium 1 ppm
9 4. Ethylenediamine 2 ppm
6 5. Hydrazine 2 ppm
1 6. Calcium 1 ppm
10 ; lSwodium 1 ppm
13 15 . Magnesium 1 ppm
33.3nS 14 16 9. Ethylamine 3 ppn
17 10. Tetramethylammonium 3 ppm
11. Barium S ppm
5 12 12. Morpholine 2 ppm
13. Lithium 0.2 ppm
1 14. Benzylamine 6 ppm
15. Tetraethylammonium 7 ppm
16. Diethylaminoethanol 7 ppm
u § 17. Triethanolamine 7 ppm

—

24 28 3.2 3.6 4.0 44 min

EGURE 6. Direct-conductiometric detection of cations and amines separated by CE. Electrolyte: 30 mM HIS/
MES, 2 mM 18-Crown-6, pH 6.1; Capillary: ConCap™ I, 50 um id., length 60 cm; pressure injection, 25 mbar
X 12 s; separation voltage 25 kV; Capillary and detector at 35 C. (From Haber, C,, et al., J. Cap. Electrophor., 3,
.» 1996. With permission.)
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FIGURE 27. Separation of 36 anions in upder 3 min using OFM Anion-BT™ in the separacion buffer. Conditions:
5 mp chromme.4 mM OFM Aniom-BT™ at pH B.0; 30 kY (reveved palarity): 50 um i.d, 80 am total Jength,
52 cm sffective length capillary. Prak identities: 1, thiosulfate; 2, beomide: 3, chloride; 4, sulfac: 3, nitrite; 6,
aimaie; 7, molybdatr; 8, azide; 9, tungstate; 10, monnflusrophosphate; 11, chiorate; 12 citrue; 13, fluoride; 14,
formate; 13, phosphaie; 16, phosphite; 17, chiarite; 18, glutaraie; 19, o-phthalaic; 20. galactarate; 21, crbooste;
22, scelatz; 23, chioroacetate; 24, sthanesulfoaase; 25, propionae; 26, propancsulfonate; 27, di-aspartaie; 28,
crotonalz; 29, buyrate; 30, butanesulfoaats; 31, valerate; 32, benzoate; 33, J-ghutrmare; 34, pentanesulfonse; 35,
d-ghcounte; 36, d-galacturonate. (From Janes, Handbook of Capiilary Electropkoresis, Landers, )., Bd., CRC Press,
Boca Raton, FL, 1994, p. 210. With permission.}



Carboidratos

0.25nA

FIGURE 8. Amperometric detection of carbohydrates separated by CE. Electrolyte 100 mM NaOH, pH ca. 13;
fused-silica capillary, 50 wm i.d., length 73 cm; injection by gravity, 10s at 10 cm height; separation voltage 11
kV; sample carbohydrates (80-150 pM), (a) trehalose, (b) stachyose, (c) raffinose, (d) sucrose, (€) lactose, (f)
lactulose, (g) cellobiose, (h) galactose, (i) glucose, (j) rhamnose, (k) mannose, (1) fructose, (m) xylose, (n) talose,
(0) ribose. (From Col6n, L. A., et al., Anal. Chem., 65, 476, 1993. With permission.)




DNA

Electrophoresis 1997, 18, 104—111 DNA fragment analysis using capillary array clectrophoresis 109
u
] o~
: 2
s000—{ B
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15001 " Figure 5. Separation of fragments from
. 4 a mixture of 20 bp, 100 bp, 1 kbp, and
] =4 5 kbp ladders. Sample contains 65 frag-
1000 S ments between 20 bp—40 kbp (every
N g 20 bp—1 kbp, and fragments at 1.5, 2.0,
J 2.5, 3.0, 4.0, 5.0, 10, 15, 20, 25, 30, 35 and
eoo: 40 kbp). Separation matrix: 0.5% PEO
i\ i} W (M, 10%) and 0.1% PEO (M, 8 X 10°) in
h 1 X TBE. For other experimental condi-
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Compostos Quirais
Barbiturates t;%%
50 b eyt i
50 mM borale, pH 8.6
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Aminoacidos

19
17 X ”m
2
9
i L ____"-__J
3 " 12 " ] ) L X 22 mn

Separation of dansyl amino acids in 102.5 mM SDS, 20 mM borate, pH
9.2, 50 um x 57.5 cm uncoated capillary; +25 kV; 214 nm (from Skocir et
al., Chromatographia, 1994, 39, 7)



V - Instrumentacao

Sistema Genérico

Fig. 4.1. Drawing of the main componeats of a capillary electrophoresis system. The capillary
inlet is in the source vial and the outlet in the destination vial. For an injection, the capillary inlet
and anode are placed in the sample vial.



A) Injecao ou Introducao da Amostra

* Diferenca de pressao
 Voltagem

 Injecao Hidrodinamica (Diferenca de Pressao)
* pressao: positiva ou negativa

e gravidade




‘Injecao hidrodinamica com pressao positiva

- APrimt

V — (Poiseulle)

3N L,

V; = volume injetado [m3 = 102 nL]

AP = diferenca de pressao entre as extremidades [Pa]
r = raio da coluna [m]

t = tempo de injecao [s]

n = viscosidade [Pa.s = 103 cP]

L+ = comprimento total do capilar [ m]



Capillary
N
l/ Detector

Pressure-—

Sample vial Destination vial

Fig. 4.3. Hydrodynamic injection by pressure. The sample vial is pressurized, forcing the sample
solution into the capiltary. The volume of sample injected depends on the magnitude and duration
of pressure applied, sample solution viscosity, and capillary dimensions. After injection, the cap-
itlary is placed back into the source vial and an electric field applied.



* Injecao Hidrodinamica com Pressao Negativa

Capillary
N

Sample viat

Destination vial
Fig. 4.4. Hydrodynamic injection by vacuum. A vacuum is applied to the destination vial, pulling
the sample solution into the capiliary. The volume of samiple injected depends on the magnitude

and duration of vacuum applied, sample solution viscosity, and capillary dimensions. After injection,
the capillary is placed back into the source vial and an electric field applied.



‘Injecao Hidrodinamica por Gravidade (Sifonagem)

Destination vial

Fig. 4.5. Hydrodynamic injection by gravity (also called siphoning). The capillary is placed into
the sample vial, and the vial and capillary are raised a distance, H, above the destination vial,
causing the sample solution to siphon into the capillary. The volume of sample injected depends
on H, the length of time the vial is raised, capillary dimensions, and the sample solution viscosity.
After injection, the capillary is placed back into the source vial and an electric field applied.



AP = pgAh

AP - Diferenca de pressao entre as extremidades [Pa]
p - Densidade da solugdo da amostra [Kg.m3]

g - Aceleragdo da gravidade [9.8066 N.Kg']

Ah - Diferenca de altura entre o nivel dos liquidos [m]

A injecao hidrodinamica é razoavelmente
reprodutivel e pouco discriminatoria e por isso bastante
indicada para analises quantitativas. A reprodutibilidade
dependera da temperatura da amostra (viscosidade).



* Injecao Eletrocinética

Capillary
N

/Detector

Sample vial Destination vial
(Anode) (Cathode)
Power
+ Supply =

Fig. 4.6. Electokinetic injection. The capillary and the anode (in this exampie) are placed in the
sample vial. A voltage is applied which causes the sample ions to migrate into the capillary due to
electroosmosis and electrophoretic mobility. The amount of sample injected depends on the elec-
trophoretic mobility of the soluies, electroosmotic flow rate, applied voltage, capillary dimensions,
and solute concentrations. After sample injection, the capillary and anode are placed back into the
source vial and a volitage is applied.




(&, +ﬂi0)'ﬂ'r2‘V°Ci't
LT

Qi=

Q; = Quantidade de soluto i introduzido no capilar [M]
V= Voltagem [V]

C; = concentragao [M]

L, = comprimento total da coluna [m]

Discriminacao da amostra em introducao
eletrocinética é inevitavel, uma vez que a quantidade
injetada depende da mobilidade i6nica e eletroosmotica.

Sempre havera discriminacao com relacdo as espécies
mais lentas.



Electrokinetic injection
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B) Sistemas de Deteccao - Detectores

* Requerimentos do Sistema

*\VVolume da cela de deteccao pequeno

Pequena (minima) contribuigcao para o alargamento
do pico

*Faixa dinamica de resposta ampla

*Fator de resposta rapido

*Inerte a mudanca de T

*Uso confiavel e conveniente

*Deteccao tanto seletiva quanto universal

= Em resumo: Quase impossivel encontrar um

sistema com todos os requisitos.



‘ ideal

real

signa

- detection limit

concentration
or mole

linear or
dynamic range

Fig. 4.4. Graph of the function y = A<



TABLE 4.1 Capillary Electrophoresis Detectors and Their Approximate Detection

Limits
Approximate Detection Limits

Detector Moles Molarity”
UV/vis absorbance 10~"-107'¢ 107%-1077
Indirect absorbance e [ 10-4-107¢
Fluoresence 107 P-107" 10771077
Indirect fluorescence 107'4-107'¢ 1076-107%
Laser-induced fluorescence 107'%-107% 10~1-1071
Mass spectrometry 107'%-10"" 107%-1071°
Amperometric 10-'%-107" 1077-10""°
Conductivity 10-*-107'¢ 1077-107°
Refractive index 10~4-10"1¢ 107%-107%
Radiometric 10°7-107% 107'°-107"

“Depends upon volume of sample injected.



1- Ultravioleta / Visivel (UV/Vis) - Absorbancia

A transmitancia de um sistema otico € dado pela
razao entre a intensidade de luz emergente e luz
iIncidente.

. | — C — =
Light source ) —
Phatodatector
Capitlary
T= Iout / Iin

A=-log T=¢b-C



- Segundo a Lei de Lambert-Beer

|
loc—=A=¢'b-c
gT

A = Absorbancia da amostra [u.a.]
¢ = Absortividade molar [L.mol-'.cm]
b = Caminho o6tico [cm]

C = Concentracao [M]



Photodetector

Fig. 4.14. Variable wavelength UV/vis detector. White light of all wavelengths is diffracted into
individual wavelengths by the grating. The grating is tumed, as indicated by the curved arrow, to
select the wavelength that impinges on the capillary. After the light passes through the capillary,
its intensity is measured by the photodetector and the detector converts this to absorbance units.



Fixed
Grating

Diode array

Fig. 4.15. Diode array detector. White light of all wavelengths passes through the capillary and
is diffracted into individual wavelengths by the grating. The diffracted light impinges on an array
of diodes. Wavelength is selected by clectronically sampling from a range of diodes.



Alternativas para Aumentar o Caminho Otico

Celaem/Z
&—— Capillary
\.

Fig. 4.16. Drawing of a z-cell. Light passes through the capillary as indicated by the arrow, thus
increasing the pathlength from the inner diameter of the capillary to the length of the illuminated

capillary.



Extended Path Detection Cell




2- Deteccao por Fluorescéncia

Seletivo e mais sensivel do que o detector
de absorcao devido a reducao do sinal de fundo.

"~ 0O comprimento de onda da excitacao e
emissao dependem da natureza do analito



Fluorescéncia com Resolucao Espectral

as

583

Ar/Kr laser omy 209 P gen

FIGUREY. Two-di i
native fluorescence
contain only tyrosine, while the ot
67, 3421, 1995. With permission.}

buffer vial

9A7

Time u“'\ﬂ‘

al el pherogram of a mixture of tyrosine and tryptophan containing peptides using
t and the last two peaks in the for that

p are
four components contain tryptophan. (From Timperman et al., Anal. Chem.,

g

cylindrical lens
st _cco /

collection  fipar
optics

buffer vial
grating

FIGURE 8. Detailed schematic of the optical system for a wavelength-resolved CE system. The spectrograph
slit acts as a spatial filter and the grating disperses the fluorescence emission across one axis of the CCD. (From
Timperman et al., Anal. Chem., 67, 139, 1995. With permission.)



3- Espectrometria de Massas

Caracteristicas: - relativamente sensivel
- universal
- altamente seletivo

- informacao qualitativa e quantidade

Interfaces: - fluxo axial ~

- juncéo liquida ~ “Electrospray”

- sem fluxo liquido -~



Acoplamento CE-MS

100 cm long, 100um  Electrspray  RF quadrupcle  lon  Quadrupole Conversion

|.D. fusad siiica capillary ion source / lens mass filter dynode
o o / */Electron
1'20.50 kv ¢ mhm || mubtiplier

I o=

| —

| Metalized ] T To date
| fused r § - ¢ system
| T silica Civo pump

I “’ Pump (500 Us)

Sample CZE buffer Pump

High voltage region

(interlocked with

automated injection)



Electrospray




Ionizacao electrospray CE-MS

Sheath
electrode liquid

Electrospray

Fused silica Bufter/sheath cone

CZE capillary {flow mixing region)

Stainleg-;s steel 100 um
capillary



CE-MS de proteinas

(M+32H)32+ 30 femtomoles injected
100 | (M+33H)33+
100 R /_(M+25H)25+
(M+24H)24+
3 . /
i1 £
[ o
E | 2
: : I\
. ] L‘ U
g . WV A
@ 500 700 600 900 1000 1100 1200 1300 1400
m/z
o Mooty A, —— "/ - PN - K‘\q'
0.0 20 4.0 6.0 8.0 10.0
Time (min.)

FIGURE 4. CE-ESI-FTICR-MS of 30 fmol of carbonic anhydrase I, injected onto a 20 wm i.d. capillary treated
with 3-aminopropyltrimethoxysilane. Also see Figure 28-12. (From Anal. Chem., 65, 576A, 1993. With permission.)



Intertaces CE-MS

/ liquido auxiliar 24
P
ESI
\ I
Alta voltagem

capilar (CE) 1 MS
| \ Cas a;dliur I
alta voltagem
] ; . ( 2 ESI
Liquido auxiliar P |
Capilar (CE) \ \

Capilar (eletrodo)
Alta voltagem

Juncdo liquida ' I "

Capilar (CE) \

Filme metalico

Assuncao, Bechara, Simionato, Tavares,
Carrilho. Quim. Nova, Vol. 31, No. 8,

Sem liquido auxiliar
2124-2133, 2008



We're beffer fogether

Sheathless Interfacing CE
and ESI-MS with a Porous Tip

ESINeedle

Conductive Liquid

<10 =120 nL/min Spray

Separation
Capillary

Porous Capillary
Segment



@ COULTER

We're beffer fogether
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@ BECKMAN
COULTER

We're better fogeiher

Advantages of low flow rates in ESI-MS

Schmidt, Karas, Dulcks
J Am Soc Mass Spectrom 2003, 14, 492-500

Neurotensin + Maltoheptaose

- "

- y -]
", & . £ o G
g o GH < o N oM
; IF \4 ‘i
hi’ 'l‘ o 'g:.
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<5

“Analyte suppression is practically absent at minimal
flow rates below 20 nL/min”
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CE-MS/MS
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Outros Metodos de Deteccao:
Detectores Eletroquimicos:

- potenciometrico

- amperomeétrico

- condutimetrico
Deteccao Indireta:

- pode ser usado com detector universal

- absorbancia UV/vis, fluorescéncia,
amperometria



migration migration

- »

Signal Signal
Level Level

Time Time

FIGURE L. Diagram illustrating the principal of indirect detection. The open circles represent the signal generating
molecules that have been added to the separation medium. On the right, the analyte molecules are represented by
shaded circles and have displaced some of the signal generating molecules. This results in a loss of signal at the
detector. (Adapted from Yeung, E. S., Acc. Chem. Res., 22, 125, 1989,)



C - Coluna Capilares

A alma de cada sistema eletroforético - feita de silica
fundida, possui alta resisténcia mecanica, quimica,
transparéncia no UV, disponibilidade de uma variedade
de diametros interno e externo, alta condutividade
térmica.

— Corte um pedaco da coluna riscando a camada de
poliimida com um cortador de vidro.

— Cuidadosamente dobre a coluna.

— Meca e corte outro pedaco de tamanho desejado de
coluna.



— Remova alguns milimetros de polimida de cada
ponta (mini-tocha ou lamina).

—Meca o comprimento efetivo da coluna (LD) e
remova a poliimida, fazendo uma janela.

— Limpe a janela com acetona/metanol.

—|Instale a coluna cuidadosamente no cartucho
apropriado de cada instrumento.

— Faca uma lavagem com 1 M NaOH (10 min), depois
com 0,01 M NaOH (30 min) e finalmente com
tampao de separacao (30 min).

— Sistema esta pronto para uso.



—Para operacao em pHs acidos, a estabilizacao € mais
exigente. Para utilizagcao na faixa de pH 3-7 recomenda-
se antes de cada analise:

— lavar com 0,1 M NaOH (5 min.)
— lavar com agua bidestilada (2 min.)

— lavar com tampao de analise (10 min.)

— Para a armazenagem da coluna:
— lavar o capilar com agua bidestilada
— secar o capilar com ar ou nitrogénio (2 min)

— retire o capilar



 Uso e preparo de colunas com interior
recoberto

=> Objetivos:

—evitar a adsorgao de analitos - minimizar as
iInteracOes soluto-parede;

— estabilizacao/eliminacao do EOF sobre ampla faixa
de pH;

— reprodutibilidade no preparo;

— estavel por longos periodos e grande numero de
corridas.

= Implicacoes
— eliminacao do fluxo eletrosmatico;
— cations analisados com polaridade normal

— neutros nao migrarao e anions serao eliminados da
coluna
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— anions analisados com polaridade reversa: neutros nao
migrarao e cations serao eliminados
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— Inversao de fluxo eletrosmotico:

Capiliary wal

HIE

Cathode
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Fig. 2.13. Electropherograms of carboxylic acids showing the effect of flow and polarity reversal
on elution order. (a) ‘*Normal’’ separation with the detector cathodic. (b) Separation with the polarity
of the voltage reversed. (c) Separation with voltage polarity and the direction of electroosmotic flow
reversed by the addition of 0.5 mM tetradecyltrimethylammonium bromide (TTAB) to the buffer.
Buffer: 10 mM 2-morpholinoethanesulfonic acid/His at pH 5.9 [0.5 mM TTAB was added for the
electropherogram shown in (c)]. Capillary; fused silica, 75 pm i.d., 40 cm long to the detector.
Detection: conductivity. Injection: gravity. Voltage: 20 kV. Peaks: 1 = formate, 2 = acetate, 3



 Tipos de Recobrimento

— recobrimento covalente
— recobrimento dindmico

a) Filme polimérico covalente: mudanca estrutural
da superficie da silica.



Modificacao da superficie com poliacrilamidas

ligacao via siloxano: baseia-se no uso do composto
bifuncional (Hjerten, 1985)

Xon Ha
oK — + (McO)—Si—( —
CH,
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FIGURE 13. Capillary stability study on polyvinyl alcohol coated capillary. Separation conditions: 20 ma citrate
and 20 mM MES at pH 6.0, 500 V/cm 27 cm total length and 20 cm effective length capilalry. Peaks are as follows:
1) Histamine, 2) lysozyme, 3) cytochrome c, 4) myoglobin.



VI - MODOS DE OPERACAO
EM CE

 Métodos em Solucao
 Métodos em Meio Polimérico
 Métodos Cromatograficos



Métodos em Solugao

» Eletroforese Capilar de Zona (CZE)
* |sotacoforese Capilar (CITP)
* Focalizacao Isoelétrica Capilar (CIEF)




A) Eletroforese Capilar de Zona (CZE)

- Também descrito como eletroforese em solucao
(FSCE)




B) Isotacoforese Capilar (CITP)

- Seletividade baseada na mobilidade de cada
especie

- Separacao efetuada a velocidade constante

/
[
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C) Focalizacao Isoelétrica Capilar (CIEF)

- Separacao efetuada de acordo com o valor de
ponto isoeletrico de (pl) de cada proteina

- Seletividade baseada no gradiente de pH imposto
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Correlation coefficient = 0.9988
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Méetodos em Meio Polimérico

 Eletroforese Capilar com Gel (CGE)

» Eletroforese Capilar com Polimeros
Enovelados (CEPS)
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A) Eletroforese Capilar com
Gel (CGE)

* Aplicacao a classe de compostos que
apresentam mesma razao g/m.

— Proteinas desnaturadas com SDS
(SDS-PAGE)

— DNA



 Mecanismo de Separacao
em CZE

— Mona OL q/m

* g/m = cte = sem separagao

 Mecanismo de Separacao
em CGE

— Mona OU 1/m




Seletividade em CGE
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Eletroforese Capilar com Gel
(CGE)

» Seletividade baseada no tamanho
molecular dos compostos

* Ordem de migracao proporcional ao
tamanho



B) Eletroforese Capilar com
Solucoes Poliméricas (CEPS)

 Mesmos mecanismos que CGE

* Grande vantagem de poder renovar
toda a matriz de separacao

» Grande longevidade da coluna (>200
corridas)

 Existéncia do Limiar de Novelamento
(C*)



Dinamica de Enovelamento do Polimero e da
Formacao do Poro em Funcao da Concentracao

do Polimero

A) C < C* representacao de
uma solucao diluida

B) C = C* limiar de enovela-
mento

C) C > C* solucao enovelada
com tamanho médio do poro
(§) mensuravel



Seletividade em CEPS

A)

™7
100

base number

1000



Metodos Cromatograficos

« Cromatografia Eletrocinética Micelar
(MEKC)

» Eletrocromatografia Capilar (CEC)



A) Cromatografia Eletrocinética Micelar
(MEKC)

* Introduzida em 1984 por Terabe, foi um dos
grandes avancos da eletroforese capilar.

 Permite a separacao e analise de compostos
neutros e hidrofobicos por um processo
verdadeiramente cromatografico.



Surfactantes em solucdes diluidas,
agem como surfactantes, em solugcobes
concentradas acima de um certo valor critico
(cmc) os surfactantes se ordenam em micelas.

Valor
Caracteristico de cada surfactante para se
agregar na micela

=  Para SDS, cmc ~ 8 mM



Micellar Electrokinetic

Chromatography
e Surfactants
— Jonic
 Cationic i o -
e Anionic /\/\/\/\/\O:S\\; ° [Na ]
— Non lonic
N _/ U J
~" Y

tail (hydrophobic) head (polar)



Critical Micelle Concentration
CMC

o lonlc group
o i AR (O counter ion

AN bhydrophobic group




Separation Mechanism: Partition

;

f



Detergente CMC # molec.

[mM]
Anionicos
Ac. Célico 14 2-4
Ac. Glicolico 13 2
Sulfato sodico de dodecila 8 62
Cationicos
Cloreto de cetiltrimetil 1 71
amonio
Brometo dodeciltrimetil 14 50
amonio
Zwiterionicos
CHAPS 8 10
CHPSO 8 11
Nao-Ionicos
n-decil-B-D- 2,2
glucopiranosideo

Triton X-100 0,24 140




* Particao: O soluto, na maioria dos casos,
neutros, particionara entre a solugcao aquosa e
o interior hidrofobico do micela

Aqueous
Solution

3
7K,

Fig. 3.4. A solute pantitioning between an SDS micelle and an aqueous solution. S, represents
the solute in solution and S, the solute in the micelle. The amount of time a solute spends in the
micelle is proportional to its hydrophobicity. The aggregation number for an SDS micelle is 62,
but for clarity, the micelle is drawn with only eight SDS molecules.



* Processo Geral de Separacao:

— SDS ¢é adicionado ao tampao (6 < pH <10)
acima de sua CMC. A micela migra em
direcao oposta ao EOF.

— Os solutos, particionados entre o tampao e a
micela, migrarao na mesmo proporgao do
particionamento



Separation Equilibrium

[Fpae
detergent E z § solute
micelle
tsol
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FIGURE 2. Illustration of the MEKC process.



Tipicamente:
— Meo = 5.10* cm?.V-1.s7
— M = -4.104 cm2.V-1.s"
— Mg = 1.10* cm2. V1.5

Se: E =300V cm'elL=50cm, ajanela de migragao
abrangeriade t,=5,6 minat . =28 min.

Ordem de Eluicao
— Compostos altamente hidrofilicos: t, =t
— Compostos altamente hidrofébicos: t =1t .
— Compostos intermediarios: t,, <t <t .



Parametros de Retencao em MEKC

A) Fator de Capacidade: A migracao/retencao de um
composto neutro sera dada pelo fator
de capacidade k’

1t M no.moles de soluto na micela
n,  no.molesdesolutona faseaquosa
Experimentalmente: k' ’ <0

) teo(l_ti/tmc)

0<k'<x




 Uso de modificadores organicos:
Reduz particionamento
Reduz interacoes hidrofobicas

Aumenta a solubilidade de compostos
hidrofobicos

Modificadores: Metanol
Acetonitrila
|Isopropanol
Ciclodextrina
(cavidade hidrofdbica)



B) Eficiéncia:
Em condicées normais, N > 100.000,
somente limitado pela difusao

Em condicbes menos ideais, efeito
Joule pode contribuir para o
alargamento da banda.

A cinética de transferéncia de massa
micela/solucao pode diminuir a
eficiéncia

Interacoes ibnicas



C) Seletividade (a): Mede a afinidade relativa de
dois solutos pela micela.

!

k
O =—
kl

 Fatores que afetam a seletividade:
— Surfactantes: a cadeia alifatica
0 nucleo polar

interacoes diferenciadas com
compostos ionizaveis



 Fatores que afetam a seletividade:

— pH : muito importante em CE, € normalmente
imprevisivel em MEKC - pH = 6,0 p/ obter EOF
estavel ionizacdo dos analitos

— Tipo de Tampao: caso tipico p/ borato um
complexo anidnico particiona menos do que um
soluto nao complexado.

— Temperatura: grande efeito: solubilidade
equilibrio

cinética



D) Resolucgao:

/ 1_ teo
R =(\/N)(a_1)( kz ) mc
4 a k2 +1 | + ZLeo kl'
\ tmc
) capacidade
eficiéncia v
janela de

seletividade retencdo




B) Eletrocromatografia Capilar
(CEC)

Colunas capilares de CE preenchidas com

fases de HPLC

Fluxo movido por EOF e nao bombas de
pressao

Uso de fases moéveis de HPLC
tamponadas

Mecanismo de separacao primariamente
cromatografico (fase reversa)



Vantagens da CEC

Separacao de compostos similares
Instrumentacao unica CE e CEC

Separacao de compostos neutros e
hidrofobicos

Compatibilidade com MS
N > HPLC; a melhor que em CE
Baixo consumo de solventes



Origem do EOF em CEC

» Parede do tubo de silica fundida
» Superficie das particulas de silica

Stationary- phase particles

E,E.RT '
2cF?

E

n



Dispersao em CEC

* Perfil plano de fluxo

pressure drive electroosmotic drive
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Absorbance 1 Thiourea 4 Hexylparabene 7 Fuorene
[mAL 2 Butylparahene 5 Naphthalene 8 Anthracene
70 1 3 Pentylparabene 8 6 Heptylparabene 9 Huoranthene

20 2| 3| il |
10 - ACN
0 -

Absorbance 2 4 I Time |min|
(mAU] !

&

MeOH

-
-

1'8 Time [min)

e .
o
e
~
=
>

2 4 6
Absorbance
ImAU]

2 -

THF

0 2 4 6 8 10 12 Time [min)

Figure 2
Effect of organic modifier of EOF, retention and selectivity in CEC



Absorbance
[mAU)

70-
B0
504
40-
304
20+
10

0

1 Thiourea
2 Butylparabene
3 Pentylparabene 6 Heptylparabene

and

2
i

o 7

b

4 Hexylparabene
5 Naphthalene

Abhsorbance
ImAU|

70 -
60 -
50 1
40 1
30-
20 7
10 1

—e

N -

0

6 Time [min]

Figure 3

3 Time [man)

Analysis of test mixture by HPLC and by CEC

7 Flugrene
8 Anthracene
9 Fluoranthene

CEC

HPLC



CEC of Basic Drugs

-—
(6]

Absorbance (mAU)
o

(&)

Peak denotation:

(1) methylamphetamine;
(2) lidocaine;
> (3) propranolol;
¥ (4) prometazine;
. (5) oxyphenonium;
] : (6) thiourea.
:1 ('5 é 10
Time (min)

M .J . Hilhorst et al .| J . Chromatogr . A 872 (2000) 315— 321



Absorbance (mAU)

CEC of Isomers

12
T Mobile phase:
10 Z acetonitrile — 25 mM phosphate buffer
(pH 2.5) (60:40, v/ v);
8 Column: Spherisorb ODS |;
Injection time: 3 s.
5 E " Peak denotation:
“ E, fluvoxamine;
4 Z, Z-isomer of fluvoxamine;
T, thiourea.
2 N — | nJ
0 ,
0 2 4 6 8

Time (min)
M .J . Hilhorst et al .| J . Chromatogr . A 872 (2000) 315— 321



20

A B ., |
~ 15
2 z
E
3
c 10
S . E
o
2 T |
< 5 ~

0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
Time (min) Time (min)

Mobile phase: acetonitrile—25 mM phosphate buffer (pH 2.5) (60:40, v/ v)
containing 6 mM hexylamine;
Column: 33 cm(25 cm) x 100 um i.d. (A) 3 um Spherisorb ODS | or

(B) 3 um Hypersil ODS

M .J . Hilhorst etal .| J . Chromatogr . A 872 (2000) 315— 321



Separation of Hydroquinone
(HQ) and Derivatives

68

PhHQ

50% ACN ol
o | .| 70% AcN
l o -
48 1 48 + o O g
,E. - ¥ I o
S a8 + : = (o)
g o g 7T oll =
% 28 + g g o g s 3 28 + E e
3 i g=@ §
£ = - |
g 18 + 9 18
5 ‘ | < C ‘ ‘i‘
8 + l 8 + \
2 2 IRl
], \__‘L—‘L‘,b ”
-12 + ; 12 S~

0 5 10 15 20 ” . 10

min
min

Mobile phase: 20 mM ammonium acetate/acetonitrile (ACN, 50—-70% v/v);
applied voltage 25 kV, 2.5-4.1 yA and assisted pressure (both ends of the

capillary) 5 bar.
(MHQ) methyl hydroquinone; (PHQ) propylhydroquinone;
(BHQ) benzylhydroquinone; (PhHQ) phenylhydroquinone and

(DMHQ) dimethylhydroquinone
C . Desiderio et al . | J . Chromatogr . A 887 (2000) 489— 496



Capillary Electrophoresis or
HPLC?

Separation efficiency;

Detection sensitivity;

Sample preparation and matrix effect;
Selectivity options;

Method validation;



Systematic Evaluation of CE 1n
Toxicological Analysis

m 1 : Peak denotation:
1) hexobarbital;

2) methohexital,

(
(
| (3) secobarbital;
JUL L (4) barbital;
N - (5) henobarbital.

migration time (min)

Column: bare fused silica capillaries 57 cm (50 cm) x 50 pym i.d. Samples injected
for 4 s (pressure 35 mbar). Voltage of 30 kV/20 uyA (normal polarity).
DAD at 200 nm, and 25°C.

Buffer: 90 mM sodium borate, pH 8.4
C.M . Booneetal./J.Chromatogr . A 838 (1999) 259— 272



Systematic Evaluation of CE 1n
Toxicological Analysis

5

| Peak denotation:
1) hexobarbital;

2) methohexital,

(
1 (
: (3) secobarbital;
(
(

| J 4) barbital;
*J,_Lw_i

5) henobarbital.

Column: bare fused silica capillaries 57 cm (50 cm) x 50 pym i.d. Samples injected
for 4 s (pressure 35 mbar). Voltage of 30 kV/60 pyA (normal polarity).

DAD at 200 nm, and 25°C.

Buffer: 50 mM SDS in 20 mM Na,HPO,, pH 7.5.

C.M . Booneetal./J.Chromatogr . A 838 (1999) 259— 272



C.M . Booneetal./J.Chromatogr . A 838 (1999) 259— 272

Average values of five identification parameters and their RSDs (%) for the
analysis of 20 barbiturates using CZE (n = 5): ¢, (migration time, min), t® (relative
migration time to secobarbital), t@ (migration time ratio), p (effective mobility,
108 m?/ V s), and uc (corrected effective mobility, -10-8 m?/ V s).

Barbiturate ‘, RSD £ RSD (" RSD i (10°  RSD pi (10°%  RSD
(min) (%) value (%) value (%) m’/V s) (%) m’/Vs) (%)
Allobarbital 4.13 7.8 1.08 1.2 1.51 3.0 —1.961 1.1 —1.962 0.8
Allylethylbarbituric acid 4.15 8.1 1.07 3.6 1.51 29 —1.955 0.8 —1.952 0.8
Allylphenylbarbituric acid  4.19 9.1 1.09 29 1.52 33 —1.965 4.2 —-1.972 1.0
Amobarbital 3.81 6.7 1.00 1.5 1.40 22 —1.639 1.2 —1.639 0.3
Aprobarbital 3.96 7.6 1.03 1.7 1.44 2.7 —-1.772 1.5 —-1.771 0.6
Brallobarbital 422 4.0 1.09 6.2 1.52 1.6 —1.950 0.8 —1.941 0.5
Butalbital 4.00 6.7 1.04 20 1.45 23 —1.795 0.9 —1.794 0.9
Butobarbital 393 7.1 1.02 27 1.43 24 —1.723 1.1 —1.724 0.3
Cyclobarbital 4.00 6.7 1.04 22 1.45 23 —1.780 0.9 —-1.778 0.8
Cyclopentobarbital 394 6.1 1.03 29 1.43 2.1 —1.742 1.1 —1.742 0.4
Heptobarbital 4.18 7.2 1.10 1.6 1.52 2.8 —1.984 1.0 —2.002 0.5
Metharbital 3.74 6.6 0.99 2.1 1.36 2.1 —1.503 1.6 —1.494 0.7
Methylphenobarbital 394 6.1 1.02 42 1.44 2.2 —1.768 1.2 —1.760 0.7
Pentobarbital 378 73 0.98 2.6 1.37 23 —1.560 1.4 —1.553 0.5
Probarbital 3.90 6.3 1.02 42 1.43 2.2 —1.735 1.1 —-1.729 0.3
Reposal 3.94 4.1 1.04 3.7 1.42 1.5 —1.687 0.9 —1.683 0.8
Secbutobarbital 3.82 6.1 1.00 20 1.40 2.0 —1.645 1.2 —1.645 0.6
Thiopental 4.14 6.4 1.08 55 1.48 23 —1.850 1.1 —1.844 0.7
Vinbarbital 4.10 5.0 1.08 29 1.47 1.7 —1.803 0.8 —1.798 0.8
Vinylbital 4.02 5.1 1.05 57 1.43 1.7 —1.704 0.8 —1.700 0.7
RSD range 4.0-9.1 1.2-6.2 1.5-33 0.8-1.6 0.3-1.0

RSD average 6.5 3.1 23 1.1 0.6




C.M . Booneetal./J.Chromatogr . A 838 (1999) 259— 272

Average values of five identification parameters and their RSDs (%) for the analysis
of 20 barbiturates using MEKC (n=5, except *n=4): t (migration time, min), t*
(relative migration time to hexobarbital), @ (migration time ratio), y (effective
mobility, -10® m?/ V s), and pc¢ (corrected effective mobility, -108 m?/ V' s).

Barbiturate I, RSD [ RSD [ RSD i (107 RSD pop (1077 RSD
(min) (%) value (%) value (%) m’/V s) (%) m’/V s) (%)

Allobarbital 487 118 0.68 6.0 1.59 4.5 —1.928 0.4 —1.951 0.6
Allylethylbarbituric acid 448 53 0.63 53 1.48 1.7 —1.696 0.3 —1.721 0.5
Allylphenylbarbituric acid*  5.90 7.5 0.83 6.1 1.95 3.8 —2.540 0.6 —2.564 0.2
Amobarbital 8.01 16.7 .13 10.0 2.64 10.8 —3.205 0.9 —3.236 04
Aprobarbital 5.38 7.1 0.76 4.8 1.77 3.0 —2.275 0.5 —2.293 0.7
Brallobarbital 5.07 6.7 0.65 10.7 1.69 29 —-2.169 0.5 —2.184 04
Butalbital 6.10 9.8 0.81 6.1 2.00 52 —2.591 0.6 —2.612 0.4
Butobarbital * 630 102 0.84 4.6 2.06 43 —2.671 0.9 —2.692 04
Cyclobarbital * 6.09 9.5 0.81 35 2.00 5.0 —2.598 0.5 —2.618 03
Cyclopentobarbital * 6.73 103 0.90 3.0 221 59 —2.837 0.5 —2.861 04
Heptobarbital 511 5.0 0.65 8.5 1.68 1.9 —-2.114 0.4 —2.131 04
Metharbital 4.85 49 0.62 9.1 1.61 1.6 —-1.976 0.9 —1.995 0.9
Methylphenobarbital 7.46 9.2 0.95 59 246 6.2 —3.099 1.4 —=3.119 1.3
Pentobarbital 8.77 9.6 1.12 44 2.87 6.4 —3.378 0.2 —3.406 02
Probarbital 4.87 5.0 0.62 9.0 1.61 1.8 —1.984 0.6 —2.003 0.6
Reposal 8.17 9.1 1.05 9.9 2.72 6.1 —3.334 0.5 —3.361 02
Secbutobarbital * 6.43 9.9 0.86 33 2.11 57 —2.727 1.1 —2.749 0.6
Thiopental 7.74 7.9 0.99 9.5 2.58 5.1 —3.234 0.6 —3.257 0.4
Vinbarbital 5.51 6.3 0.70  10.6 1.84 29 —2.407 0.2 —2.421 03
Vinylbital 8.16 9.5 1.04 9.3 271 6.2 —3.324 0.5 —3.353 02
RSD range 49-16.7 3.0-10.7 1.6-10.8 0.2-14 2-13

0.2
RSD average 8.6 6.8 45 0.5 0.5




C.M . Booneetal./J.Chromatogr . A 838 (1999) 259— 272

Correlation between techniques
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