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CAPILLARY ELECTROPHORESIS: BASIC CONCEPTS. Over the past fifteen years, capillary
electrophoresis has emerged as a very resourceful alternative method for the separation of a va-
riety of solutes of industrial, clinical, biomedical and environmental importance. Relevant aspects
of the technique such as high efficiency, high resolving power, high speed, full automation, and a
diversity of injection and detection schemes have been extensively investigated. In this work, an
overview of the basic principles underlying electrophoretic and electroosmotic migrations as well
as the instrumental aspects of the technique have been thoroughly reviewed.
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INTRODUCAO

Eletroforese é uma técnica de separag@o baseada na migra-
¢do diferenciada de compostos idnicos ou ionizdveis, em um
campo elétrico."? Virios modos de separagio, com mecanis-
mos singulares e seletividade caracteristica, sfo possiveis:
fronteira mével, zona, isotacoforese e focalizagdo isoelétrica.
A figura 1 apresenta, esquematicamente, a separagio progres-
siva de dois solutos pelos quatro modos da eletroforese.
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Figura 1. Seqiiéncia de eventos na separagdo de dois solutos pelos
quatro modos da eletroforese.

Na eletroforese por fronteira mével, uma quantidade apreci-
dvel de amostra é colocada em um tubo, preenchido com solu-
¢do tampdo. Apés o estabelecimento do campo elétrico, os
componentes da amostra migram em uma dada dire¢éo, e com
uma velocidade caracteristica, dependente da mobilidade do
componente. A separa¢cdo completa de todos os componentes
da amostra nunca é atingida. Apenas os componentes de maior
mobilidade podem ser parcialmente purificados, enquanto que
as outras bandas sofrem diversos graus de sobreposiggo.

A eletroforese de zona, em principio, € também uma técnica
de fronteira mével, em que a amostra é introduzida no meio
tamponado, como uma banda de pequena espessura. Quando o
potencial € aplicado, cada zona migra independentemente, com
velocidade constante mas diferenciada, caracterfstica de sua
prépria mobilidade. As modalidades da eletroforese em solu-
¢do livre, gel e micelar pertencem a essa categoria.
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Em isotacoforese, a amostra é inserida entre duas solu-
¢oes, o eletrélito “lider” e o eletrélito “terminador”. Ambos,
cédtions e dnions, podem ser analisados por este modo, en-
tretanto em misturas distintas. A figura 1 ilustra a separagio
isotacoforética de uma mistura de cétions. Neste exemplo
particular, o eletrélito lider deve conter um cétion cuja mo-
bilidade € maior que a mobilidade de qualquer componente
catidnico da amostra. Por outro lado, o eletrélito terminador
deve conter o cdtion de menor mobilidade. Quando o campo
elétrico € estabelecido, diferentes gradientes de potencial
evolvem em cada banda, de tal forma que todos os cétions
eventualmente migram com velocidade constante e unica.
Em regides onde cétions de menor mobilidade estdo presen-
tes, o campo elétrico € mais intenso. Estes solutos, entretan-
to, movem-se com a mesma velocidade que os solutos de
maior mobilidade, estes Gltimos submetidos a campos elétri-
cos mais fracos. Portanto, as velocidades das bandas indivi-
duais sdo auto-normalizadas.

A focalizagdo isoelétrica envolve a separa¢do de solutos
anfotéricos em um gradiente de pH. Sob a influéncia do campo
elétrico, um soluto negativamente carregado migra em diregio
ao anodo. Durante sua migragio, o soluto experimenta regides
de pH progressivamente menor. Assim, uma fragdo cada vez
maior do soluto torna-se protonada, e desta forma, a carga efe-
tiva € alterada durante a migragio. Eventualmente, a carga total
do soluto torna-se zero, e sua migragdo & interrompida. Cada
componente da amostra migra para uma regido de pH igual ao
seu ponto isoelétrico, e permanecerd nesta posi¢do enquanto o
campo elétrico for operante.

A maior limitacdo para a rapidez, eficiéncia e aumento de
escala de separagdes eletroforéticas € a falta de habilidade de
dissipar calor, causado pela passagem de corrente através do
meio condutor (efeito Joule). O calor, gerado uniformemente
através do meio condutor, € dissipado somente pelas extremi-
dades do recipiente, gerando gradientes de temperatura. Gradi-
entes de temperatura induzem gradientes de densidade, que por
sua vez podem causar convecgdo. Fluxos convectivos servem
para misturar bandas ji separadas. Qutro fator desfavordvel,
decorrente do efeito Joule, € a introdugio de uma dependéncia
espacial para a mobilidade dos solutos. As moléculas localiza-
das na regido central do meio de separagio irio migrar mais
rapidamente que as moléculas localizadas nas bordas, causan-
do dispersdo da zona. Adicionalmente, se a temperatura do
meio se torna muito alta, pode haver um comprometimento da
integridade estrutural da amostra.
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Tradicionalmente, para contrabalangar os distiirbios causa-
dos pelo efeito Joule sdo empregados suportes sélidos, tal como
papel, amido, agarose, acetato de celulose e géis de poliacrila-
mida. Esta prética, no entanto, tem o incoveniente de aumentar
a drea disponivel para adsorg¢do do soluto, o que pode causar
sérias distor¢des da banda. Além disso, a preparagio e tingi-
mento de géis, como prédtica, requer uma manipulagéo intensi-
va que, freqiientemente, pode levar a resultados analiticos de
baixa qualidade. Apesar dos suportes anti-convectivos aumen-
tarem a eficdcia na remogao do calor, o campo elétrico € limi-
tado a um intervalo pequeno (10 - 50 V/cm).

Uma solugdo simples para o problema do efeito Joule em
eletroforese é a utilizagdo de tubos com dimensdes capilares
(15 - 100 um). A geometria do capilar (elevada 4rea superfici-
al interna relativa ao volume) favorece a dissipacdo de calor.
A remogio eficiente do calor através das paredes do capilar,
praticamente elimina a convecg¢do, sendo possivel o estabeleci-
mento de campos elétricos substancialmente maiores, i.e. 100 -
500 V/cm. Nestas condigdes, as bandas se aproximam do limi-
te tedrico, de serem alargadas apenas por difusdo longitudinal.
Em casos favordveis, aproximadamente um milhdo de pratos
podem ser obtidos, fazendo da eletroforese capilar a técnica
eletroforética de maior eficiéncia.

A eletroforese capilar oferece outras vantagens sobre os
métodos eletroforéticos convencionais, como 0 manuseio de
volumes bastante reduzidos (1 - 10 nL) de amostra, € a com-
pleta automacgfo da andlise, com possibilidade de injegdo e
detecgdo em fluxo. Outra vantagem € a compatibilidade com
uma variedade de sistemas de detecg¢fio disponiveis para cro-
matografia liquida, como absor¢do no UV-VIS, fluorescéncia,
métodos eletroquimicos, condutividade, e espectrometria de
massas, entre outros, que fazem da eletroforese capilar uma
técnica muito mais sensivel e reprodutivel que os métodos
eletroforéticos empregando géis.

Historicamente, a eletroforese foi introduzida por Tiselius,>*
no inicio da década de 30, através do elegante método da frontei-
ra mével, descrito anteriormente (figura 1). Por este trabalho pi-
oneiro, no qual a separagio parcial de algumas proteinas constitu-

intes do soro sangiiineo € demonstrada, foi concedido a Tiselius o .

prémio Nobel de 1948. Desde entdo, a eletroforese tem ocupado
uma posicdo tnica entre as metodologias empregadas para bio-
moléculas. Mas foi somente na iltima década, com a implemen-
tacdo das técnicas capilares, que a eletroforese evolveu de um
formato de manipulagdo intensiva para um formato totalmente
automatizado, ganhando o status de técnica analitica de rotina.

A primeira demonstra¢io do uso de campos elétricos eleva-
dos em eletroforese data de 1967, e é atribuida a Hjérten,® que
empregou um tubo de quartzo, em rotagdo, com dimensdes de
300 um de didmetro e 36 cm de comprimento, e voltagens de
2,5 a 3 kV (aproximadamente 75 V/cm). Em 1974, Pretorius
et al.’ demonstraram o efeito de bombeio do fluxo eletroosmé-
tico, salientando as vantagens deste modo, em comparagio aos
métodos tradicionais de bombeio de fase mével em cromato-
grafia. Nessa mesma época, Virtanen’ advogava as vantagens
do uso de tubos de pequeno didmetro (50 - 200 pm) para sepa-
ragdes eletroforéticas. Essa tendéncia em breve iria culminar em
1979, com a primeira demonstra¢do da eletroforese de zona em
tubos de teflon de pequeno bore (200 um de didmetro), na
Holanda, pelo grupo de Everaerts.? Neste trabalho, conseguiu-se
a separagdo de uma mistura de 16 dnions, com pratos de 10
um, em aproximadamente 10 minutos.

Durante o comego da década de 80, nos Estados Unidos,
Jorgenson e colaboradores,”'® além de uma série de outros
grupos de pesquisa, liderados por Ewing, Zare e Yeung,!''!3
contribuiram significativamente para o crescimento inicial da
eletroforese capilar, investigando a viabilidade de seu uso,
como técnica analitica instrumental. Cabe ainda salientar as
contribui¢des de Karger e colaboradores,'*!* que lograram a
introdugdo e desenvolvimento da eletroforese capilar em gel,
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estendendo a técnica a macromoléculas, através da inclusdo de
uma dependéncia do tamanho da molécula no mecanismo de
separacdo. Relevantes também foram as contribui¢des de
Terabe e colaboradores,!® que introduziram uma versio modi-
ficada de eletroforese capilar, a eletrocromatografia micelar.
Nessa modalidade, micelas sdo introduzidas na solugdo tam-
péo, fornecendo um sistema cromatogrifico de duas tases para
a separagdo de moléculas neutras.

Nos tltimos quinze anos, a eletroforese capilar tem conquis-
tado a ateng@o da comunidade cientifica internacional, como uma
poderosa técnica alternativa para a separagio e andlise de com-
postos de interesse industrial, farmacéutico, clinico, e ambiental.
A bibliografia da eletroforese capilar conta com vdrios livros
didéticos,!”* ¢ artigos de revisdo,''"**?® abrangendo os aspec-
tos tedricos da técnica e compilando suas iniimeras aplicagdes.

INSTRUMENTACAO

Um aspecto bastante importante da eletroforese capilar é a
simplicidade da instrumentagdo. Um diagrama de blocos, mos-
trando os componentes de um sistema para implementar a
eletroforese capilar, é esquematizado na figura 2. O sistema
consiste de uma fonte de alta tensdo, capilares (silica fundida
é o material mais comumente empregado), eletrodos (geral-
mente platina), e um detector apropriado. Uma fonte cc regu-
lada, de alta tensdo, é usada para estabelecer um campo elétri-
co ao longo do capilar. Tais fontes podem, em geral, ser ope-
radas a voltagem constante e/ou corrente constante, com valo-
res tipicos de voltagem no intervalo de 0 - 50 kV e corrente,
de 0 - 200 pA. O operador € protegido contra um contato aci-
dental com a alta voltagem pela inclus@io do sistema inteiro, ou
pelo menos o terminal de alta voltagem, numa caixa de acrili-
co, equipada com chaves de seguranga. A fonte de alta tensdo
€ conectada, através de eletrodos de platina, a dois reservat6-
rios contendo uma solugdo de um eletrélito conveniente. Tu-
bos capilares de sflica fundida sdo entdio preenchidos com a
solugfio, e servem como canal de migragdo. As extremidades
do capilar sdo imersas nos reservatérios da solugdo para com-
pletar o contato elétrico. Para minimizar efeitos térmicos, o
capilar deve ser mantido & temperatura constante. H4 vérias
possibilidades para termostatizagdo do sistema, incluindo cir-
culagiio de um liquido ou ar através de um cartucho contendo
o capilar, além do uso de ventiladores, e fornos.

DISPOSITIVO PARA
CONTROLE DA CAIXA DE
TEMPERATURA Alcnluco
]
'@ CAPILAR
ALTA TENSAO DETEGTOR
ELETRODO —| | || l

RESERVATORIO
PARA SOLUGAO

Figura 2. Instrumentagdo para eletroforese capilar.

Introdugdo de Amostra.

A maneira pela qual a amostra ¢ introduzida no capilar tem
implicagdo direta em andlise quantitativa. A reprodutibilidade
da édrea do pico, ou altura, reflete a precisdo da técnica de
injeg¢do. Em eletroforese capilar, amostras podem ser introdu-
zidas no capilar por métodos eletrocinéticos ou hidrodindmicos.
Na injegdo eletrocinética, um gradiente de potencial é estabe-
lecido ao longo do comprimento do capilar por um periodo de
tempo conhecido, enquanto que na injegdo hidrodinidmica uti-
liza-se um gradiente de pressdo. O gradiente de pressdo pode
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ser estabelecido por diferentes mecanismos: pressurizagdo ou
vécuo em um dos reservatérios de solugfio, ou por gravidade,
onde um dos reservatérios é elevado em relagiio ao outro € a
amostra € introduzida por sifonagem.

A injecdo hidrodinidmica introduz no capilar uma aliquota
representativa da composi¢do do soluto na amostra. O volume
de injecdo (nL) depende do tempo de inje¢do, dimensdes do
capilar, viscosidade da solug@o tampdo e da diferenca de pres-
sdo estabelecida. A inje¢io hidrodindmica € usualmente mais
precisa que a eletrocinética porque é baseada estritamente na
transferéncia de volume (a reprodutibilidade de drea € de apro-
ximadamente 1% do desvio padréo relativo). Entretanto, pode
ocorrer um alargamento significativo da zona, como resultado
do perfil de velocidade parabélico, caracteristico do fluxo in-
duzido por pressio. Inje¢des hidrodindmicas sdo preferidas em
aplicagGes de eletroforese de zona em solugdo livre e micelar,
particularmente quando a concentragfio da amostra estd dentro
dos limites de sensibilidade do detector.

Na injegdo eletrocinética, a amostra € introduzida no capilar
como resultado da combinag&o entre as velocidades eletroforé-
tica e eletroosmética (vide préxima secdo). Assim sendo, a
quantidade de material injetado é uma fungdo da mobilidade
eletroforética do soluto, das condutividades da amostra ¢ meio
condutor, assim como da magnitude do fluxo eletroosmético.
Uma importante conseqiiéncia deste modo de inje¢éio é a amos-
tragem n3o-representativa, que resulta da discriminagio entre
os componentes da amostra com diferentes mobilidades. Este €
particularmente um problema, quando a amostra é composta de
solutos de baixa mobilidade, que podem estar presentes em
concentracdes préximas ao limite de detecg¢do. A injegfo eletro-
cinética encontra a sua maior aplicagdo em eletroforese capilar
em gel, onde a injegdo por transferéncia de volume € impossivel.

Detecgio.

O desenvolvimento de novos sistemas de detec¢io em ele-
troforese capilar tem sido uma édrea de intensa pesquisa desde
a implementagdo da técnica. O rdpido avango tecnol6gico nes-
sa drea tem sido atribuido & relativa facilidade com que alguns
detectores, de uso geral para cromatografia liquida, sdo adap-
tados para eletroforese capilar. Pequenas modificagSes nestes
detectores sdo suficientes para acomodar capilares de silica
fundida, como células de detecgdo em fluxo. Além disso, a
diversidade de moléculas que se beneficiam do uso de métodos
eletroforéticos tem contribuido para a implementagio de uma
variedade de principios de detecgdo.

Virios critérios devem ser considerados na escolha de um
detector para uma anélise em particular, inciuindo sensibilida-
de, seletividade, intervalo linear de concentragdo e ruido. A
resposta do detector deve produzir uma relagdo conhecida e
reprodutivel com a quantidade ou concentragdo do soluto, além
de fornecer um amplo intervalo linear de concentragfo. Ideal-
mente, o detector deve responder de forma independente ao
tipo de solugdo empregada, ndo deve contribuir para o alar-
gamento das bandas e deve ser conveniente para o uso.

Os detectores podem ser classificados em dois tipos: os uni-
versais e os especificos. Os detectores universais medem a
diferenga entre alguma propriedade do soluto em relagdo 2
solugfo. Assim, o sinal ndo depende das propriedades do soluto,
mas da diferenga entre as propriedades do soluto e solugdo.
Nesta classe estdo inclufdos os detectores de indice de refragdo
¢ condutividade, entre outros que empregam métodos indire-
tos. Apesar de universais, estes detectores apresentam menor
sensibilidade e intervalo dindmico. Os detectores especificos
medem uma propriedade especifica do soluto. A detecgio &,
portanto, limitada aos solutos que possuem a referida proprie-
dade. Nesta classe estdo incluidos os fotodetectores (baseados
na absorgdo na regisio do UV/VIS, na fluorescéncia, ou no espa-
lhamento Raman), os espectrémetros de massas, os detectores
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amperométricos e os radiométricos. O uso dos detectores espe-
cificos € bastante vantajoso quando a matriz da amostra é com-
plexa, e em situacdes onde € desejdvel minimizar interferénci-
as do background. Este tipo de detector é geralmente mais sen-
sivel que os detectores universais e fornece intervalos mais
amplos de resposta linear. Além disso, a relagdo sinal/ruido é
melhor. Conseqiientemente, os detectores especificos encontram
maior uso que os universais. A tabela 1 compara os limites de
detecg@o de alguns dos sistemas de detecgdo disponiveis para
eletroforese capilar,

Tabela 1. Comparagio entre alguns sistemas de detec¢do usa-
dos em eletroforese capilar.??

MODO DE DETECCAO

LIMITES DE DETECCAO

TIPICOS
(em mol/L)
INDICE DE REFRACAO
Direto (laser) 10° - 10
CONDUTIVIDADE 10° - 10¢
ABSORBANCIA
Direto 10° - 10°
Indireto X 104 - 109
FLUORESCENCIA
Direto (lampada) 107 - 108
Direto (laser) 109 - 1012
Indireto 10¢ - 107
ESPECTROMETRIA DE MASSAS  10* . 107
AMPEROMETRIA 10* - 107
RADIOMETRIA 100 - 10"
RAMAN 10¢ . 107

FUNDAMENTOS TEORICOS

Os fundamentos te6ricos discutidos a seguir sio rigorosa-
mente aplicdveis 2 eletroforese de zona em solugdo livre, pra-
ticada em capilares de sflica fundida. As equagdes fundamen-
tais da separagdo eletroforética por eletroforese de zona em fase
micelar (eletrocromatografia micelar), hibrido de eletroforese e
cromatografia, deve incorporar termos descrevendo a parti¢do
do soluto na micela, enquanto que a eletroforese de zona em
matrizes porosas (géis, polimeros, etc) deve enfatizar a depen-
déncia do tamanho da molécula na seletividade da separagdo.
Ambos os modos, entretanto, obedecem aos mesmos funda-
mentos tedricos da migragdo eletroforética e eletroosmética da
eletroforese de zona em solugdo livre. A isotacoforese empre-
ga gradientes de concentragdo ou solu¢des descontinuas, en-
quanto que a focalizagfo isoelétrica utiliza gradientes de pH.
Assim, tanto a descricio matemdtica da migragio eletroforéti-
ca e eletroosmética como as equagdes fundamentais de separa-
¢do por estes dois modos devem incorporar estas particularida-
des. Na prética da eletroforese de zona em matrizes porosas,
da isotacoforese e da focalizagdo isoelétrica, em capilar, é co-
mum a supressdo do fluxo eletroosmético.

Teoria da Migracdo Eletroforética

A condutincia G de um segmento de solugdo imersa em um
campo elétrico E ¢ diretamente proporcional 3 secgdo de drea
transversal A, perpendicular ao vetor campo elétrico, e inver-
samente proporcional ao comprimento L do segmento. A cons-
tante de proporcionalidade é chamada de condutividade, k, e é
uma propriedade intrinseca da solug3o:

G=KA m
L

Uma vez que a corrente que atravessa a solugdo é gerada pelo
movimento independente de diferentes espécies, a condutividade
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é de fato uma soma das contribuigdes de todas as espécies
ibnicas i. Cada espécie contribui para a condutividade total de
maneira proporcional a sua concentragio Ci, magnitude da
carga z;, e mobilidade p;:

k=FZ (lz| mcp [2]

onde F ¢ a constante de Faraday. A mobilidade do fon corres-
ponde a sua velocidade limite vi, em um campo elétrico de
valor unitério:

p=4 , (3]

A velocidade € a distancia percorrida pelo fon por unidade
de tempo:

vi=L [4]
ti

A intensidade do campo elétrico é expressa pelo valor ma-
ximo do gradiente de potencial por unidade de comprimento:

E=Y (5]
L

Voltagem e corrente estdo relacionadas pela lei de Ohm (V
= R i), onde a resisténcia R € o inverso da condutincia G
(equagdo [1]).

A figura 3 representa, esquematicamente, a migragio de um
fon e sua esfera i0nica, sob a influéncia de um campo elétrico.
Inicialmente, o ion é acelerado até que forgas de atrito, entre
outras (retardamento e relaxacdo), contrabalangam a forga elétri-
ca. Um estado estaciondrio é atingido, onde o fon continua sua
trajetéria em movimento constante, com a velocidade final ad-
quirida. A forga elétrica é dada por um produto envolvendo a
carga do fon, z;, a carga elementar, e, € o campo elétrico:

Feerica = Fi = |zi] ¢ B (6]

A forga de atrito pode ser aproximada pela lei de Stokes,
para fons de forma esférica como:

Furo =F2=6 M1 vi (7]

onde n € a viscosidade do meio e r; € o raio idnico efetivo. As
forgas de retardamento (F) e relaxagdo (F4) estdo associadas 2
presenga da esfera idnica e, portanto, sio mais dificeis de
quantificar. O retardamento aparece porque a esfera ifnica
possui carga oposta a do fon e, consegiientemente, tende a

v

Figura 3.Forgas atuantes em um ion e sua esfera ibnica durante mi-
gragdo eletroforética: forga elétrica (Fy), forga de atrito (F), forga
de retardamento (F3), e for¢a de relaxacdo (Fg).

176

migrar em direg@o oposta. A relaxagéo se relaciona 2 tendéncia
da esfera idnica em se redistribuir simetricamente ao redor do
fon. Entretanto, como o fon estd em movimento constante,
existe um tempo finito para a esfera i6nica se rearranjar. O
resultado é um alongamento da esfera idnica em relagdo a
posi¢do central do fon.

Quando o fon atinge a velocidade final, a resultante de for-
¢as € nula, e as equacgdes [6] e [7] se equivalem:

|zi|eE=6nnri \7 (8]

Para efeito de simplificagdo, a contribuigdo das forcas de
retardamento e relaxagio ao movimento final do fon seré igno-
rada. Assim, a mobilidade idnica pode ser aproximada pela
combinagdo das equagSes [3] e [8]:

p,-.—_ﬂ (9]
6nNr;

O Conceito de Mobilidade Efetiva.

Para solugdes de eletrdlitos compostos de um 4cido ou base
fracos, existem pelo menos duas espécies em equilibrio, a molé-
cula ndo ionizada (com mobilidade zero), e a base ou 4icido con-
jugado, cada qual com um valor particular de mobilidade. Assim,
da mesma forma que os fons simples sdo caracterizados por um
valor de mobilidade i0nica (;), o conceito de mobilidade efetiva
€ utilizado para descrever a migragéo de eletrSlitos fracos. A mo-
bilidade efetiva (l¢f) pode ser calculada pela defini¢do cldssica de
Tiselius, na qual qualquer substincia i presente em solugdo em
diferentes formas j, relacionadas entre si por um equilibrio 4cido-
base rdpido, irA migrar em um campo elétrico como um soluto
unico, possuindo uma certa mobilidade efetiva dada por:

(Mei = Z (45 0) (10}

onde o; € a fragdo molar ou fungdo de distribuigdio, > e Mj a
mobilidade idnica de cada espécie individual j.

As fungdes de distribuigdo dependem da magnitude das cons-
tantes de dissociagdo do soluto (pK,), € determinam a predomi-
néncia relativa das vérias espécies num intervalo de pH. Desta
forma, a equacfio [10] sugere uma dependéncia indireta entre a
mobilidade efetiva e o pH do meio. A figura 4 apresenta curvas
de mobilidade efetiva versus pH para alguns solutos de interesse
geral (dados de pK, ¢ mobilidade individual das espécies foram
obtidos da compilagio de Hirokawa ef al.).3' Curvas desse tipo
s@o excelentes indicadores da condicdo de pH mais propicia para
a separagdo ocorrer, ou seja, o pH onde as diferengas entre as
mobilidades efetivas dos solutos sdo maximizadas.
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Figura 4. Mobilidade efetiva em fungdo do pH para os compostos:
dcido oxdlico (®), dcido acético (@), fenol (A), aspirina (M), dcido
carbdnico (4), dcido maléico (Qe dcido nicotinico ©).
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Teoria da Migracio Eletroosmética

Interface Solugio - Capilar.

Entre os vdrios materiais utilizados na fabricagdo de capila-
res, a sflica fundida, uma forma pura de diéxido de silicio
amorfo, tem encontrado maior uso. Este material confere aos
capilares muitas propriedades interessantes, como dimensdes
precisas, alta constante dielétrica, baixa condutividade elétrica,
alta condutividade térmica, resisténcia mecinica, maleabilidade,
resisténcia ao ataque quimico e, particularmente, alta transmi-
tancia 6ptica para um intervalo aprecidvel de comprimento de
onda (190 a 900 nm). No entanto, o uso de capilares de silica
€ também responsivel por um importante fen6meno em eletro-
forese capilar: o fluxo eletroosmético.

Quimicamente, a silica fundida é caracterizada pela presen-
¢a de virios tipos de grupos silanol (figura 5), os quais, em
média, apresentam um cardter dcido. Em contato com o meio
aquoso, alguns desses grupos sdo ijonizados e, com a ioniza-
¢do, a superficie do capilar se torna negativamente carregada.
Outra possibilidade para a presenca de carga na superficie do
capilar € a adsor¢do de espécies ionicas. Em ambos os casos,
o resultado é o mesmo: surge na solugdo em proximidade a
superficie, uma distribui¢do espacial ndo-homogénea de carga,
conhecida como dupla camada elétrica.'*?

—Si—OH SILANOL
/

\

8i— o/ —Si—
7 O\H silanéis vicinals
7
Si— —-\SI— O,\ (ponte de hidrog8nio)
H
Si— _\ Si— O silanol dissociado
/
AN
Si— O}—Si
/
O: SILOXAN
A4 °
Sj =~ g~ Si
/
N\
Si— —) Si—OH silanol isolado
N
/S' N silandis geminais
OH
SUPERFICIE

Figura 5. Representagdo esquemdtica da estrutura quimica da super-
ficie de um capilar de silica fundida.

O modelo combinado de Gouy-Chapman-Stern-Grahame
(figura 6) descreve a regifio imediatamente adjacente & super-
ficie como ocupada por camadas de moléculas de dgua orien-
tadas e alguns fons, provavelmente desidratados, os quais sdo
fortemente atraidos pela superficie por forgas eletrostiticas e/
ou de coesdo (adsorcdo especifica). O centro destes fons define
um plano, conhecido como o plano interno de Helmholtz (IHP).
Ions hidratados se aproximam da superficie a uma distancia
correspondente ao seus raios de hidrata¢dio. Estes fons sdo mais
fracamente ligados 2 superficie, e a interagio é dependente das
propriedades quimicas dos fons (adsor¢do ndo-especifica). O
plano definido pelo centro dos fons hidratados é conhecido como
o plano externo de Helmholtz (OHP), ou camada de Stern, e
delimita a camada compacta da dupla camada elétrica. Devido
a um movimento térmico randdmico, alguns fons difundem, se
afastando da superficie. A concentrag@o de fons de carga oposta A
superficie decresce com a distdncia e, eventualmente, aproxima-
se do valor da concentragdo dos fons na solugdo. Esta regido é
conhecida como a camada difusa da dupla camada elétrica.
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Figura 6. Modelo para a interface capilar/solugdo.

Quando um campo elétrico € imposto tangencialmente a super
ficie, forcas elétricas atuam nas cargas da camada difusa, cau-
sando um movimento unilateral de fons em dire¢do ao eletrodo
de carga oposta. Durante a migragfo, os fons transportam molé-
culas de 4gua, induzindo um fluxo de solugdo como um todo,
conhecido como fluxo eletroosmético. A distdncia na qual uma
fragdo da camada difusa consegue escapar as forgas de atragio
da superficie € caracterizada como o plano de cisalhamento. Este
plano delimita a parte imével da regido difusa da dupla camada
elétrica. O potencial desenvolvido no plano de cisalhamento &
conhecido como o potencial eletrocinético ou potencial zeta, {.
Sua magnitude tem implicagdes bastante importantes no desen-
volvimento e caracterizagdo do fluxo eletroosmético.

A distribuigfo do potencial na dupla camada elétrica pode ser
derivada, resolvendo-se a equagdo de Poisson-Boltzmann para
casos limite'”2. Se o potencial na superficie (o) € suficiente-
mente pequeno (< 50 mV), o perfil de potencial com a distancia
(x) pode ser aproximado conforme a teoria de Debye-Hiickel:

¥ =V exp (- X x) [11]

Um dos pardmetros mais importantes que emergem desta

teoria € o parametro x, o qual correlaciona propriedades da
solugdo com a dimensdo da dupla camada elétrica:

&= 1000€*Na 5 (201 [12]
ef£T

onde z; é a carga ¢ M; a molaridade do fon i, € € a constante
dielétrica do meio, e € a carga elementar, Ny é o nimero de
Avogadro, £¢ a constante de Boltzman e T € a temperatura
absoluta, A quantidade x !, conhecida como o comprimento
de Debye, € freqgitentemente usada para caracterizar a espessu-
ra da dupla camada elétrica.

Fluxo Eletroosmético.

Os principios que hoje sdo usados para relacionar as propri-
edades da solu¢do com a magnitude do fluxo eletroosmético
foram introduzidos no principio do século, no contexto da
quimica de coldides.’ Para entender o desenvolvimento do flu-
xo eletroosmético € preciso examinar as forgas que atuam na
proximidade da superficie do capilar, quando um campo elétri-
co tangencial € estabelecido (figura 7). Para tanto, a solugédo
dentro do capilar é dividida em camadas concéntricas; cada
camada possui uma distribuigdo de fons do tipo Boltzman, e
espessura infinitesimal (dx).

As forcas atuantes sdo de natureza elétrica e de atrito. A
forga elétrica atua em todos os fons presentes no segmento da
solugdo, sendo proporcional & magnitude do campo elétrico e a
densidade da solugdo (p):

Feigtrica = /1 =E p dx [13]
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Figura 7. Forgas atuantes em um segmento de solugdo, situado na
proximidade da superficie do capilar, durante migragcdo eletroosmdti-
ca: forga elétrica (F'y) e forgas de atrito (F’;, F’3).

As forgas de atrito atuam entre camadas de solugdo adja-
centes ¢ dependem da viscosidade da solugdo (1) e da posicdo
da camada de solugdo em relagdo a superficie:

Fatrite (x) = F'2 = n (dv/dx)y ‘ {14]

Falrito (X+dX) =F3= n (dV/dX),de [15]

onde dv/dx é o valor do gradiente de velocidade na posi¢io
especificada. Observe que o gradiente de velocidade s6 existe em
virtude da distribui¢do ndo-homogénea dos fons. A velocidade ¢
zero na superficie, aumenta abruptamente dentro da dupla camada
elétrica e alcanga um valor méximo a uma disténcia bastante pré-
xima da superficie. O restante da solugfio migra com a velocidade
méxima. Entretanto, cada camada de solugdo migra com uma
velocidade constante, caracterfstica da posi¢do da camada, pois a
resultante de forgas atuando em cada camada € nula.

A expressdo que relaciona o fluxo eletroosmético com as
propriedades da solugdo resulta do balango de forgas dentro da
dupla camada elétrica:

E p dx =1 (dV/dX)yeax - 1 (dV/dx)e = A(nd_") dx (16]
dx\ dx
e emprega a equagdo de Poisson para a densidade de carga:
=-i(e'9“—’) dx (171
P dx \ dx

Combinando as equagbes [16] e [17]:
-E%g'ﬂ):l(nd_v) [18]
dx\ dx/ dx\ dx

e integrando, obtem-se:

-E e'd—\v =n9¥ 4 constante [19]
dx dx

Quando x = e, dy/dx = 0 e dv/dx = 0, portanto, a constante
de integragdo € nula. Uma nova integra¢do da equagdo [19],
assumindo &£’ € 7} constantes em toda parte mével da camada
difusa, resulta em:

- E &€ y =n v + constante [20]

Nas condig¢Bes limite, quando x = e, Y = 0 € V = Vs
(velocidade eletroosmética); quando x = O (plano de cisalha-
mento), Y = { e v = 0. Desta forma, a equagdo [20] pode ser
simplificada como:
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-E¥¢ C =M Vosm [21]
que rearranjando fornece:
Vosm = - ) C E [22]

A relagdio acima, conhecida como a equagdo de Helmholtz-
Smoluchowski, prevé a dependéncia entre a velocidade linear
méxima dos fons na solugdo (v,sm) € 0 campo elétrico (E). A
constante de proporcionalidade, que representa a mobilidade
eletroosmética (M,sm), é constituida por vérias constantes, tais
como a constante dielétrica (€) e a viscosidade (n) da solucio,
a permissividade do vdcuo (g) e o potencial zeta (£):

Hom = - ef‘]’c [23]

A equacgio de Helmholtz-Smoluchowski € vélida quando o
raio do capilar (r) é grande quando comparado com a espessu-
ra da dupla camada elétrica (x *', obtido por rearranjo da equa-
¢do [12]), ou quando o produto (k r) € muito maior que o valor
100. Note que na dedugfo tedrica da equagdo [22], nenhuma
consideragdo € feita sobre a estrutura intrinseca da dupla ca-
mada elétrica, exceto pela existéncia do plano de cisalhamen-
to. E interessante observar que, quando os vetores velocidade
e campo elétrico estdo na mesma diregdo e sentido, o que co-
mumente ocorre na préitica da eletroforese capilar, o potencial
zeta adquire um valor negativo.

A existéncia do fluxo eletroosmético tem importantes im-
plicagdes na eletroforese capilar. O fluxo de solugdo contri-
buiu significantemente para a automagio da técnica, permitin-
do a introdugdo de amostra e detec¢do diretamente no capilar.
Quando a velocidade eletroosmdtica é de grande magnitude, o
fluxo € responsdvel pela condugdo dos solutos, sem distingio
de carga, em dire¢do ao detector. Assim, a andlise simultanea
de amostras contendo tanto solutos catidonicos e neutros como
anidnicos € possivel, muito embora ndo haja discriminagdo
temporal entre diferentes solutos neutros. Além disso, as ca-
racteristicas de alta eficiéncia da técnica estdo, em parte, vin-.
culadas ao perfil radial da velocidade eletroosmética (figura
8). Sendo linear, o mesmo componente de velocidade ¢ adici-
onado a todos os solutos, independentemente da sua posigdo
radial. Esta peculiaridade distingue a eletroforese capilar dos
métodos cromatograficos em fase liquida em coluna, que apre-
sentam um perfil de velocidade parabélico, caracteristico do
fluxo induzido por pressdo. ‘

Nos tltimos anos, vérias estratégias tém sido desenvolvidas
no sentido de exercer um controle apropriado do fluxo eletroos-
moético. Talvez, o meio mais efetivo de controle seja a alteragéo
das propriedades fisico-quimicas da solugdo. Neste contexto,
alteragdes de pH, concentragio e for¢a idnica da solugdo tam-
pdo, tipo e concentracdo de um eletrélito inerte ou aditivo orgé-
nico, assim como alteragdo na viscosidade do solvente, constan-
te dielétrica e temperatura t€ém sido praticadas satisfatoriamente.

FLUXO FLUXO
ELETROOSMOTICO LAMINAR

) P
J\

Figura 8. Perfil de velocidude radial para um fluxo induzido por um
campo elétrico (eletroosmdtico) e um fluxo induzido por pressdo
(laminar), e correspondente efeito na varidncia da distribuigdo.
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A figura 9 apresenta o efeito do pH e concentragdo na
magnitude do fluxo eletroosmético para solugdes tamponadas
de fosfato de sédio™. Essas curvas podem, de fato, ser inter-
pretadas como curvas de titulagiio da superficie. Desta forma,
0 potencial zeta e, portanto, a velocidade eletroosmética (equa-
gbes [22] e {23]), sdo bastante elevados em meio bésico, de-
crescem rapidamente entre pH 8 ¢ 4 e, praticamente, estabili-
zam em meio 4dcido. As curvas sigmoidais apresentam um pon-
to de inflexdo tnico, correspondente ao pK, médio dos virios
grupos silanol da superficie (pK, 5,9). Outra caracteristica inte-
ressante dessas curvas é a indicagdo do ponto de carga Zero
(PZC), que para silica gel é sabido ocorrer a pH 2, 5.3 Quando
o pH da solugdo atinge o ponto de carga zero, hd um colapso da
dupla camada elétrica e o fluxo eletrosmético deixa de existir.

Outra forma efetiva de alterar, ou mesmo inibir o fluxo ele-
troosmdtico, consiste em modificar a composi¢do quimica do
material do capilar e, portanto, a densidade de carga superficial.
Além de silica fundida, outros materiais t€ém sido testados, como
vidro ¢ teflon. Outra possibilidade consiste em alterar a natureza
da superficie interna do capilar, através de revestimentos fisicos
e/ou métodos de derivatizagdo quimica. E, finalmente, a aplica-
¢do de um campo elétrico externo, transversal ao capilar, é a
maneira mais elegante de manipular o fluxo eletroosmético.
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Figura 9. Variag¢do do potencial zeta em fun¢do do pH de solugies
tamponadas de fosfato contendo cloreto de sédio. Concentragdo
total de sidio: S (curva inferior) a 15 mM (curva superior), incre-
mento de 2,5 mM.

Equac¢des Fundamentais

Resolugdo e Eficiéncia.

Em qualquer problema analitico envolvendo separagdo, o
objetivo fundamental é o de atingir completa resolugéo entre
todos os componentes da mistura. A resolugéo entre as bandas
de dois solutos adjacentes é definida pela diferenca entre o
tempo de migragdo (t), dividida pelo valor médio entre as lar-
guras de base de cada banda (wy,), expressas nas mesmas uni-
dades dos tempos de migragdo:

Rsijs = —1 2 [24]
Whi + Whi + 1

Na presenga de fluxo eletroosmético, o tempo de migragio
do soluto i, do ponto de injegdo até a posigao do detector (L),
é determinada por sua velocidade aparente de migragdo (v;),
que € a combinagio vetorial da velocidade eletroosmética (Vosm)
e eletroforética (vep), de acordo com:

Laer Lot
(Mosm + ey V

25
Vi Vosm +Vep [ ]
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onde Hoem € Pep SA0 as mobilidades eletroosmética e eletrofo-
rética, respectivamente, V € o potencial aplicado € Ly, € o
comprimento total do capilar. A figura 10 ilustra a separagéo
de alguns solutos com aproximadamente o mesmo tamanho,
mas cargas distintas, na situagdo de velocidade eletroosmética
maior, em magnitude, que a velocidade eletroforética de qual-
quer um dos solutos presentes. Na préitica, esta situagiio é
conseguida quando o eletr6lito € uma solugdo de pH elevado e
baixa concentragdo. Note que o detector € fixo em uma posi-
¢do conveniente, perto do final do capilar. O soluto catidnico
migra com uma velocidade maior que a que migraria na ausén-
cia de fluxo, e portanto chega ao detector em um tempo me-
nor. O soluto neutro (velocidade eletroforética nula) migra
exclusivamente pela agéo do fluxo eletroosmético. Se a amos-
tra contém virios solutos neutros, com tamanhos aproximada-
mente iguais, estes passariam pelo detector no mesmo tempo,
como uma banda tinica, nao resolvida. O soluto anidnico ¢ ar-
rastado pelo fluxo eletroosmético para o polo de carga similar,
e migra com uma velocidade menor que a do soluto neutro.
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Figura 10. Separagdo de solutos de tamanho similar e cargas distin-
tas por eletroforese capilar de zona em solugdo livre. Detalhe mos-
trando a superficie interna do capilar, carregada negativamente, e a
organizagdo da solugdo nas imediagies da superficie. A composigdo
vetorial das velocidades eletroosmdtica (Vo) e eletroforética (vep)
resulta na velocidade aparente (v;) de migragdo do soluto.

E importante observar que medidas experimentais do tempo
de migracdo sempre levam & determinag@o de mobilidades apa-
rentes. A mobilidade eletroosmética precisa ser determinada
separadamente, para que a mobilidade eletroforética do soluto
possa ser avaliada. O tempo de migragdo de uma molécula
neutra, como indicativo da velocidade eletroosmética, consti-
tui um dos métodos mais simples. H4 ainda a possibilidade de
usar moléculas neutras como padrdes internos e fazer medidas
relativas de tempo de migragdo do soluto em investigagdo em
relagdo & molecula neutra. Neste caso, irregularidades introdu-
zidas pela inje¢do da amostra ou flutuagSes de voltagem/cor-
rente durante operacdo podem ser contornadas. Mesmo as alte-
ragdes do fluxo eletroosmético, em decorréncia de modifica-
¢oes da superficie interna do capilar devido ao uso intensivo,
sdo corrigidas com este procedimento.

Para uma banda normalmente distribuida (Gaussiana), a lar-
gura da base € relacionada com o desvio padrdo da distribui-
¢do temporal (T):

Whi = 41 [26]

onde T € expresso em unidades de tempo e se relaciona ao
desvio padrdo da distribuigdo espacial (G), através da velocida-
de da zona:

=0 [27]
Vi .
A eficiéncia de uma separag@o estd diretamente relacionada

A variancia da zona (62) e pode ser expressa em termos do
nimero de pratos (N):
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N=lo (28]
o

ou pela altura equivalente a um prato (H):

H=lo [29]

O nimero de pratos pode ser calculado diretamente de um
eletroferograma através da expressao:

2 2
N=16 (‘—) =5,54 (—‘—) [30]
Whi Whi

onde wy € a largura da banda, tomada a meia altura, nas mes-
mas unidades de t;.

A varincia da distribuigdo espacial (0%) é causada por vé-
rios fendmenos dispersivos que ocorrem durante a permanén-
cia do soluto no capilar. Se estes processos sdo independentes,
entdo as varidncias sdo estatisticamente aditivas:

¢t =X o, [31]

onde %, representa a contribuigdo individual do processo de
dispersdo (n) 2 varidncia final observada.

Mecanismos de Dispersao.”

Em eletroforese capilar sdo vérios os fatores que contribuem
para o alargamento das bandas. Entre os mais relevantes estiio a
difusao longitudinal, e os volumes finitos de inje¢do e detecg¢do.
Alguns fatores adicionais de varidncia incluem os gradientes de
temperatura induzidos pelo efeito Joule, as interagdes soluto/
capilar, e as diferencas de condutividade entre a solugdo e a
amostra, além de outros.

A variancia resultante da difusdo longitudinal (0%) é dada
pela expressdo de Einstein:

0% = 2 D ¢ 132

onde D; é o coeficiente de difusdo do soluto i. Em geral, os
coeficientes de difusdo de solutos de baixa massa molecular,
em meio aquoso, sio da ordem de 10 cm%s. E interessante
relembrar que a difusdo na dire¢do radial do capilar ndo con-
tribui para o alargamento das zonas, devido ao perfil caracte-
ristico da velocidade eletroosmética (vide figura 8). A variin-
cia introduzida pela difusdo longitudinal € uma fun¢éo do tem-
po de residéncia do soluto no capilar e, portanto, ndo depende
somente das caracteristicas do soluto, mas também da mobili-
dade eletroosmética e de outros pardmetros instrumentais. Ao
substituir o tempo de migragio da equagdo [32] pela equagdo
[25], esta dependéncia se torna explicita:

O'Zdir=——3—2 Di Lot Lo [33]
(Mosm + Hep) V

A contribui¢do a varidncia da zona causada pela injegdo de um
volume finito de amostra pode ser aproximada pela expressio
introduzida por Stemberg,3i para uma zona de perfil retangular:

A
iy =— 4
=T, [34]

Para avaliar o comprimento inicial da zona de amostra injetada

no capilar (), o modo de injegdo precisa ser considerado. Na
introdugdo hidrodindmica de amostra, um gradiente de pressdo é
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estabelecido no capilar, por um breve perfodo. Sob condigdes
de fluxo laminar, o comprimento da zona é entdo determinado
pela equagéo de Hagen-Poiseuille:

2
foipa=-BPT i [35]

onde t;,; € o tempo de injegdo, N € a viscosidade da solugdo e AP
é a diferenga de pressdo estabelecida entre as extremidades do
capilar. Quando a inje¢@io hidrodindmica € feita por aplicagdo de
pressdo na entrada do capilar, ou vdcuo na saida do capilar, a
diferenca de pressdo € conhecida. Quando a injec@o € feita através
de sifonagem, a diferenga de pressdo pode ser calculada por:

AP = p g Ah [36]

onde Ah é a diferenga de altura entre o nivel de solugdo nos
dois reservatérios, p € a densidade da solugdo e g é a acelera-
¢do da gravidade. A dispersdo causada pelo perfil parabdlico
de velocidade, caracteristico do fluxo induzido por pressdo,
ndo estd sendo considerada no cdmputo do comprimento da
zona pela equacgdo [35].

Na introdugéo eletrocinética de amostra, um gradiente de
potencial é estabelecido no capilar, por um breve perfodo. O
comprimento da zona injetada é determinado pela mobilidade
aparente do componente de maior mobilidade na amostra e
do tempo de injegdo:

4nj, ec = (Mosm Mep) v
Ly

tinj (37}

+3

E importante que o comprimento da amostra injetada no
capilar seja minimizado. Idealmente, o comprimento deve ser
menor que o desvio padrdo causado por difusdo longitudinal,
(N 2 D t). O comprimento exato depende do coeficiente de
difusdo do soluto ¢ do tempo de anélise. Macromoléculas po-
dem apresentar coeficientes de difusdo até 100 vezes menores
que solutos de baixa massa molecular e, portanto, necessitam.
comprimentos de injegcdo menores.

Em qualquer detector, um volume finito de solugfo. estd
sempre em contato com o transdutor, e o sinal de saida repre-
senta uma resposta média. Se o transdutor tem um limite espa-
cial distinto e resposta uniforme no sentido de seu comprimen-
to, a distribui¢cdo da zona apresenta um perfil retangular e a
varidncia pode ser aproximada pela expressdo de Sternberg:*

2
Oy =t [38)
12

onde /¢ € 0 comprimento da janela no detector, ou o compri-
mento do capilar exposto ao sistema detector.

CONCLUSAO

A eletroforese capilar constitui uma técnica moderna de
separacdo, com ampla aceitagdo no dmbito académico e indus-
trial, que tem mostrado um surpreendente desenvolvimento nos
dltimos dez anos. No Brasil, esta técnica é ainda muito pouco
difundida, apesar da exceléncia de seu desempenho analitico,
da diversidade de suas aplicagOes e da simplicidade e relativa-
mente baixo custo do instrumental necessirio. O presente tra-
balho procurou introduzir um texto bésico sobre a eletroforese
capilar, ressaltando os fundamentos tedricos da migragio ele-
troforética e eletroosmética, e descrevendo os parimetros ins-
trumentais que influenciam a qualidade da separagdo.
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