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Apresentacao

Este documento tem como objetivo fornecer informagbes objetivas sobre
a utilizacdo da técnica de eletroforese capilar, com a apresentagcao de
conceitos basicos e aplicagdes praticas no manuseio do equipamento, em
uma sequéncia légica de eventos na programacao da analise, geralmente
ndo encontrada nos manuais de usuario. Apresenta um conteudo tedrico
sucinto, mas imprescindivel para a compreensao dos varios parametros
utilizados para otimizar uma separacao via eletroforese capilar.

Se destina a pesquisadores, técnicos, analistas, estudantes, ou seja, a todos
que desejem conhecer e aplicar a técnica, particularmente a quem esteja
implantando a analise de proteinas em alimentos por meio da eletroforese
capilar, sendo fornecidas, inclusive, dicas de problemas encontrados e rotinas
a serem aplicadas em um laboratério de Bioquimica.

Lourdes Maria Correa Cabral
Chefe-geral da Embrapa Agroindustria de Alimentos
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Visao geral

A eletroforese capilar (EC) é uma técnica de separagédo analitica que foi
introduzida por Jorgenson e Lukacs (1981). Possui a grande vantagem de ser
compativel com os conceitos de quimica verde, sendo capaz de separar varios
analitos de origem biolégica como &cidos nucleicos, proteinas, carboidratos,
lipideos e metabdlitos secundarios (Kostal et al., 2008). A eletroforese capilar,
entretanto, ndo é uma técnica de separagéao trivial. Ha varios parametros
que precisam ser otimizados a fim de se ajustar a separagéo. Esta técnica
€ ainda mais complexa do que a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Na verdade, a complexidade da CLAE advém das varias tecnologias
que compdem o instrumental, porém, uma vez o equipamento ajustado, o
processo cromatografico flui sem requerer modificagdes subsequentes (Jager
e Tavares, 2001).

Os fundamentos da EC baseiam-se na aplicacdo de uma diferenga de
potencial entre dois eletrodos em uma solugao ibnica que provoca o transporte
de corrente elétrica realizada por meio dos ions formados. Este transporte
de corrente, entdo, € sempre acompanhado de um transporte de matéria e
porgdes diferentes de corrente séo transportadas em fun¢ao da carga, massa
e raio efetivo dos ions. Ou seja, espécies menores € com maiores cargas
possuem mobilidades elevadas e o transporte de corrente € maior (Spudeit
etal., 2012).

A técnica de eletroforese capilar baseia-se, entdo, no conceito de mobilidade
ibnica (eletroforética) e na produgao de um fluxo eletrosmético que € mantido
através da interacao de um eletrdlito (Eletrélito de Fundo - EF) com a diferenga
de potencial aplicada nos eletrodos (e ao longo de todo capilar) e também
com superficie de carga formada no interior do capilar. Este fluxo deve ser
capaz de promover uma migragao adequada dos analitos até o detector em
um determinado tempo. O sinal gerado no detector é plotado sob forma de
eletroferograma (grafico de tempo versus intensidade dos componentes de
uma mistura separados por eletroforese em um meio de suporte, neste caso,
o capilar de silica fundida) (Beckers e Bocek, 2003).

O instrumental consiste basicamente de um equipamento ndo modular (Figura
1) onde encontra-se o cassete, um suporte plastico que contém o tubo capilar
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enrolado e que funciona também como guia para as extremidades de entrada
e de saida deste tubo; o detector, em geral um arranjo de diodos, e o sistema
de selecdo/injecao de frascos de amostras e de solug¢des. Todo o sistema é
mantido sob pressao negativa.

Cassete - suporte do capilar

Detector ] >
Sistema de pressurizagao
Entrada do Capilar —"
Interface de
alinhamento
Catodo

Saida do c{ni | [—\EW( .
.___,.--""

» * }lrélito
k:’ E de fundo ou

amostra

Eletrélito de
Fundo de saida

Modo de reabastecimento
com eletrolito de Fundo (EF)

Selecéo de frascos
Figura 1. Esquema de um equipamento de eletroforese capilar.

A extremidade de entrada do capilar € o ponto de introdugdo da amostra, e
também um dos pontos de entrada do eletrdlito de fundo, e se encontra no
lado oposto ao detector (Figura 1). A extremidade de saida do capilar, situada
logo apds o detector, também deve ficar em contato com um frasco contendo
eletrélito de fundo para facilitar o preenchimento deste e a manutengao do
fluxo eletrosmatico.

Os capilares comerciais possuem uma guia, geralmente colorida, que facilita
a introducao da extremidade de saida na interface de alinhamento do detector
(Figura 1). Ou seja, a parte transparente do tubo de silica (que funciona como
uma célula de detecgéo) fica perfeitamente ajustada com o feixe de luz do
detector de arranjo de diodos. A detecgao, portanto, é feita on-column.

Eletroforese capilar €, na verdade, um termo genérico para uma série de
métodos de separagéo envolvendo o sistema-base descrito acima. A Figura 2
representa, de forma geral, os principios da técnica e os possiveis modos de
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separacgao, além dos tipos de detectores compativeis com a técnica. O modo
de separacéo mais utilizado em EC é a Eletroforese Capilar em Solugéo Livre
ou Eletroforese Capilar de Zona (ECZ). Neste modo, a amostra é inserida
dentro do tubo capilar preenchido com eletrdlito de fundo. Um campo elétrico
€, entdo, gerado pela aplicacdo de um potencial e desta forma os solutos
migram dentro do capilar em zonas distintas de mobilidade. A mobilidade
efetiva de um soluto no sistema capilar-EF é resultante da composic¢ao entre
as mobilidades eletroforética e a mobilidade eletrosmética (Vaza, 2015).

ELETROFORESE
CAPILAR
(wws) S e
CONDUTIVIDADE q UCAPIAR | o contem  eeemeeeen
— { DESILICA F--pTTTNIM g su_mo:s"

{_FUNDIDA | Linaa e

€ compativel
n_uo«zsctucm mo 4 - - - { DETECTORES com varios v

o . & uma .
e ! e e & caracteristica
inerente do
AMPEROMETRICO e ~
DE MASSAS R 2 responséveis
! separAGAD —p 201 : / - BEg
lroricitmants C‘ ] devido. dependedo .~ gemt
ELETROFORESE 's ' AP
CAPILAR que [ FLUXO
DEZOMA apae v ELETROSMOTICO
em meio
CROMATOGRAFIA H caracteristica
ELETROCINETICA | 4 dos
“““em diferentes __¥ i :
- em-=-=="" modos como LlQUlE)O |
ELETROCROMATOGRAFIA |-~ </
CAPILAR 5 / ' 1
A Shsead ;
e Rty podemser ...
ISOTACOFORESE namigraco ¢ conposros ey » InNtroduzicos - - - ; pressdo +

[ 'erenclaoa ,,,,,,,,,,, no capilar por  Seceeees

ELET‘ROFORESE H H
FOCAUZACKO C,AP]I.AR EMGEL| .. que .
tso&fﬂuu o i :

Figura 2. Mapa conceitual da técnica de eletroforese capilar.

Detalhamento do sistema

O tubo capilar — Cobertura e condicionamento

O capilar de silica fundida é o canal de migracao eletroforética mais utilizado
em EC. O tubo é tratado externamente com uma camada de poliamida que
Ihe confere uma cor castanha, além de maior resisténcia e mobilidade. De
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forma geral, € um tubo vazio, sem fase quimicamente ligada. A interagéo do
EF é feita diretamente com os grupos silandis (desprotonados) na superficie
interna do capilar (Spudeit et al., 2012).

Ha disponiveis comercialmente capilares com polimeros adsorvidos
permanentemente como Poli Vinil Alcool (PVA), Capillary Eectrophoresis
Phase (CEP—poliacrilamida linear) e até polimero fluor-carbono (FC),
utilizados para Eletroforese Capilar em Gel, onde o fluxo eletrosmético é
praticamente suprimido, existindo basicamente o fluxo eletroforético.

Ha também capilares preenchidos com fase estacionarias como C18, C8
e fenil, utilizados no modo de separagéo por Cromatografia Eletrocinética
Capilar (ECC) (Kostal et al., 2008).

O comprimento efetivo de um capilar € a medida desde o ponto de injecao
até a entrada da janela para o detector. Existem disponiveis comercialmente
capilares com uma regido transparente mais alargada com a finalidade de
aumento da sensibilidade no detector, mas uma interface de alinhamento
compativel é necessaria. Em geral, os capilares disponiveis comercialmente
sao apresentados em tamanhos que variam de 25 — 100 cm de comprimento
e de 10 — 100 pym de didametro interno. Antes de tentar reproduzir um método
da literatura, principalmente em termos da concentracdo do eletrdlito de
fundo, é importante verificar as diferencas de medidas do capilar utilizado na
referéncia bibliografica e o disponivel para ser utilizado. A Figura 3 mostra a
foto de um capilar quebrado devido a entupimento provocado por um eletrélito
de fundo muito concentrado (Kok, 2013).

Figura 3. Capilar quebrado antes da entrada do detector (em destaque) sem produ-
¢ao de sinal.
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Os capilares quebram com certa facilidade, dependendo da passagem de
corrente, concentracdo do EF e até mesmo concentragdo da amostra. Por
esse motivo, existem equipes que optam por produzir seus proprios capilares,
diminuindo, significativamente, o custo do capilar. Recomenda-se dedicar um
capilar para cada tipo de tampao utilizado como eletrélito de fundo (Whatley,
2001).

Os capilares de silica fundida necessitam ser condicionados diariamente,
enquanto estiverem em uso. O condicionamento inicial recomendado para
haver repetibilidade de separacdo consiste primeiramente na passagem de
acido cloridrico 0,1 M, por aproximadamente 10 minutos, para eliminar tragos
de metais na superficie interna do capilar. Apds este processo de lixiviacao é
necessaria passagem de agua ultrapura por 10 minutos para retirada de todo
o acido (Farina-Gomez et al., 2016).

A passagem de hidréxido de sédio 0,1 M deve ser feita diariamente antes
das analises propriamente ditas, para que ocorra uma decapagem e a
restauragdo dos grupos silandis originais (hidrélise dos grupos silanoatos).
Somente apods estes procedimentos o capilar deve ser condicionado com o
EF a ser utilizado. Este procedimento pode ser repetido ao longo do dia,
caso haja perda de repetibilidade de perfil no eletroferograma. Alguns autores
recomendam inclusive repetir o processo de lixiviagdo com &acido cloridrico
0,1 M (Farina-Gomez et al., 2016).

Para acondicionar o capilar, mesmo que durante um curto intervalo de uso,
como o periodo de uma noite somente, € necessario realizar um procedimento
de lavagem deste com agua ultrapura e logo a seguir fazer passagem de ar,
através de um flush de ar (frasco vazio) para secagem.

O controle de temperatura do capilar também & importante, pois é responsavel
pela mudancga de viscosidade do EF, pois quanto maior a temperatura, menor
a viscosidade deste e, portanto, maior é o fluxo eletrosmético. Quando o
controle de temperatura torna-se dificil (efeito Joule), a alternativa é usar
capilares com menor didmetro interno, pois a menor passagem de corrente
diminui o aquecimento ou, ainda, usar capilares com maior comprimento,
pois a superficie maior dissipa melhor o calor (Graef, 2007).
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O eletrodlito de fundo e o fluxo eletrosmoético

CO fluxo eletrosmotico (FEO) € gerado através da aplicagédo da alta voltagem a
um capilar preenchido por um eletrélito, no caso da EC, chamado de eletrdlito
de fundo (EF). Esse fluxo ocorre quando o EF passa através da superficie
interna do capilar em pH maior que 3 e os grupos silandis (SiOH) perdem um
préton, tornando-se grupos silanoatos (SiO-). A Figura 4 representa a parede
interna do capilar, ja com a carga negativa, que desenvolve uma camada
dupla de cations ao seu redor, produzidos pelo EF. A camada interna (fixa)
de cations é estacionaria, enquanto a camada mais externa (mével), menos
atraida pela carga negativa, é livre para se mover ao longo do capilar. O
campo elétrico aplicado faz com que os cations livres se movam em dire¢ao
ao catodo, criando um fluxo de ions (Whatley, 2001).

me NI/ N/ X/ N/ N sacetedocapin
@ Si Si Si Si S :;:_
I@ l@ l@ |@ @/ catodo

|i
camada fixa o o o 0 O
meele % % %@ %@ (@
camada movel @ @ @ @

Fluxo Eletroosmético (FEO)

Ordem de migragao das espécies:
anions, neutras, cations

Figura 4. Esquema do fluxo eletrosmatico no interior de um capilar de silica fundida.

O fluxo de ions formado, entédo, tem um perfil plano uniformemente distribuido
ao longo do tubo (é pouco afetado pelo atrito nas paredes do capilar), sendo
nao laminar (pressurizado). Conforme a Figura 5, no fluxo eletrosmaético ndo ha
gradiente de presséao interna a ndo ser em uma pequena regido bem préxima
a parede do capilar, onde a velocidade é préoxima do zero. Desta forma, as
moléculas de um analito movimentam-se em velocidades mais proximas umas
das outras, melhorando a eficiéncia de separagao (Introduction..., 1991).
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Parede do capilar

\ / Regiao de velocidade

proxima a zero.

I8

Il

L ——

Fluxo pressurizado - laminar

Fluxo eletrosmético - plano

Figura 5. Diferenca de uniformidade entre um fluxo pressurizado e um fluxo
eletrosmatico.

Dessa forma, o fluxo eletrosmaético depende basicamente de alguns conceitos
fisico-quimicos: a) do potencial Zeta, que é a carga desenvolvida na interface
entre uma superficie sélida e um meio liquido (plano de cisalhamento); b)
da constante dielétrica do EF, que é a capacidade de uma substancia isolar
e estabilizar cargas em um campo elétrico; e c) da viscosidade do EF (Xu,
1996).

Na pratica, o EF controla o fluxo eletrosmético, principalmente através da
viscosidade, da concentragédo e do pH do eletrdlito (para que os grupos
silandis estejam ionizados ou n&o). Por exemplo, em valores de pH menores
que 2 a maior parte dos grupos silandis esta protonado e, portanto, o fluxo
eletrosmotico € bem reduzido. Para manter o FEO o uso de solugbes tampao
como eletrdlito de fundo € mandatdrio em EC. Solugbes tampéao sao formadas
por acidos ou bases fracas que podem aceitar ou doar prétons (H+) e, desta
forma, permitem manter o pH do meio, caso haja a introdugdo de um acido
ou base adicional. De forma geral, os tampdes mais comuns utilizados em
EC sao fosfato, borato, citrato, acetato e Tris (trishidroximetilamino metano)
(Whatley, 2001).

O uso de tampdes zwiteribnicos também tem sido recomendado na literatura.
Estes tampdes contém uma substancia com estrutura quimica capaz de
possuir duas cargas opostas. S&o conhecidos como tampdes dipolares ou
tampdes de Good (em homenagem ao cientista Norman Good que criou
uma lista com tampdes para area bioquimica, onde a maioria sdo tampdes
zwiteriénicos). Como exemplos destacam-se o Mes (acido 2-(N-morfolino)
etanosulfénico) e o Mops (acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico). Este tipo
de solugédo tampéo é capaz de transportar menor corrente quando comparados
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aos tampdes com somente uma carga (Good et al., 1966; Mohamed et al.,
2007).

Outros fatores a serem considerados na escolha de uma solugdo tampao
como eletrdlito de fundo, além da faixa de pH desejada sdo a temperatura de
estabilidade e a transparéncia no comprimento de onda de trabalho (Solvent
UV cut off). Por exemplo, o limite de concentracdo de um tampao fosfato para
205 nm é 50 mM, acima disso ja existe absor¢éo de radiagdo UV por parte do
tampao. Quanto a temperatura, sabe-se, por exemplo, que o Tris é sensivel
ao aumento da temperatura, produzindo variagdes de pH que podem afetar a
seletividade de uma separagéao (Bradford, 1976; Applichem, 2008).

Outro fator que afeta o FEO é o efeito Joule, que ocorre quando correntes
elétricas se deslocam por um determinado meio condutor (soélido, liquido
ou gasoso) e provocam seu aquecimento. O efeito Joule também produz
gradientes de temperatura que tornam as propriedades do fluido n&o uniformes
e o transporte de massa também pode ser alterado. Amobilidade eletroforética
e o fluxo eletrosmético também sao modificados pela viscosidade do
eletrolito de fundo, que também varia em fungéo da temperatura. Conforme a
temperatura aumenta, a viscosidade diminui; portanto, a temperatura precisa
ser homogénea no interior do capilar o suficiente para vencer o efeito Joule
(Xuan e Li, 2005).

Embora a velocidade do fluxo eletrosmoético possa ser controlada por
fatores como pH, concentragcdo do EF e espécies idnicas no eletrolito de
fundo, a ordem de migragédo sera sempre a mesma: em direcdo ao catodo.
Ou seja, cations, espécies neutras e, por ultimo, anions (Figura 4). Quando
ha a necessidade de mudar esta ordem de migracdo, podem ser utilizados
surfactantes catidbnicos como modificadores da FEO ou pode-se recobrir o
capilar. Desta forma, os anions serao os primeiros a migrarem do capilar. No
entanto, nos equipamentos mais modernos, € possivel inverter a polaridade
do potencial aplicado, o que permite 0 mesmo efeito de inversdo de ordem de
migragao (Zhang et al., 1997).

A utilizagcdo de modificadores orgénicos no EF tem diversas fungdes na EC.
A principal delas é alterar a seletividade do meio em ECZ. Kenndler (2009)
discute detalhadamente o uso de solventes organicos ou misturas destes
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solventes e solugbes aquosas formando o EF. A Tabela 1 resume alguns
fatores associados a velocidade do fluxo eletrosmético.

Tabela 1. Parametros que afetam o fluxo eletrostatico

Aumento do parametro Efeito na velocidade do FEO

Concentragéo do EF Diminuicdo do FEO

Aumento na viscosidade do EF Diminui¢do do FEO
Aumento no pH Aumento do FEO
Aumento do potencial Aumento da FEO
Aumento na Temperatura Aumento da FEO

Fonte: Graef (2017).

Em EC ocorrem muitos problemas relacionados a degradagéao do eletrdlito
de fundo. O modo de reabastecimento utilizado no equipamento da Agilent
CE7100 ¢é considerado a solugédo para os problemas de reprodutibilidade
gerados a partir da hidrélise da agua e também devido a contaminagéo que
ocorre nos frascos do EF ao longo do tempo. H3, inclusive, estudos indicando
que se deve limitar o numero de injecdes por frasco de EF até a primeira
observacgéao de alteragéo de perfil do eletroferograma (Graef, 2007).

No modo de reabastecimento do EC7100 ha dois frascos de 0,5 L,
posicionados no painel frontal do equipamento. Um destes frascos é o coletor
dos EFs retirados e o outro frasco é responsavel pela reposicao da nova
solucao (Figura 6).
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Cassete

Detetor PDA

i Agilent Technologies 7100

Entrada do capilar - Anodo

Saida do capilar - Catodo

Carrossel de selegéao
de frascos

Frascos de
reabastecimento
e descarte

e Bt

Figura 6. Vista Frontal do equipamento Agilent CE 7100.

Um cuidado pratico muito importante na utilizacdo do EF é a quantidade de
solugao nos frascos de entrada e saida, assim como nos frascos de amostra,
que nao podem estar muito cheios, pois quando sao pressurizados pode
ocorrer vazamento e o liquido fora do frasco pode gerar uma fuga de corrente.

Voltagem e corrente maximas

Tanto a velocidade eletrosmoética quanto a velocidade eletroforética séo
diretamente proporcionais ao potencial elétrico empregado em EC. Desta
forma, o uso da maior voltagem possivel permite os menores tempos de
separacgao. O limite maximo de voltagem suportado pelas tecnologias atuais
é de 30 kV. Na pratica, no entanto, este limite é estabelecido em fungéo do
efeito Joule (que produz zonas de aquecimento diferencial no interior do
capilar) e da resisténcia do eletrdlito de fundo ao fluxo de corrente; efeitos
que podem ter como resultado a perda de resolugao e até mesmo a quebra
indesejada do capilar. Recomenda-se, portanto, ndo trabalhar no limite
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superior de voltagem (30kV) e procurar a voltagem mais adequada para o
sistema capilar-EF (Operation..., 2013).

Os equipamentos, de forma geral, possuem uma tabela de programacao,
na qual podem ser construidos gradientes de voltagem que permitem uma
separagao mais adequada em funcdo do tempo de migracdo desejado.
Gradientes de corrente sdo menos usuais, mas também sao possiveis de
serem programados em func¢ao do tempo (Cattaneo et al., 1996).

Limitar a corrente € uma estratégia de modulagao permitida nos equipamentos,
que pode melhorar a separagéo. Este ajuste pode ser feito buscando-se um
valor 6timo de corrente elétrica maxima dentro do menor tempo possivel de
migragao e uma separagao adequada. Quando um valor maximo de corrente
é fixado, caso ocorra algum disturbio no sistema, o préprio equipamento
modulara a voltagem para que o limite maximo de corrente estabelecido seja
mantido (Kok, 2013).

Outra saida para a diminuicdo do fluxo de corrente é a diminuicdo da
concentracdo do EF, porém esta abordagem afeta mais diretamente
a separagdo dos analitos devido a diminuicdo da velocidade do fluxo
eletrosmotico que ela provoca (Beckers e Bocek, 2003).

O monitoramento da corrente juntamente com o sinal do detector é
fundamental, pois a corrente deve se manter constante durante toda a corrida.
Em CLAE é usual monitorar a pressao ao longo da corrida cromatografica. O
mesmo ocorre em relagédo a corrente em EC. A Figura 7 mostra dois graficos
de monitoramento da corrente ao longo de separagdes distintas. Em (A) a
corrente manteve-se constante apos a estabilizagdo do potencial, e em (B)
o monitoramento mostra a presencga de sinais tipo spikes, indicando fuga de
corrente.

Vazamentos (fuga) de corrente podem ser gerados pela presenca de ar
nos frascos e amostra ou de eletrélito de fundo, altos niveis de umidade ou
vazamento de EF no equipamento, condutividade alta na superficie do capilar
ou mesmo um capilar quebrado. De forma geral, um vazamento de corrente
devido ao capilar quebrado pode também resultar em uma descarga elétrica
(o som da descarga é perceptivel) e a parada total do equipamento até que o
capilar seja trocado (Operation..., 2013).
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T HPCET C. Current (2018\CLOROG10 2018-08-03 14-22-50.0)
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05 1 1.5 2 25 2 25 4 mi

Figura 7. Monitoramento de corrente elétrica normal ao longo do tempo de migracao.
B: Monitoramento da corrente elétrica com a presenga de spikes indicando fuga de
corrente.

Tempo e modo de injecao

O modo e o volume de injecdo influenciam diretamente na qualidade da
separagao em EC. De forma geral, o volume injetado deve corresponder a,
no maximo, 1% do volume total do capilar (Breadmore, 2009).

O volume injetado é determinado pela equacgao de Poiseuille:

_AP d*mt
"~ 128nl

Sendo: AP - pressao aplicada (mbar)
d — didmetro interno do capilar (um)
t — tempo de aplicagdo da presséo (s)
n — viscosidade do EF

L — comprimento do capilar (um)
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Considerando-se a viscosidade do EF igual a um (1), o volume V é calculado
em nL. Este calculo aproximado pode ser realizado através do site: https://
sciex.com/ce-features-and-benefits/ce-expert-lite (Xu, 1996; Graef, 2007).

a) Injecao hidrodinamica (é a mais comum em EC): O frasco de amostra
substitui o frasco do EF temporariamente e a amostra é carregada para o
interior do capilar por aplicagdo de presséo. Os equipamentos possuem
algoritmos de correcdo da pressdo em fungédo da compressibilidade do
meio a fim de permitir injegbes precisas e reprodutiveis (Pande, 1992).
b) Injecéo eletrocinética: O frasco de amostra substitui o frasco do EF
temporariamente. O eletrodo e o capilar necessitam tocar a amostra que
migra para o interior deste quando aplicada uma voltagem, corrente ou
poténcia. Este tipo de injegcdo é empregado, principalmente, em caso
de capilares recheados com gel ou material viscoso. Este método tem a
possibilidade de produzir discriminagdo em substancias com mobilidades
muito diferentes, além de alterar a composicdo da amostra no frasco
apos injecdes multiplas (Operation..., 2013).
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Figura 8. A: Esquema do modo de injegao hidrodinamica. B: Esquema do modo de
injecao eletrocinético.
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Célula de deteccao e sensibilidade

A detecgédo no EC apresenta algumas dificuldades devido ao comprimento
Optico curto e ao pequeno didmetro interno dos capilares empregados, que
usualmente variam de 25 a 100 ym. Além disso, a natureza on capillary (on
column) do sistema de deteccao torna imperativo empregar um detector
projetado especificamente para uso em EC. Outro problema é coincidir a fenda
Optica da interface de alinhamento com o didmetro da janela de detecgéo
do capilar. Estas interfaces, geralmente, contém diferentes fendas para os
diversos tamanhos de didmetros internos de capilares (Marina, 2005).

Uma solugdo para melhorar a deteccdo em EC é usar um capilar com
caminho 6ptico estendido, denominado célula bolha. O didmetro interno
deste capilar é expandido de trés a cinco vezes no ponto de detecg¢do. Os
capilares com este caminho 6ptico maior séo identificados como BF3 ou
BF5 (Bubble Factor) (Diode-array..., 2009). Outras tentativas de aumentar a
sensibilidade na detecgdo em EC sdo o caminho o6ptico/interface em forma de
Z e a detecgéo ao longo de todo capilar (Whole Column Imaging Detection -
WCID) (Pawliszyn e 1999; Omar, 2016).

Proteinas — aderéncia e recobrimento do capilar

A separacdo e quantificagdo de proteinas em alimentos via EC é uma
tarefa bastante complexa devido as possiveis alteragdes no perfil que
advém de desnaturacdo ou protedlise por aquecimento e a produgado de
novos compostos como peptideos menores, aminoacidos e até substancias
complexas e insoluveis como, por exemplo, produtos da reagao de Maillard.
A maior dificuldade analitica para proteinas, no entanto, advém da aderéncia
destas nas paredes do capilar, 0 que pode causar grande alargamento das
bandas e producdo de cauda acentuada (Ghosal, 2002).

Proteinas podem possuir carga liquida negativa quando o pH do eletrdlito
de fundo esta pelo menos duas unidades acima do ponto isoelétrico destas.
Esta carga negativa deveria repelir a carga negativa da parede do capilar e
a adsorgao da proteina no capilar seria minimizada (Pande, 1992.). Uso de
pH elevado, aditivos zwitteribnicos e aumento da forga idnica no meio sao,
entdo, abordagens para tentar reduzir este fenébmeno (Lucy, 2008). Outra
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abordagem é a utilizagdo de pH acido (2-3) que elimina a ionizagéo dos
grupos silanéis (Olivieri, 2000).

Na pratica, entretanto, a aderéncia das proteinas depende também da
distribuicdo do potencial Zeta ao longo do capilar e da orientacdo das
cargas positivas e negativas da molécula. Ou seja, se os sitios positivos da
proteina estiverem expostos para o capilar, entdo a adsorgéo pode acontecer
(Anderson, 1985; Ghosal, 2002). Lucy (2008) discute este mecanismo de
adsorcao também em nivel de interacdes hidrofobicas e discorre sobre
métodos para determinar o percentual de recuperagao das proteinas apos a
adsorgao irreversivel.

Na pratica, o uso de recobrimentos para o capilar tem sido a solugédo para
tentar eliminar este problema de aderéncia (e também reduzir o FEO). O
recobrimento pode ser dividido em dois tipos: Dinamico e Estatico.

a) Recobrimento dindmico — Adigdo de um polimero, detergente ou
qualquer outra substancia que interrompa a interagdo do analito com
o capilar no eletrdlito de fundo. Exemplos de recobrimentos dindmicos
adicionados ao EF sdao Tween 20 ou Tween 80, derivados de celulose,
aminas (algumas ja usadas para capeamento dindmico em CLAE) e
poliaminas (Thorne, 1996; Recio, 1997; Olmo, 2008; Maier, 2006).

b) Recobrimento estatico — Passagem (flush) de compostos que se
liguem covalentemente as paredes do capilar antes do processo de
separacao ter inicio. Exemplos de recobrimentos estaticos utilizados sao
derivados da piperazina (Q-Pip), polimetacrilatos e polimeros epoxi da
acrilamida (Hutterer, 2003; Lucy, 2008).

De forma geral o recobrimento estatico € mais eficiente na tarefa de eliminar
as interagdes do analito com a parede do capilar, porém sao recobrimentos
mais dificeis de serem produzidos e também regenerados (Hutterer, 2003).
Ha também a categoria de recobrimentos fisicamente adsorvidos como
quitosana, derivados da celulose, fosfolipidios polimerizados e até mesmo
quitina, que tem a vantagem de ser um polimero natural ndo soluvel em agua
e solventes polares (Guo, 2015).

A Figura 9 mostra a diferenca de separagdo entre um padrdo de acidos
clorogénicos e padrdo de p-lactoglobulina e a-lactoalbumina. Os
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eletroferogramas foram gerados no mesmo capilar e sem qualquer tipo de
recobrimento, ilustrando as dificuldades na separagao de proteinas, mesmo
usando o recurso de gradiente de voltagem. A separagao, ainda pobre para as
duas proteinas, foi a melhor encontrada, empregando-se, inclusive, o recurso
de gradiente de voltagem. E possivel concluir, entdo, que sem o recobrimento
(capeamento) do capilar a separagao de proteinas € uma técnica de dificil
execugao.

A

] DAD1 C.5g=214.2 Ref=360,100 (2018 PADCLOROG 2016-08-02 16-4534.0)

3 DAD1C, Sig=214,4Ref=360,100 (2018\PBLGBL4 2018-06-21 14-25-44.0)

Figura 9. Eletroferograma obtido para uma mistura de padrdes de acidos clorogéni-
cos (acidos cinamicos). B: Eletroferograma obtido para uma mistura de padrdes de

B-lactoglobulina e a-lactoalbumina.
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A técnica EC, entretanto, apresenta vantagens interessantes frente a outras
técnicas analiticas, como a CLAE, como a possibilidade de maior resolugao na
separagao, menores tempo de corrida por amostra, economia de solventes e
geracgao de volumes menores de residuos. Fazendo uma comparagéo com a
cromatografia liquida de ultraperformance (UPLC) diversos aspectos devem
ser observados. De forma geral, apesar do melhoramento das particulas que
recheiam uma coluna apropriada para UPLC e suas altas pressfes, ainda
se trata de particulas de silica (de nucleo poroso ou nao). Estas particulas
possuem recobrimento de carbono que pode oferecer caminhos preferenciais
e dificuldade na transferéncia de massa, se comparados a um tubo aberto
de silica fundida e ao fluxo eletrosmaético, que nao € laminar. Em teoria, a
EC permite, entao, resolugbes menores que as da cromatografia gasosa
de alta resolugdo, mas ainda melhores que a UPLC. Nesta comparacao
devemos avaliar também o custo dos sistemas de UPLC e seu uso quase que
dedicado a espectrometria de massas. Na literatura ha poucas comparagdes
entre as técnicas de EC e UPLC e estas sao especificas para analitos como
proteinas e glicanas, além de dependentes da concentracdo destes. De
forma geral, ambas as técnicas oferecem vantagens e desvantagens e séo
consideradas ortogonais, isto €, sistemas de utilizagdo complementar que
diferem significativamente em termos de seletividade (Roza et al., 2016; Sun
et al., 2016; Aich et al., 2016; Tallini et al., 2015).

Diante dos aspectos praticos e tedricos discutidos neste documento, de
abordagem extremamente sucinta, espera-se que o objetivo de compartilhar
conceitos e aplicacdes para principiantes na técnica tenha sido atingido. Apartir
deste material pode-se concluir, também, que a Eletroforese Capilar € uma
técnica complexa, que demanda ndo apenas um treinamento especializado
do operador, mas também de tempo de pratica no equipamento para que a
jungdo de parametros disponiveis possa ser conjugada, de modo a se obter a
separagao e detecgao de analitos em uma amostra. No entanto, acredita-se
que a EC mereca ainda um novo olhar do mundo analitico.
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