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RESUMO

A aplicagdo de uma diferenga de potencial entre os extremos de um capilar de mate-
rial dielétrico, preenchido com solugido aquosa, provoca um fluxo eletroosmético através
deste. As moléculas, de um pequeno volume de uma amostra injetada neste fluxo, se

separam umas das outras devido a diferenga entre suas mobilidades eletroforéticas. Este

método de separacao é conhecido como Eletroforese Capilar. Ele tem se mostrado muito

eficiente na separagao de moléculas organicas complexas e ¢ um método complementar a

Cromatografia Liquida. Os sistemas de detecgdo mais comumente utilizados sdo do tipo
eletroquimico ou 6pticos, estes tltimos podem ser de absor¢ao ou fluorimétricos. Alta sen-

sibilidade tem sido obtida com sistemas de deteccdo com fluorescéncia induzida a laser,

como o de Argénio, Hélio-Cadmio e de semicondutor. Neste trabalho testamos o desem-

penho de um laser ultravioleta pulsado, usando o mini-laser de Ny (337 nm), para induzir
a fluorescéncia em moléculas marcadas com marcadores moleculares fluorogénicos apro-
priados. Para aminodcidos obtivemos limites de deteccio da ordem de alguns atiomdis
(1078 mol). Em condigdes otimizadas a quantidade minima detectdvel de melatonina e
serotonina, usando o marcador molecular fluorogénico isotiocianato de fluoresceina, foi de

150 attomdis, que corresponde a um limite de deteccio em concentragdo de 50 nM. Os

peptideos bradicinina, lisil-bradicinina e metionil-lisil-bradicinina foram separados entre si-’

e detectados no limite de detecgdo em concentracdo de 1,2 fmdis quando marcados com
fluorescamina e a 90 attomdis quando com orto-ftaldialdeido. Do nosso conhecimento,
esta é a primeira vez que um laser pulsado (N,) é usado num sistema de detecgio de

eletroforese capilar.
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ABSTRACT

The application of an electrical potential difference between the ends of a dielectric
capillary, filled with an aqueous solution, causes a constant electroosmotic flow trough
it. Molecules, within a small sample volume (nl) injected into this stream, undergo a
spatial separation according to their different electrophoretic mobilities. This separation
process is known as Capillary Electrophoresis. It has emerged as a powerful method to
separate complex organic molecules and has become a complementary method to High
Performance Liquid Chromatography. The detection systems are based either on elec-
trochemical or optical methods, latter including absorption or fluorescence. The cw laser
induced fluorescence detectors have been shown to achieve high sensitivity, such as Argon-
ion, Helium-Cadmium and semniconductor lasers. In this work we tested the performance
of an pulsed ultraviolet laser using a mini-N, laser (337 nm) to induce fluorescence in
molecules derivatized with a suitable fluorogenic tag. Low detection limits for aminoacids
in the range of a few attomols (10~'® mol) were obtained. Under optimized conditions the
minimum detectable quantities of fluorescein isotiocianate labeled melatonin and seroto-
nin were 150 attomols, corresponding to a concentration detection limit of 50 nM. The
peptides bradykinin, lysil-bradykinin and methionil-lysil-bradykinin have been separated
and detected at a detection limit of about 1.2 fmols when labeled with fluorescamine and
at 90 atiomols when labeled with orto-phthaldialdehyde. To our knowledge this is the
~ first time that a pulsed laser (N3) has been used in a fluorescence detector for capillary

electrophoresis.
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Capitulo 1

INTRODUCAO

A aplicagdo de uma diferenga de potencial elétrico entre os extremos de um capilar
de material dielétrico, preenchido com solugdo aquosa, ocasiona um fluxo eletroosmético
através deste. A eletroosmose em capilares finos apresenta, em certas condigdes, um
escoamento laminar e um perfil de velocidades constante em praticamente toda sua secgao
transversal. O campo elétrico aplicado que promove a eletroosmose ocasiona também a
eletroforese das moléculas introduzidas na coluna. Desta forma, varias zonas surgem
separadas umas das outras e cuja separagdo da zona original depende principalmente
da viscosidade do meio, das cargas médias das moléculas e do volume hidrodinamico
das mesmas. Este método de separagio, conhecido como Eletroforese Capilar de Zona
e introduzido em 1981 por Jorgenson e Lukacs [1] apresenta muito boa eficiéncia na
separacio de moléculas e macromoléculas, principalmente para as de origem bioldgica. A
referéncia [2], que é o segundo artigo de revisio sobre o assunto, mostra a ampla gama de
aplicagbes possiveis.

A principal motivagio que nos levou a estudar a eletroforese capilar é que, além de ser
um assunto relativamento novo, ela apresenta problemas muito interessantes sob o ponto
de vista da fisica, alguns ainda ndo completamente elucidados. E j& que somos o primeiro
grupo (3] desenvolvendo um sistema de detecgao com laser de Ny para a mesma, elegemos
os seguintes objetivos principais neste trabalho:

- Apresentar alguns modelos e também resultados experimentais concernentes a dis-
tribuigdo de ions na interface dielétrico-liquido e seu papel na eletroosmose.

- Efetuar o tratamento quantitativo da difusio molecular em um liquido que preenche
um capilar fino levando em conta a segunda lei de Fick e seu papel na eficiéncia de
separagao e resolugdo.

- Construir um protétipo da técnica de Eletroforese Capilar de Zona e desenvolver um
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sistema de detecgdo baseado na fluorescéncia induzida por um laser ultravioleta pulsado

(Ny).
- Aplicar a técnica mediante interagio interdisciplinar.

Para tanto, comegamos por apresentar no capitulo 2 alguns modelos que pretendem
descrever a distribuigdo de fons que ocorre nas interfaces dielétrico-liquidos e a eletroos-
mose, que ¢ um cfeito decorrente desse deslocamento de cargas. No capitulo 3 apresen-
tamos a 1% e 27 lei de IMick, a fungdo de Green para a equagio da difusio e a evolugio
temporal do perfil de concentracdo para uma situacio bem tipica. Na dltima seccio deste
mesmo capitulo apresentamos também alguns conceitos e definigdes relacionados a difusao
e aos métodos de separagdo. No capitulo 4 expomos a técnica em si e o procedimento
experimental adotado. E finalmente, no capitulo 5 relatamos os resultados obtidos na
separagao e os limites de detecgio para aminodcidos, peptideos e neurotransmissores.
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Capitulo 2 -

DUPLA CAMADA ELETRICA

2.1 Equacao de Poisson-Boltzmann

E bem conhecido [4] que quando duas fases distintas sdao postas em contato ge-
ralmente surge uma diferenca de potencial entre elas. Um exemplo particular é o de
um dielétrico que, quando posto em contato com um liquido polar (por exemplo dgua),
adquire uma carga superficial, ou melhor, uma densidade superficial de cargas na inter-
face dielétrico-liquido polar. Exemplos de materiais dielétricos que em contato com dgua
ou solugdes aquosas sofrem este processo de deslocamento de cargas sio: bolhas de ar
e outros gases, muitos éleos, o quartzo, etc... A densidade superficial de cargas gerada
na interface depende da natureza do dielétrico, da natureza da solugio e da temperatura
do sistema. Uma densidade superficial de cargas negativas é estabelecida quando, por
exemplo, quartzo amorfo (silica fundida) é posto em contato com uma solu¢io aquosa
qualquer, como mostra a figura 2.1. A camada de ions negativos se encontra bem locali-
zada na interface, ao passo que os ions da solugao, devido a mobilidade e a custa da energia
térmica, se redistribuem e seguem uma distribuigio que é dada pela lei de Boltzmann.
Os principais mecanismos que contribuem neste deslocamento de cargas sdo a ionizagio,
a adsorgdao de fons e a dissolugdo de fons. O nosso propésito aqui nio é discutir estes
mecanismos em si, mas apresentar o tratamento quantitativo da distribuicio dos fons
e do potencial elétrico no interior da solugio aquosa e, finalmente, poder determinar a
dependéncia da “mobilidade eletroosmética” e do “potencial zeta” com algumas variiveis
termodinamicas.

As primeiras solugdes analiticas para o potencial elétrico e a distribuicio de cargas
proximo a interface no liquido se deve a Smoluchowski [5], Gouy [6], Chapman [7] e Debye
e Hiickel [8]. Apresentamos aqui o modelo conhecido como modelo de Gouy-Chapman.
Este modelo consiste no seguinte:
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Figura 2.1: Uma representacdo bem esquemdtica da densidade volumélrica de cargas re-
sultante nas imediagdes de uma interface quartzo amorfo-solugdo aquosa devido ao des-
locamento de cargas.

e Considera-se os ions localizados no interior da solucdo aquosa como cargas punti-
formes.

e A permissividade elétrica do liquido independe da posigdo, ou seja, possui 0 mesmo
valor sobre todos os pontos do volume do liquido.

e A superficie de separacao ¢é considerada perfeitamente plana, de extensao infinita e
uniformemente carregada.

e O tnico trabalho para trazer um jon de carga Ze de um ponto afastado da superficie
onde o potencial é nulo até a posicdo z, onde o potencial é ¥ = ¥(z), é o trabalho

elétrico Ze¥(z).

¢ Os fons sdao simétricos, ou seja, o eletrdlito é do tipo M+*X =,

A distribuicdo dos {ons segue a lei de Boltzmann.

Se o potencial elétrico for ¥, na superficie onde z = 0 e ¥(z) a uma distincia z da
superficie, entao aplicando-se a lei de Boltzmann resulta

(—Ze\IJ)
g =Rgexp | ———
% P\ ™21
(-i—Ze\D)
R =R exp | ——
onde n_ =n_(zr) e ny =n,(z) sdo os respectivos nimeros de fons negativos e positivos

por unidade de volume e n, € a concentracio de cada tipo de fon nos pontos afastados
da superficie, isto é, quando z — oo. T' € a temperatura do sistema, k é a constante de

11
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Boltzmann e e é a carga elementar (1,6 x 107" C). A densidade volumétrica de cargas
serd dada por

v
p = —2Zen,sinh (ij; ) : (24

Por outro lado, p(z) estd relacionado a ¥(z) mediante a equagido de Poisson

VA =l (2.2)

€

onde € é a permissividade elétrica do meio em consideragio.

Combinando as equagdes (2.1) e (2.2) e levando em conta ainda que o problema é
unidimensional, obtem-se

dB?V  2Zen, . Zel
— smh( ) :

dz? €

. (2.3)

Esta é a equagao de Poisson-Boltzmann. A solugdo desta equagdo com as condig¢des
de contorno ¥(0) = ¥, e £ = 0 quando z — co é amplamente discutida na literatura [4]
e [9-11], e tem a seguinte forma

g o e ) b (2.4)
Ze 1 — yexp[—kz]
onde
__exp(ZeV,/2kT) — 1 Sty (Zel];'o)
T exp(ZeV,kT) + 1\ akT
e

12
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27%n
i3 o 9.
i ( ekT ) (24)

sao constantes. A constante x é denominada de “inverso da espessura da dupla camada
elétrica” porque a extensdo fisica dos efeitos elétricos devido ao deslocamento de cargas é
proporcional a magnitude do inverso desta constante. A forma das fungdes ¥(z), ni(z)

e n_(z) é mostrada na figura 2.2.

Figura 2.2: As curvas mostram a forma da funcdo potencial elétrico no interior da solucdo

bem como a concentragio dos fons negativos e positivos a partir da superficie para uma
situagao bem tipica: Z =1 e V,=-25 mV.

Se ““_szi‘g" < 1, entao pode-se fazer a aproximacao

(Zelﬂa)ml ZeV,
P\ Skr ) =1t 2T

e a expressdo (2.4), solugdo da equacao de Poisson-Boltzmann (2.3), se simplifica

U ~ ¥, exp(—kz), (2.6)

e mostra um decrescimento aproximadamente exponencial para o potencial elétrico a
partir da superficie.

A densidade superficial de cargas o, deve ser compensada pela carga liquida da solucio,
isto é

13




o0
Jo=—f pdx:
0

0 que resulta em

0, = \/8n,ekT sinh (222210) 275

47n,e sinl (Ze\IJO)
"\ okT J °

ou

Ty =
K

e que a potenciais baixos se reduz a

Mo

0=-llfo Z
a €K x T

v, , (2.8)

Estas equagdes fornecem a relagao entre o, e V,.

2.2 Eletroosmose

O tratamento quantitativo dado acima para obter p(z) e V(z) foi analiticamente
exato, pois trata-se de um dielétrico plano e infinito. Para a situacio de um dielétrico
com uma cavidade cilindrica de raio » = a preenchido com liquido, pode-se reescrever a
equacdo de Poisson (2.2) como

onde r é a distancia radial a partir do eixo de simetria. Neste sistema de coordenadas
(cilindricas) e devido a simetria, ¥ e p s6 dependem de r. A equagao (2.1) fica inalterada

ZeY(r)

p(r) = —2Zen, sinh (_ﬁ‘—) ; (2.10)

com a ressalva de que agora p = p(r) e ¥ = U(r). Se o argumento %.'E for pequeno, entdo

\oh (Ze\IJ) N Zel B
sin )~ T (2.11)

14
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Quando ¥ =25 mV, E—‘% ~ 1, de forma que a aproximagio acima s é aplicavel para

valores menores. Neste caso a equagdo (2.9) simplifica assumindo a forma

1d AV ;
—_——r— ] =k 212
?‘d’r(rd?') g ( )

onde & é o definido em (2.5). Esta aproximagio é conhecida como aproximagao de Debye-
Hiickel. A solugdo de (2.12) deve ser finita em r = 0, logo

Ulr) = BL(kr), (2.13)

onde I, é a funcio de Bessel modificada de primeira espécie de ordem zero [12]. Emr =a
a condigio é ¥(a) = ¥,, e portanto

I,(kr) _
U(r) =7, , 2.14
(") = %7 oo (2.14)
e a densidade volumétrica de cargas sera
L,
Hi]= = i{r} = =exty, 2] (2.15)

I(ka)

De posse das expressdes de U(r) e de p(r) vamos agora analisar a dindmica de um
fluido que preenche uma cavidade cilindrica quando se aplica um gradiente de potencial
elétrico (V¢) e um gradiente de pressao (VP) axial, ou seja, paralelamente ao eixo de
simetria da cavidade. Nestas condigdes

Vé = —F = —Eé,

dP
VP =—¢,
P dze"

onde €, é um vetor unitdrio que aponta no sentido positivo da coordenada z. Consequen-
temente, espera-se que as linhas de corrente do fluido também sejam axiais, ou seja

com

15




v, =v=0.

A equacdo de movimento de um fluido viscoso isotrépico, na aproximagao linear para
os efeitos viscosos e com coeficientes de viscosidade (n e ) constantes, é

p [% + (7 vw} = —VP+ V35 + (£ +1/3)V(V 7).

Se o fluido pode ser considerado incompressivel entdo V - ¢ = 0. Adicionando-se

-+

ainda o termo de forga por unidade de volume (F') devido a acdo do campo E sobre a
distribui¢do de cargas p(r) resulta

8{; — — — =
p [E +(0-V)o| = =VP+ V3 - F. (2.16)
Esta é a equagdo de Navier-Stokes com um termo de forga externa. Estamos interes-
sados no regime estaciondrio com 4 = 0. Devido a simetria cilindrica do problema o

termo (v - V)U também se anula, resultando

14 [ .du; 1dP F,

Usando —%2 = P,, sendo P, o gradiente de pressio aplicado uniformemente ao longo
do cilindro e F, a forga resultante da agdo do campo elétrico aplicado, E,, sobre a distri-
buigdo de cargas p(r). Reescrevendo a equacio (2.17) e usando (2.15) resulta

Pv, 1dv, B B Beéxl, Likr)
a e 4 ] (2.18)

Usando a condicdo de que P e v, devem ser finitos em todos os pontos e supondo que

v(a) = (ff;):o =0, (2.19)

obtem-se como solugao

o) = Gt ) T {1 = ‘r"(’“ﬂ . (2.20)

16
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Observa-se que v, é a soma de dois termos: um termo de Poisseuville e um termo
denominado eletrocinético. Este é o principal resultado desta seciao. Na figura 2.3 é
mostrado o perfil de velocidades no interior da coluna para as situacoes P, <0, P, =0e

P 2ol

A B ¢
-0.5 | ~0.5 | -0.5
0.0 05 0.0 05

l

1.0 1.0 0.0 0.5 1.0
r/a r/a r/a
Figura 2.3: Estes grdficos mostram o perfil de velocidade do fluido calculado para as mais
variadas situacoes. Os nimeros sobre as curvas indicam o valor de ka correspondente, a
¢ 0 raio da cavidade e k € definido como o inverso da espessura da dupla camada elétrica.

Em todos v=v,(r)/(E.e¥Y,/n) ¢ E, = —n/e¥,. Na figura (A) P, = —4n/a* < 0, em (B)
P,=0eem (C) P, = 2n/a* > 0.

Os niimeros sobre as curvas indicam o valor de ka correspondente. A constante x é
dada por (2.5) e a equagdo (2.6) mostra que o potencial elétrico decai exponencialmente

com kz no interior da solu¢ao. Para um capilar de raio interno igual a a=25 um e
colocando Z = 2, € = 80¢,, n,=10% e T' = 298 K, resulta ka=2096.

Quando P, = 0 e ka > 1 o perfil de velocidades é constante em praticamente todos os

17
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pontos da coluna, exceto nos pontos extremamente préximos & parede. Esta velocidade,
constante em quase todos os pontos da secgio transversal da coluna de liquido, é igual a
velocidade no centro da coluna (v,,) chamada “velocidade eletroosmética” e que é dada

por:

E.e¥,

Veo = v;(0) =
1

A “mobilidade eletroosmatica” (p.,) é definida como

O objetivo desta secgio foi mostrar que um escoamento laminar de liquido e com a
mesma velocidade em toda secgio transversal de um capilar é possivel em determinadas
situagbes (P, = 0 e ka >> 1). Uma garantia para o regime de escoamento nao turbulento
é quando a constante de Reynolds (R), para um fluido se deslocando em um cilindro, for
menor que 10. Na situagdo em que se tem dgua se deslocando na velocidade de v = 0, 001
m/s no interior de um capilar com didmetro interno de d=>50 ym resulta

vd
R="2""% - 0,05 < 10,
n
onde p, € a massa especifica e 7) € a viscosidade. A viscosidade especifica da 4gua a 20°C
vale -I- = 107° . Nestas condigdes [13] qualquer turbuléncia que iniciar rapidamente se

extinguird com o tempo. Nos capitulos 4 e 5 veremos que este regime de escoamento é
fundamental na aplicagio da técnica na separacio de moléculas.

2.3 Potencial Zeta

Os resultados da secgdo anterior foram obtidos usando-se a aproximacio (2.11)

i (Ze@) ZeWl
e W e

Mas além desta, uma outra sutil suposigdo foi feita na condicio de contorno (2.19) e
que experimentalmente nao é verdadeira. A suposicio foi

18




v(a)=0.

Os resultados experimentals, referéncias [4] e [14], indicam que o plano de cisalhamento
se d4 em um ponto situado a alguns nanometros da superficie do dielétrico. Neste ponto
o potencial ndo é mais ¥,, mas (. Um modelo um pouco mais realista introduzido
por Stern [15], e que Hunter [4] refere como o modelo de Gouy-Chapman-Stern, supde
que, devido a forgas de natureza eletrostitica entre os ions e forcas de Van der Walls,
forma-se uma camada imével de espessura § composta por fons e moléculas da solugio
aderidos a superficie do dielétrico. Desta forma, a equagdo de Poisson-Boltzmann (2.3)
serd satisfeita para z > 6, mas nio necessariamente no intervalo 0 < z < §, pois neste
ultimo a microscopia da descrigio deve ser outra.

Nao vamos nos ater ao estudo desta camada de fons e moléculas imdveis e nem na
forma da fung¢do potencial elétrico ¥(z) no intervalo 0 < z < §, mas vamos determinar,
agora exatamente, uma expressao para a velocidade eletroosmética v.(0). Veremos mais
adiante que a velocidade total das zonas é soma da velocidade eletroosmética mais a
velocidade eletroforética.

Partindo da equagdo (2.17) com P, = 0, temos:

lff_ dv, — fﬁ (-2‘)]
rdr \"dr | = n 2L

onde, novamente, F, é a forga resultante da agio do campo E, sobre a distribuigac de
cargas p(r), ou seja

1d [ dv, I,
)~ e

Mas da equagao de Poisson-Boltzmann (2.9) temos que

—
o
[
[S%]

S

Assim,

4 (Td”z) _¢E: d (rd'q’(”)) , (2.24)
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Esta equagdo pode ser integrada duas vezes de r = 0, onde ¥(0) = 0 e v;(0) = v,
até o plano de cisalhamento onde ¥(a — §) = ( e v;(a — §) = 0. Usando para a primeira
integracdo o fato de que [%] ¢ [%‘] i sio nulos, resulta

Veo = _E@ (2‘25)
n
ol
— Ve 2.26
¢ . (2.26)
e
et
ey (2.27)
¢ 7

As variaveis 7, Ve, € € E, sao experimentalmente mensuraveis, portanto o potencial
pode ser determinado. A equagdo (2.27) é conhecida como equagio de Smoluchowski.

O potencial ¢ é amplamente citado na literatura especializada na Fisico-Quimica das
interfaces [4], pois os efeitos “eletrocinéticos” dependem diretamente do potencial (.

No capitulo 4 vamos nos referir as expressdes (2.8), (2.25), (2.26) e (2.27) deste capitulo
para compara-las com os resultados experimentais.

E para concluir este capitulo cabe a observacio de que nio tivemos a pretensio de
exaurir o assunto e certamente muitos trabalhos importantes nem sequer foram citados.
Apresentamos os principais conceitos relacionados as duplas camadas elétricas interfaciais
e os modelos de “Gouy-Chapman” e “Gouy-Chapman-Stern”. Demos especial enfoque
na determinagdo de uma expressio para a mobilidade eletroosmoética na situagio em que
o gradiente de pressdo ao longo da coluna é nulo.

No capitulo seguinte, vamos considerar a difusio molecular, que é um outro processo
fisico muito importante na eletroforese capilar.
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Capitulo 3

DIFUSAO E RESOLUCAO

3.1 Equacgao da Difusao

Neste capitulo efetuaremos alguns tratamentos quantitativos da difusdo de atomos
e moléculas em um liquido estacionario. Por liquido estacionario entendemos o seguinte:
mesmo que o liquido se mova em relagio a um referencial qualquer o seu escoamento
é laminar e com a mesma velocidade em praticamente todos os pontos, como mostra
a figura 2.3, na situagio em que P, = 0 e ka > 1. Vamos considerar também que a
espécie difundente se encontra bastante diluida, desta forma as propriedades fisicas do
meio se mantém inalteradas. Assim, o mecanismo de difusdo predominante é o devido ao
movimento Browniano e ndo a convecgdo ou outros processos. Esta forma de difusio é
também denominada auto-difusio [16].

Para uma apresentacao inicial da difusdo vamos tomar como exemplo dtomos ou
moléculas que se encontram dissolvidos em um meio. A distribuigdo de massa ou molar
destes em um determinado instante de tempo ¢ é dada por ¢(7, t), sendo que as unidades de
¢ podem ser [massa/volume] ou [mdis/volume]. A concentragio ou densidade volumétrica
de massa ¢ no ponto 7 e no tempo ¢ é determinada fazendo-se a razio entre o niimero
de mdis n existentes no volume v, (no tempo ¢ e centrado em 7) dividido por v,. Uma
observacdo: o volume v, deve ser suficientemente grande de forma a evitar as flutuagdes
estatisticas da concentragio promovidas pela energia térmica do meio e deve ser pequeno
de forma que v, < Vg, onde Vg é o volume total do sistema.

Se nao houver forcas externas atuando sobre as espécies difundentes entao, devido a
aleatoriedade do movimento e puramente devido a um efeito de média estatistica, vere-
mos que as regides com concentragoes mais altas ficam menos concentradas & medida que
o tempo passa, enquanto que as com concentragdes mais baixas tornam-se mais concen-
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tradas. Apds um tempo suficientemente longo a concentragédo tenderd assintoticamente
a um valor que serd constante sobre todo o volume do meio. Esta tendéncia é chamada
também de maximizacdo da entropia.

Definiremos a densidade de corrente de moléculas (J;) como sendo o nimero médio
de moléculas que cruzam uma unidade de drea de um plano por unidade de tempo. Se ¢
é constante sobre todos os pontos de um volume digamos v,, espera-se que J; = 0. Mas
se ¢ nao é constante entdao, numa boa aproximacio, J; deve ser proporcional ao gradiente
de concentracdo na diregdo (z;) ortogonal ao plano, ou seja

dc

J]_OC—‘_‘_'_‘

8.31 :

A expressdo acima pode ser deduzida para a difusdo de um gas ideal “A” num meio
formado por um gés ideal “B” usando-se a teoria cinética dos gases [17]. Em trés dimensdes

teremos 5
J(r,t) = — a -Ve(r,t) . (3.1)

i r . - - . = r . - —~
Esta é a primeira lei de Fick [18], onde a é o tensor de ordem dois de difusdo e depende
das caracteristicas fisicas do meio. Se levarmos em conta ainda que a espécie difundente
é estdvel e que nao existem fontes e nem sumidouros da mesma entdo ¢ satisfaz a equagao

da continuidade p
Fid — -
—_ =V J. 3.2

Combinando as equagdes (3.1) e (3.2) resulta

e R R
oy = N Xe)s (3.3)

Se o meio for isotrépico entdo a;; = é;;D e se D ndo depender da posigdo e nem do
tempo entao

8
5;5 = DV, (3.4)

onde D é uma constante chamada coeficiente de difusio. Esta é a segunda lei de Fick
[18]. Esta equacdo é idéntica & equagdo da difusio do calor, basta fazer a substituicio
(D) — (K/pmer), onde I é a condutividade térmica, p,, é a densidade de massa do
meio e ¢, ¢ o calor especifico do meio. A maioria dos fendmenos de difusdo seguem, em
boa aproximacgdo, esta relagdo linear. Outros exemplos, além da difusio do calor e da
difusdo de dtomos, moléculas ou particulas em meios como gases, liquidos ou sdlidos, siao
a difusao de neutrons na matéria e a difusdo de fétons em um meio nao absorvedor.
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Em se tratando de difusdo, normalmente tem-se a fungdo distribuigdo ¢(7, ?) inicial em
um tempo ¢, e deseja-se saber o estado do sistema, ou seja, a distribui¢do em um tempo
t' posterior, t' > t.

Uma forma muito conveniente de tratar o problema é mediante a fungio de Green, a
que Butkov [19] se refere como “fungdo de Green para as condigdes iniciais”, e que nas
aplicacdes em mecénica quantica [20-21] é denominada “funcdo de Green retardada” ou
simplesmente “propagador”.

A seguir vamos expor sucintamente o método e aplici-lo 2 um problema ao qual vamos
nos referir muitas vezes nos capitulos 4 e 5.

Se a equagao diferencial é linear e de primeira ordem no tempo, como é o caso da
equacio (3.4), entdo faz sentido supor que exista uma funcéo G, tal que

I

o7 1) = / G717, O)e(7, t)Pr | (3.5)

onde G(7',t'; 7 1) é a funcio de Green. Estamos interessados nas situagdes fisicas em que
¢ > t, portanto a equacio (3.5) pode ser reescrita em termos da componente da fungao
de Green (G*) que propaga ¢(7, t) no sentido positivo do tempo.

6(t —t)e(7', 1) = [ CHFE

i

= tYelT, t)d%r (3.6)

onde 8(t' — t) é a funcdo salto unitdrio ou fungdo de Heaviside, ¢ é um parametro e
G*(7',t';7,1) é o propagador da equagdo da difusdo (3.4). Como ¢(7,1) e e(7',t") devem
satisfazer a equacdo (3.4), entdo aplicando-se o operador (é% - DV'Z) a equagdo (3.6)
resulta:

(—51— - Dv'z) Gt ;7 t) = 8F -Fét —t), (3.7)
onde §(z) é a funcio (distribuigio) delta de Dirac. A equagdo (3.7) acima é a co-
nhecida equacio diferencial satisfeita pela fungdo de Green. Supondo a invaridncia
das propriedades fisicas do meio frente as translagbes no espago e no tempo entao
GH(7',t';7,t) = GT(F —7,t —t). Fazendo uso das propriedades da Transformada de Fou-
rier obtém-se Gf. Tomando-se a transformada inversa desta obtem-se a forma explicita
da G*(F',t';7,t), que é a seguinte:

s - [P =Pl
G+(?_"’, f,.;?_",f) = (m) {exp [T'D"(—;Tt)l—} } H(t e t) . (3.8)

Este é o propagador para a equagao diferencial da difusao (3.4). A expressio (3.8)
é muito parecida com o propagador livre para a equagdo de Schrodinger, fazendo-se a

23



substituicido (t',t) —s (—it, —it) e (D) — (h/2m) em (3.8) resulta no propagador para
a equacao de Schrodinger de uma particula livre. Esta mesma substituicdo transforma a
equagao da difusdo na equagdo de Schrodinger para uma particula livre.

Doravante, todo trabalho que nos resta é efetuar a integracio (3.6) usando a expressao

(3.8) acima.

3.2 Difusao Molecular em um Capilar

Em eletroforese capilar usam-se capilares com comprimento da ordem de 0,5 m
e raio interno da ordem de 25 um preenchidos normalmente com uma solugdo aquosa.
Em temperatura ambiente, conforme apresentado na secgio 2.2, o numero de Reynolds é
muito menor do que dez, R < 10. Isto nos assegura que o alargamento das distribuigdes
serd devido basicamente ao processo de auto-difusdo. Existem trabalhos [22-23] onde
outros provaveis processos de alargamento das distribuigdes sao relatados.

A amostra contendo as moléculas a serem separadas € introduzida em uma das ex-
tremidades por gravidade, (veja secgao 4.2.2 para ter maiores detalhes do método de
injecdo) resultando em um tampao cilindrico formado pela solugdo da amostra (plug) no
interior da coluna situado préoximo a uma das extremidades. Portanto, no tempo ¢, que
pode ser ¢t = 0, tem-se um perfil de concentracdo das moléculas ao longo da coluna que é
¢(7,0) = f(z), como mostra a figura 3.1.

Observe que a concentragao € constante ao longo das diregdes y e z e conseqientemente
o problema serd unidimensional, pois o gradiente de concentragdo também seré nulo nestas
duas diregoes. Portanto, nos interessa é conhecer o perfil de concentragio ao longo da
coluna em tempos (t') posteriores, ¢t > 0.

As formas mais comuns da fungdo distribuigdo inicial f(z) sdo a funcdo pulso retan-

2

C/Co

O [ | I
—4 =3 —2 i 0 1 2 3 4

Figura 3.1: Perfil de concentracao ao longo da coluna no tempo t = 0.
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gular, gaussiana, trapezdide e outras. No restante desta seccdo vamos nos ater a fungdo
pulso retangular, a qual vamos nos referir nos capitulos 4 e 5.

A funcao pulso retangular é definida como

c, se —h<z<h
C(m’o):{ﬂ se z>houz<—h. (3.9)

Para esta condigao inicial a solugio da equagdo da difusdo (3.4) serd dada por

e(z',t) = /m G+($,,t’;x,0)c(x_,0)d3:z: . (3.10)

—00

cﬁjo resultado é
¥ Co h—2z' h+2a ) }
)= —Aerf| ——=|+terf|—]|} - <k |
)= 3t (377 + 1 (378 i
A funcio erro é definida [24] como

ar ey % /Oz e du .

A solugao (3.11) é vélida para qualquer ¢’ > 0. Expandindo-se a fungio (3.11) em série
de Mc-Laurin em H = \/h‘[? e colocando (z,t) em lugar de (z',t') doravante, resulta
2/ Dt

6_% . (3.12)

Esta aproximacao é muito boa se ¢t > 0, ou seja, H = 2\;‘5 < 1, pois o termo linear

em H (e todos os impares) é nulo. Portanto, a distribuicdo retangular em ¢ = 0 tende a
uma gaussiana em z para tempos grandes. Na equagdo (3.12) fica bem explicito também
a relacao de Einstein,

- ot =x¥= 0Dt , (3.13)

de que o quadrado da variancia aumenta linearmente com o tempo. Portanto, a fungio
(3.12), que da a distribuigdo das moléculas no interior do capilar, se alarga com o passar
do tempo.

Na verdade a funcao distribuigdo medida pelo sistema de detecgao é um sinal de fluo-
rescéncia proporcional a convolugao da fungao (3.12) com uma fungao “filtragem espacial”
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g(z), pois o sistema de deteccio mede a fluorescéncia oriunda de uma extensio finita do
capilar. Este comprimento vamos denominar 2a. A fungio g(z) serd discutida na secgio
4.1.2 do capitulo 4. Portanto, experimentalmente se obtém nio a ¢(z,t), mas uma C(z,t)

que é dada por
(:_:)'2

C(z,1) v’_ D g(£)dE . (3.14)

Veremos que a g(z) é uma fungio par, positiva e nio nula somente no intervalo —a <
z < a. Se a K o = V2Dt, entdo pode-se mostrar que a integral de convolugio acima
deixa C{x;t) = e[z, 1),

E, por fim, deve ser observado também que um grupo de moléculas migrando pelo
capilar leva um certo tempo (= 5s) para passar completamente pela regido de deteccio.
Assim, a dispersao na primeira metade medida é menor do que na tltima, ou seja, por
conta do processo de difusdo durante a passagem da “zona” pela regido de observacio,
obtem-se uma distribuigio assimétrica. Em suma, pontos diferentes da distribuicdo sio
medidos em tempos diferentes. A expressio, levando-se em conta este efeito adicional,
deve ser em boa aproximagio dada por

Oat) = 2 [* [——L“—OW] g(€)dt (3.15)
= \/T \"iD( = =5 ’
onde v = |U; + vg|. Sendo v, a velocidade eletroosmética (2.25) e v, a velocidade

eletroforética que serd definida na secgdo 3.3 a seguir.

3.3 Mobilidade Eletroforética, Niimero de Pratos Tedricos e
Resolucgao

Apresentaremos nesta secgdo os conceitos e as definicdes mais usuais relaciona-
dos a difusdo e as técnicas de separagdo [25]. Vamos comecar definindo “mobilidade
eletroforética”. Quando se aplica um campo elétrico a uma solugio contendo moléculas
dissolvidas, observa-se que as moléculas adquirem uma velocidade média v, em relacéo ao
melo, este efeito é chamado eletroforese e esta velocidade de velocidade eletroforética. A
velocidade v, € proporcional ao campo aplicado e depende principalmente da carga média
das moléculas, do seu volume hidrodindmico e da viscosidade do meio. Esta constante de
proporcionalidade é a mobilidade eletroforética,

To = pks . (3.16)

Portanto, a velocidade total v de uma molécula no interior de um capilar ser4

e - 1%
Ui [Ue + Ueo| = (Jue + F’:eO)!E[ = (e + .”eo)z )

(3.17)
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onde V ¢ a diferenca de potencial aplicada entre os extremos da coluna de comprimento
L e e é a velocidade eletroosmética (conforme dado pela equacio 2.27).

E de uso geral em cromatografia definir o “ndmero de pratos teéricos”. Este é dado

por
2
= ;PE y
onde I é a distincia entre o ponto de injecdo e o de medida e o a variancia do pico. Se o
mecanismo de alargamento das zonas é predominantemente devido a autodifusdo, entao
N sera dado por
(He + peo) V1
Wi e | 3.18
2DL Cabl
O tltimo termo foi obtido utilizando I = vt e 0 = 2Dt, onde ! é a distancia do
inicio do capilar até o ponto de detecgdo. E interessante observar que o fator tempo nao
aparece mais na equacio (3.18), sendo que os pardmetros externos que afetam N sao a
tensio aplicada (V), os comprimentos (L e I) e, como veremos abaixo, a temperatura (T').

A titulo de exemplo, o niimero de pratos tedricos calculado a partir do eletroferograma
da figura 5.7 é da ordem de N=520000.

A resolucéo entre dois picos ¢ definida [25] como a distancia que separa os dois, Az,
dividido por 47, onde & é a média entre o1 e o7. Pode-se mostrar que a resolugio (R) é
dada por

i il (é‘_ﬁ) ; (3.19)

4 [z
onde Ay é a diferenga entre as mobilidades e 7 é a mobilidade média. Dois picos séo ditos
resolvidos se R > 1. Portanto, se deseja-se incrementar ao maximo o poder de resolugao
do método, entdo conforme nos indicam as equacdes (3.18) e (3.19), deve-se usar a maior
diferenca de potencial (V) possivel, [ deve ser préximo de L e os marcadores fluorogénicos
devem ser tais que tornem a relacdo (%“5) o maior possivel. Cabe ainda a observagido de
que para liquidos foi experimentalmente mostrado [26] que a relacio 4, que ocorre na
equacio (3.18), segue aproximadamente (com um erro ~ 10%) a relagdo de Einstein [27]
valida para os gases ideais: 5

15 e

D kT o20)
onde Ze é a carga média da molécula. Disto se conclui que N nao é proporcional a
mobilidade eletroforética, mas & Ze/T'.
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Capitulo 4

ELETROFORESE CAPILAR

4.1 Arranjo Experimental

A eletroforese capilar é um método de separagao de moléculas introduzido em
1981 por Jorgenson e Lukacs [1]. Ultimamente um nimero crescente de trabalhos tem
sido publicado, relatando sempre novos desenvolvimentos e novas aplicagdes. O primeiro
artigo de revisdo sobre o assunto é o de W.G.Kuhr (1990) e o segundo e mais recente
artigo de revisio é o de W.G.Kuhr e C.A.Monnig (1992) [2]. A causa principal desta
empolgacio se deve as caracteristicas que a técnica apresenta, como: pouco volume de
amostra necessério, alta sensibilidade e alta resolugdo de separagdo. Atualmente jd exis-
tem algumas variantes, que possuem em comum o fate de o fendémeno da eletroforese estar
presente em todas, além de todas serem efetuadas em capilares finos de 10 a 200 gm de
diametro interno, dai o nome eletroforese capilar.

Porém eletroforese capilar ainda é a denominagdo genérica para o conjunto de va-
riantes cujas denominagdes em lingua portuguesa ainda ndo estdo consagradas, mas que
seriam: eletroforese capilar em gel de poliacrilamida (Polyacrylamide Capillary Gel
Electrophoresis - PAGE), eletroforese capilar em gel com campe pulsado (Pulsed
Field Capillary Gel Electrophoresis - PFGE), cromatografia capilar eletrocinética
com micelas (Miscellar Electrokinetic Capillary Chromatography - MECC), eletrofo-
rese capilar de zona (Capillary Zone Electrophoris - CZE) e separagao isoelétrica
em capilar (Capillary Isoelectric Focusing - CIEF). Em todas se aplica uma diferenga de
potencial da ordem de 10 a 30 £V entre os extremos de uma coluna capilar que possui de
10 a 200 pm de diametro interno, comprimento da ordem de 0.5 m e preenchimento com
solugao tampao, como mostra a figura 4.1. O que muda basicamente entre uma variante
e outra é o preenchimento da coluna e a solugdo tampio empregada. Solugdo tampio é
uma solugdo normalmente de dgua e mais um par acido-base, e que possui a propriedade
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Figura 4.1: Esquema da montagem ezperimental utilizada na eletroforese capilar

de manter o pH (potencial hidrogenidnico) fixo em um determinado valor. O potencial
hidrogeniénico (pH) é definido como o cologaritmo da concentragao molar de ions Ht.
A maijoria das medidas deste trabalho, por exemplo, foram feitas em solugéo tampao de
tetraborato de sédio 20 mM em 4gua e metanol 15% (V/V). Este tampao possui pH 9,3,

ou seja, a concentracio de fons H* nesta solucéo é de 107%* mdis/litro.

Vamos expor resumidamente, a seguir, o que caracteriza cada uma das variantes. A
mais simples de todas é a eletroforese capilar de zona, na qual se emprega simples-
mente uma solucio tampao aquosa no preenchimento da coluna. Ou seja, por pressao,
enche-se a coluna de liquido e imerge-se as extremidades nos reservatérios. Quando se
aplica uma diferenca de potencial entre os reservatérios, se estabelece um campo elétrico
ao longo da coluna que promove simultaneamente a eletroosmose (2.25) do liquido e a
eletroforese (3.16) das moléculas. A separagao espacial das moléculas é ocasionada pela
diferenca entre as velocidades eletroforéticas. J4 a velocidade eletroosmética, que € muito
maior em médulo do que a velocidade eletroforética, faz com que as zonas, separadas
entre si, passem pela regido de detecgdo. O resultado que se obtém € um espectro como
o da figura 4.2, este espectro recebe o nome de eletroferograma. A abcissa contém o
tempo necessario para um grupo de moléculas de mesma natureza (pico) migrar de uma
extremidade até o ponto de detecgao que se situa préximo a outra extremidade da coluna.
A ordenada é um sinal proporcional ao numero de moléculas presentes em um campo,
geralmente mintsculo, da coluna; em nosso caso este sinal é devido a fluorescéncia, mas
pode ser de absorgao, condutividade, indice de refragao, etc...

A variante denominada cromatografia eletrocinética micelar é muito parecida
com a anterior, a diferenca estd na solugiao empregada. Nesta a solugdo contém micelas
e a separacao se deve as diferengas nas mobilidades eletroforéticas e também devido as
diferengas nos coeficientes de particao solugao/micela. Micelas sdo goticulas, normalmente
microscdpicas, de uma fase distinta suspensa na solugdo tampao. Especial atencao tem
sido dada recentemente [29-30] a este tipo de sistema.

J4 na eletroforese capilar em gel de poliacrilamida a solugdo tampao pode
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Figura 4.2: Ezemplo de um eletroferograma de uma mistura de dois aminodcidos (1=ar-
ginina, 2=metionina) que foram marcados fluorogenicamente com fluorescamina e se en-
contram na concentragio de 100 pM.

ou nao conter micelas, mas o mais importante é que existe fixo no interior do capilar
um gel de poliacrilamida. Esta técnica é muito aplicada na separagdo de biopolimeros,
principalmente fragmentos de DNA (polinucleotideos). Aqui os mecanismos responsaveis
pela separacdo sdo os citados anteriormente e também outros processos, para os quais
ainda nao existem modelos satisfatorios, mas sabe-se estarem relacionados com o tamanho,
conformagao e movimentos das moléculas. Muitos trabalhos interessantes [31-37] tém sido
publicados a respeito. A referéncia [37] é um trabalho de revisdo sobre o assunto.

A campo constante € impossivel separar fitas de DNA de peso molecular muito elevado
(muito compridas) pela técnica acima, pois a dimensdo dos poros do gel ndo permite o
deslocamento dos mesmos. Mas a campo pulsado, mesmo moléculas muito grandes (como
fragmentos de DNA com até 2 milhdes de pares de bases) [38] entram em regime de
migragdo. Portanto, na eletroforese capilar em gel e campo pulsado o campo elétrico
aplicado nédo é constante, mas geralmente na forma de pulsos retangulares. Recentemente
M.O.de la Cruz et al. [39] efetuaram uma simulagdo muito interessante cujo resultado
nos sugere que o campo pulsado muda a conformagdo das macromoléculas para estados
que tornam a migragao possivel.

E por fim, na separacao isoelétrica em capilar a solugdo tampio empregada nio
possuil micelas e normalmente o gel nao é utilizado, mas o preenchimento da coluna é feito
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de tal maneira a criar um gradiente de pH ao longo desta. Assim, as moléculas migrario
até o ponto onde o pH da solucio for igual ao pH do ponto isoelétrico (pI) da mesma. O
pl de uma molécula é o valor de pH em que a carga média (temporal) desta é zero. A
separagio espacial das moléculas, neste caso, é proporcional as diferencas nos valores do
pl das mesmas.

As referéncias [37] e [40] ddo uma revisdao da ampla gama de aplicagdes das variantes
acima mencionadas.

No restante desta secgdo vamos discutir mais detalhadamente as partes que compoem
a técnica, que sao: a coluna, detecgao e a aquisigdo e tratamento de dados. Vamos nos
ater & variante mais simples, que é a eletroforese capilar de zona (EC).

4.1.1 Colunas Capilares

Antes de falar sobre a escolha e o preparo da coluna capilar, vamos discutir a
razao de se usar colunas capilares, ja que estas sao de dificil manipulagido, além do que,
requerem sistemas de detecgdao muito sensiveis pois os volumes de amostras envolvidos
normalmente sdo muito pequenos, geralmente da ordem de alguns nanolitros (nl).

O emprego de capilares, isto é, colunas com didmetro interno muito pequeno, se dé
por varios motivos. O mais importante deles € que quanto mais fino o didmetro interno
do capilar, tanto maior serd a relagdo drea/volume. E quanto maior esta relacdo mais
eficiente é o resfriamento da coluna, pois a corrente de ions e o fluxo eletroosmético
ocasionados pela elevada tensdo aplicada aquecem demasiadamente o liquido da coluna.
E o emprego de tensdes elevadas é importante porque esta diretamente relacionado com
a alta resolugido do método (3.19).

O segundo beneficio proporcionado pelo emprego de colunas capilares, como mos-
trado na secgéo 2.2, é o fato de que neste ambiente o principal mecanismo responsavel
pelo alargamento das distribuigdes é a auto-difus@o. Se o didmetro do capilar for muito
grande, além de um superaquecimento, teremos turbuléncia no escoamento do fluido e
o consequente alargamento das zonas por convecgdo, além da ja inevitavel auto-difusio;
entdo no denominador da eq. (3.18) teriamos o? somado com outros termos.

Normalmente os capilares empregados sao cilindricos e feitos de silica fundida (Polymi-
cro Technologies, Phoenix, AZ), mas também podem ser de politetrafluoretileno (teflon),
vidro ou outro dielétrico qualquer. Os capilares de silica fundida (quartzo amorfo) normal-
mente possuem uma boa qualidade éptica, mas sdo comercializados com um recobrimento
externo de polimero, que normalmente é de poliimida, a titulo de protecao mecanica. Esta
camada de polimero deve ser removida em um pequeno trecho de forma que se possa in-
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cidir a energia de um laser sobre a solu¢do, bem como medir a fluorescéncia resultante.
Existem procedimentos mecénicos [41] de remogao desta camada, mas o mais facil é medi-
ante queima com uma chama branda. O tempo de exposi¢do do capilar a chama deve ser
o mais breve possivel a fim de evitar a deformagio do mesmo. Uma exposigao prolongada
também escurece o capilar, comprometendo a sua qualidade dptica.

Falamos até agora do tratamento da superficie externa da coluna. Mas o mais impor-
tante € o cuidado e a consciéncia dos processos fisico-quimicos que ocorrem na superficie
interna que estd em contato com a solugdo. Para tanto seremos parcialmente ajudados
com o que foi exposto no capitulo 2, se bem que ainda nio exista uma compreensao total
dos fendmenos que podem ocorrer. Por exemplo, foi relatado [42] que o histérico do pH
das solugbes empregadas tem um efeito de histerese sobre as propriedades eletrocinéticas
da coluna. Mas o mails importante a ser considerado sobre este ponto é que a velocidade
eletroosmotica, que depende do potencial zeta (2.25), pode ser controlada mediante a
adigdo de substancias ao tampdo (ex.: polimeros hidrofilicos)[43] ou mediante a aplicagio
de campos elétricos radiais [44-45]. Estes procedimentos muito uteis, na verdade, mu-
dam o potencial zeta. Um procedimente alternativo utilizado para este fim é fazer um
recobrimento da parede interna com uma fina camada de material polimerizado “in situ”
[46-47]. Os tratamentos acima citados também sio efetuados para evitar a adsorgdo
das macromoléculas a parede. Na separacdo de proteinas esta questdo é particularmente
problematica [48-49].

Uma ultima questao a ser abordada aqui é a questao do centrole da temperatura. Da
equagdo (2.25) pode-se ver que um aumento de temperatura provavelmente aumenta o
potencial ( e, com certeza, diminui a viscosidade 7, consequentemente teremos um au-
mento na velocidade eletroosmética. Isto estd de acordo com os resultados experimentais
que obtivemos e que estdo na figura 4.3. Os resultados mostram também que a velocidade
eletroosmotica aumenta em mddulo com a temperatura, na faixa de interesse entre 20 e
45°C. O objetivo destas medidas foi simplesmente constatar estas tendéncias na faixa de
trabalho e nao nos limites de temperatura muito baixa (0°C) ou muito alta (100°C). O
grafico mostra também a dependéncia da corrente com a temperatura.

Com isto se conclui que o controle de temperatura, como em cromatografia, é funda-
mental para a boa repetibilidade dos tempos de retengio e demais medidas. Tempo de
retencgdo é o tempo necessario para uma molécula migrar do inicio da coluna até o ponto
de deteccdo e é um dos parametros de identificagio da mesma. O tempo de retencio é
também por vezes chamado de tempo de eluigido ou tempo de migragio.

Os métodos de controle de temperatura mais usuais sdo: circulagdo natural do ar
ambiente, circulagdo forcada de ar ou N, e por circulagio de um liquido. O melhor
controle é obtido pelo dltimo. Y.Kurosu et al. [50] mediram a influéncia do controle da
temperatura sobre a repetibilidade dos tempos de retengio e das 4reas dos picos.
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Figura 4.3: FEstes grdficos mostram a dependéncia da velocidade eletroosmdtica (O),
da velocidade eletroforética () e da corrente eléirica através do capilar (7) com a
temperatura. A velocidade eletroforética medida € do aminodcido serina marcado com
orto-ftaldialdeido. Solucio tampdo de NayBsO; 20 mM em dgua e metanol 15% (V/V)
e pH 9,3. Capilar de silica fundida com 50 pm de d.i. e 62,8 cm (57,1 até detector) de
comprimento. Tensdo aplicada de 18 kV.

Certamente a temperatura néo € constante no interior do capilar, ela deve ser um pouco
maior no centro e se aproxima a temperatura de controle na superficie externa do mesmo.
Existem trabalhos propondo [51] que os perfis de velocidades mostrados na figura 2.3 nédo
sejam bem verdadeiros nesta situagdo. Esta distor¢dao no perfil de velocidades causado por
efeito térmico pode ser um mecanismo adicional de alargamento das distribuicGes (3.15).

E por ultimo, gradientes de pH ao longo dos capilares sao possiveis de se obter pelo
menos por duas maneiras. Numa isto é feito simplesmente mediante o controle da tem-
peratura [52]; é que existem tampoes cujo pH é dependente da temperatura: O reagente
tri(hidroximetil)Jaminometano (Tris) ¢ um exemplo. O outro método de controle de pH
consiste em controlar o pH durante o enchimento da coluna e durante a andlise [53].
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4.1.2 Detecgao

Antes de descrever o sistema de detecgdo que desenvolvemos em nosso trabalho,
vamos dar uma visdo geral dos sistemas de detecgio mais utilizados em EC.

O que normalmente se espera de um sistema de detecgio é que ele seja ao mesmo tempo
sensivel, universal ou especifico e confidvel. Um detector com boa sensibilidade fornece
um sinal elevado para um pequenc nimero de moléculas. Em certas situacdes deseja-se
um detector universal, ou seja, sensivel a qualquer espécie molecular; ou o contrario, um
detector especifico que seja sensivel somente a uma categoria de moléculas.

Os detectores de absorgio molecular sdc os mais empregados devido a sua aplicabili-
dade mais abrangente. A absor¢@o em capilares, porém, pode requerer a medida de uma
variagdo pequena num sinal grande, o que limita a sensibilidade do detector. Assim, outros
métodos foram progressivamente adaptados ou desenvolvidos para esta técnica, como os
de quimioluminescéncia [54], absorgio em célula de miiltipla reflexdo [55], eletroquimicos
[56], termo-Spticos [57], mistura de quatro ondas degenerada [28] e, principalmente, os de
fluorescéncia. M.Albin et al. [58] testaram virias fontes de excitagio para um sistema
de detecgao fluorimétrico, e observaram que os sistemas de deteccdo com fluorescéncia
induzida a laser apresentam uma sensibilidade de pelo menos duas ordens de grandeza
mailor em relagdo aos demais sistemas.

Os sistemas laser mais comumente empregados sio o de Argdnio [58], o de Hélio-
Céddmio [59] e de semicondutor [60]. Todos séo laser continuos.

Estudos de fluorescéncia induzida a laser com resolugido temporal estdo sendo feitos
[61] com marcadores fluorogénicos usados no seqiienciamento de DNA. Este procedimento
permite ao mesmo tempo detectar e identificar as espécies moleculares. O nosso trabalho
foi o de implementar um sistema de detecgio com laser de N,. Este laser, diferente dos
citados acima, € pulsado. A figura 4.4 nos mostra os componentes principais do sistema
de detecgdo e nos permite ter uma idéia geral do mesmo.

Na figura 4.4 estido detalhados todos os componentes que fazem parte do do sistema
de deteccdo. Um filtro espacial de abertura circular situado no foco de duas lentes eli-
mina praticamente toda a fluorescéncia do préprio N, do tubo de descarga. As lentes sdo
de quartzo com distdncias focais de 15 cm. Para colher a fluorescéncia uma objetiva de
microscopio com magnificagdo de 20 vezes e abertura numérica 0.5 é utilizada (Hacker
20/0.50). Outro filtro espacial de abertura retangular, situado em frente a fotomultiplica-
dora (PMT), faz com que somente a imagem do centro do capilar incida sobre a superficie
fotosenssivel da PMT. Desta forma, a radiacdo devido ao espalhamento Raman na parede
do capilar é em grande parte eliminada. Esta mesma fenda limita também a extensio
do capilar observada, que geralmente é da ordem de 50 um. A fungio filtragem espacial
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Figura 4.4: Esquema geral do sistema de detec¢do desenvolvido para um laser de N;.

(g(z)) é resultante da agdo deste filtro mais a distribuicdo espacial da energia do laser que
_ incide sobre o capilar.

Com o sistema de detec¢dc assim construido obtivemos eletroferogramas como o mos-
trado na figura 4.5. A figura 4.6-A é a ampliagdo de uma porgao, assinalado com um
retangulo, da figura 4.5. E a figura 4.6-B, por sua vez, é uma ampliagao do pico 4. Os
pontos sdo das medidas experimentais e a linha continua que aparece na figura 4.6-B é
do ajuste de uma gaussiana pelo método dos minimos quadrados. Esta figura mostra,
qualitativamente, a forma gaussiana dos picos. Isto esta de acordo com os resultados
tedricos obtidos no capitulo 3 e expresso na equagdo (3.12). Os efeitos adicionais de alar-
gamento das zonas, quantitativamente expressos nas equagoes (3.14) e (3.15), ndo sdo
muito pronunciados, pelo menos nestas condi¢des de operacao.

Maiores detalhes do sistema de deteccao e do préprio laser de Ny estao detalhada-
mente descritos no trabalho a seguir que foi apresentado como “palestra convidada” no V

SIMPOSIO ESTADUAL DE LASERS E APLICACOES, de 26 a 28/10/92, IPEN, S3o
Paulo, SP.
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Figura 4.5: Eletroferograma de uma mistura de peptideos (I1=bradicinina, 2=metio-
nil-lisil-bradicinina, 3=lisil-bradicinina, J=bradicinina 1-8 e 5=bradicinina 2-9) e um
aminodcido (6=arginina) usado como padrdio interno. Todos foram marcados com fluo-
rescamina. A concentragio € de 75 uM, com excessio dos componentes 5 e 6 que estdo
a 150 uM. Tensdio aplicada de 18 kV. Coluna de silica fundida com 50 um de didmetro
interno e 65,0 cm de comprimento. Solugdo tampao de tetraborato de sddio 20 mM em
dgua e metanol 15% (V/V) e pH=9,3.
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O MINILASER N; E SUA APLICACAO EM ELETROFORESE CAPILAR

T.B.L. Kist, R.E. Francke, C. Termignoni® e H.P. Grieneisen
lustituto de Fisica, UFRGS, C.P. 15051, 91501-970 Porta Alegre, RS
“Centro de Biotecnologia, UFRGS, C.P. 15003, §1501-970 Porto Alegre, RS

O laser de nitrogénio, pulsado com emissdo em §57 nm e de baiza poléncia média < I mW, goza
de propriedades que tornam seu uso vanlajoso em medidas analilicas € microscopicas. Apresenlamos
parémetros de wm laser Ny com pequenas dimensées fisicas. Em particular, descrevemos sua aplicagdo
em Lletroforese Capilar para e qual descnvolvemos e lestamos u.: delector fluorescente baseado ne
laser Ny, Apresentamos os resullades para aminodcidos e peplideos com bons limites de delecgdo
permitindo atingir sensibilidade na ordem de um allomol pars aminodcidos derivatizados com OPA.

INTRODUGAO

O laser de nitrogénio [1] com emissio de curtos pulsos de luz
(3-10 ns) na regido ultraviolela préxima em 337 nm tem sido, por
muitos zanos, de grande utilidade em pesquisa, principalmente em
espectroscopia por ser o laser uma [onte ideal no bombeamento
éptico do laser de corante |2, Porém, com o desenvolvimente
tecnolégico de novos lasers com maior energia por pulso, o laser-
N, foi substituido pelo laser excimero do tipo XeCl ou XeF com
entissao em 308 nm e 351 am respectivamente, ou entio pelo
laser Nd:Yag cuja saida apés triplicagio da freqiiéncia ocorre
ern 357 um. Tanto o laser de excimero quanto o de Nd:Yag ge-
ram pulsos de luz na [aixa de centenas de mJoules, enquanio
o laser Ny ¢ limitado em torno de poucos mJoules. Tentativas
de aumentar significativamente o desempenho de laser N resul-
lam em disposilivos pouco pralicos e certamente inadequados
para consideragio de scu uso em equipamentos comerciais ou in-
dustriais (3,4]. Por outro lado, a tecnologia do laser excimero,
cspecialmente o que se refere & manutengao e ao consumo de gis,
inplica cm altos custos de operacio, o que deixa este tipo de la-
ser sem real perspectiva de utilizacio em larga escala, como por
exemplo, em instrumentagio de medidas épticas para controle
e qualidade ou em sensores Splicos, baseados em fibras dptlicas
|'»ra sensoreamento remolo.

A propriedade vantajosa do laser-N; consisle na possibilidade
de operacio em regime selado sem necessilar reposicio do gés.
Além disto, se a aplicagio permitir taxas de repelico dos pul-
sos inferior a 50 pps, o tubo laser ndo necessita de recirculagao
forcada de gés nem reflrigeragao com trocador de calor como €
comum_em laser de grande porte. Isio lorna possivel acomo-
dar o laser-N; junto com 2 fonte de alta tensio dentro de um
espaco bastante limitado, sernelhante a de um laser ITe-Ne e sem
2 necessidade de fazer alguma manulengao.

Neste trabalho destacamos algumas das caracteristicas deste
tipo de laser N, com energia entre 100 e 200 pJoule/pulso ¢
com poténcia mwddia de alguns mWatl. A duragio do pulso €
tipicamente entre 3 até 4 ns, Em particular, reportamos nossos
recentes resultados de ulilizar o laser N; na excitagio de fluo-
rescéncia em eletroforese capilar (EC).

CONSTRUCAO DO LASER-N;

O laser-N, requer cuidado especial no desenho do tubo de
plasma, do circuito elétrico de excitagio e do chaveamenio da
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corrente de descarga elétrica e na escolhia do resonador dptico.

Quanto 2o tubo de plasma usamos um tubo de cerimica com
comprimento de 100 mm e 19 mm de dizmetro. Nas extremida-
des 830 colados, de um lado, uma janela de quartzo coberto em
ambos os lados por um filme de antireflexio e, do outro lade,
umn refletor plano de aluminio com uma camada dielétrica pro-
tetora reforcando a reflexio em 337 (R > 95%). Os eletrodos
sio de nfquel medindo 60 mm de comprimento com uma secgao
transversal de forma semicilindrica e com raio de curvatura de
9.5 mm. A forma exala do eletrodo nis & crilica para a pressés
de 120 torr de Ny, a qual foi optimizada para a configuragao do
circuito utilizado e tensdo aplicada de 15 até 18 kV. Os cletro-
dos sio paralelos entre si e com relagio ao eixo plico do tubo,
mantendo um espacamento entre si de 6 mm. Os eletrodos sio
imabilizados por meic de dois passadores de corrente para cada
cletrodo que alravessam o tubo lateralmente. Para operagdo
sclada é necessério que os passadores sejam vedados por junta
metal-ceramica. O uso de adesivos para esta finalidade {funciona
cotn sucesso limitado devido & cumulativa contaminagie do gis
yue ocorre com o uso do adesivo. Sob a agio de campos elélricos
iitensos e na presenca de luz ultravioleta (corona), o adesivo de-
yrada paulatinamente, contaminando assim o gas. Porém, pode-
se operar com tubos colados por alguns dias necessitando, entio,
providenciar a troca do gas de maneira simples.

O circuito de descarge, usando-se capacitadores discretos de
ceramica, é de preferéncia do tipe de transferéncia de carga e
nio o de Blumlein [1], muitas vezes ulilizado em desenhos de
pressao atmosférica como mostra o esquema da figura 1. A ener-
gin & armazenada no ciclo de carga em Cs = 1.6aF ¢ € trans-
ferida para Cp = .8nF, logo ap6s o disparo do centelhador, A
tensdo aplicada varia entre 15 e 18 kV e obtem-se, para uma
cnergiz armazenada de 0.3 Joule, uma encrgia de pulse do laser
de 180 ploule, com um espelho plano e de 20% de refietividade.
Como lonte de alta tensio é utilizado um conversar DC-DC de 12
para 18 kV, com poténcia de saida de 10 Walts. Tal fonte, é uma
fonte chaveada que <omercizlmente é produzide para o uso com
tubos CRT. Existe maior dificuldade para a obtengio de bom
centelhador. Em nosso caso usamos uma construgao prépria de
dimensdes com 30 mm de altura e 34 mm de didmetro. Cente-
Ihadores sob as condigdes descritas sao capazes de chavear 100
milhdes de pulses sucessivos, gragas ao lento desgaste dos eletro-
dos que é proporcional & quantidade de carga chaveada. O uso de
Liratrons também é possivel e, apesar de apresentar uma reducis
de energia/pulso insignificanie, seu uso é acompanhado de um




ditnento constilui um método quimico bem eslabelecido, ja gur
poucas moléculas apresentam fluorescéncia nativa ou geralmente
nio possuem eficiéncia quintica aprecidvel. Outro pré-requisito
é que o laser tenha uma emissio coincidente com a faixa de ab-
sorgao do marcador.

O laser N3 com 337 cai na faixa espectral conveniente e
apresenta uma diferenga essencial por ser um laser pulsado com
duracio de somente poucos nanosegundes. O objetivo do pre-
senic trabalho foi testar o desempenho do laser N; para aplicacio
em CE e identificar quais os niveis de encrgia de pulso que seriam
necessarios ou toleravels para esta finalidade.

Pode-se esperar outra vantagem no uso do laser N, pulsado
comparado ao laser continuo. No caso pulsado a fluorescéncia
induzida, essencialmente, acompanha temporalmente o pulso do
laser e, portanto, o sinal medido apresenta uma amplitude de
algurmas ordens de grandeza maior do que seria obtido se o
sinal fosse gerado por um laser CW com a mesma poténcia
média. Desta maneira o deteclor pulsado tarna-se praticamente
insensivel a um ruido éptice de fundo (background), conseqiien-
temente incrementa a razio sinal/rufdo.

Finalmente, nolamos que se existisse umn marcador fluorogé-
nico apresentando um decaimento radiativo maior do que o pulso
do laser 3 ns, este possibilitaria uma detecgio gatilhada com
atraso temporal tal que a fluorescéncia de fundo seria eliminada
eletronicamente. Tal procedimento poderia mostrar-se de uti-
lidade, especialinente em amostras bioldgicas, nas guais a fluo-
rescéncia de fundo é geralmente forte.

O aparelho EC ¢ bastante simples, como indicado na figura 3.
Consiste de um capilar de quartzo com 65,4 em de comprimento
e de 50 pm didmetro interno. O tubo é enchido com solucao
tampao de pH conveniente. As extremidades do capilar estio
imersas em reservaldrios separados. Nestes sio introduzidos ele-
irodos de plaiina os quais sio ligados a uma fonte de alla tensio

de 18 KV DC.
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Figura 3, Esquema do detector para IEC bascado no laser-N,
pulsado. CA - Tubo capilar; LE - lente; FE - filtra espacial; I
- filtro espectral ou monecromadar; PMT - tubo {otomultiplica-

fnr: FD - fosodicdo para gerar pulso do gatilho do Integrador
BOXCAR", madelo PAR 162/164.

A amostra ¢ introduzida hidrostalicamente no anodo com
volumes tipicos de um até poucos nanolitros. A interacio ele-
_Lr-"rcirsética CewTTining a mizrasic e o desdobramento da zona
injetada em zonas separadas. O eleito & composto pelo fluxo
eletrosmético da solucdo lampao, como um todo, em direcdo ao
célodo e a qual estd superposta a velocidade de migragio dife-

renciada devido 3 acio eletroforética

4 dos constituintes do soluto
e

acordo com carga elétrica e raio molecular efelivo.
O detector fluorescente est4 situado

S perto do calodo a uma
distancia de 59,5 cm do anodo.

O laser incide lateralmente sobre a parede do capilar sendo
a fluorescéncia colhida a noventa graus. Qs componentes e o
arranjo dos mesmos estdo mostrados na figura 3, A luz espa-
lhada é rejeilada pelo filtro ou monocromador intercalado entre
o capilar e o detector. O detector é um tubo fotomultiplicador.
A luz proveniente da descarga do laser é eliminada por meio de
um filtro espacial situado entre o laser e o capilar. Este também
rejeita a parte angular do feixe que nio atravessaria o cenlro
do capilar. Desta forma estimamos que somente ~ 20 pJoule
da energia tolal do laser cfelivamente atingem o capilar. Esta
energia mostrou-se suficiente para obter sinais de boa amplitude
com a folomultiplicadora trabalhando com tensio aplicada en-
tre 600 ¢ 800 Volts. O sinal foloelétrico é processade com um
integrador gatilhado e a safda DC em fungio do tempo fornece
o eletroferograma. Por conveniéncia das medidas temporais dos
picos substituimos o tragador gralico por um integrador modelo
HP3390A da lewlett Packard, que permite anilise do eletrofero-
grama fornecendo os dades de tempo de eluigio, altura e largara
dos picos.

RESULTADOS EXPERIMENTAIS

Na figura 4 mostramos um eletroferograma de alta scnsi-
bilidade para uma mistura de aminoicidos com quantidade de
solugao injetada de somente 5 nl e concentragio de 20 nM (na-
nomolar).

Observamos que a sensibilidade de deteccio ¢ definida com
sinal/rufdo, S/N = 3, neste caso aproxima-se do valor de um
attornol. Este resultado é bastanie promissor tendo em vista
possiveis melhoras no sistema, incluindo uma taxa de repetigao
do laser mais alla e a adigio de um canal de referéncia para
compensar flutuagoes na intensidade do laser.

I
:

1] 20 10 40 T‘:{n.
Figura 4. Eletroferograma de uma mistura de aminoicidos na
concentragio de 20 nM (nanomolar). Derivalizagao pré-capilar
com orlo-flaldialdeido, injegio de 5 nl. Solugio tampio de te-
traborato de sédio 20 mM com 15% de metanol.

1- Etanolamina; 2- Serina; 3- Alanina; 4- Glutamina; 5- Ac.
Glutémico; 6- Ac. Aspartico.
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Figura 5. Mistura de 13 aminoacidos na concentragio de 50 ph{
¢ derivatizados com fluorescamina.

I- Arginina; 2- Lisina; 3- Etanolamina: 4- Triptofana; 5- T:-
rosina; 6- Leucina 4+ Glutamina 4 Fenilalanina; 7- Valina; 8-
Treonina; 9- Lisina; 10~ Serina; 11- Glicina.
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Figura 1. Circuito elétrico basico do laser-Ny: a} circuito de
transferéncia de carga usado neste trabalho; b) circuito de Blum-
lein, geralmente usado para laser-N; de pressio almosférica e
com capacitores, C,, formados por linhas de transmissio.

aumento considerdvel no tamanho do laser e com dissipagio adi-
cional do filamento, portanto, necessita de refrigeragio forgada
COIM Aar.

O laser N; descrilo, opera satisfatoriamente até 30 pulsos por
segundo com praticamente @ mesma energia de pulso. Taxas Je
repetigao mais alta sio possiveis desde que o volume de descarga
sejz bern menor, como foi verificado em vérios desenhos com
descarga longitudinal {1].

Presentemente experimentamos resonadores instiveis a fim
de reduzir a divergéncia angular. Isto permite obter melhor ha-
bilidade para focar o {eixe em dimensdes microméiricas, o que na
aplicacio em eletroforese capilar implica na possibilidade de re-
duzir a energia do pulso do lascr e aumentar a taxa de repeticio.
Desenhos destas modifigées serdo publicadas oportunamente.

Notamos que o laser-My, aqui descrilo, permite uma eficiéneia
de conversio de 10 a 20% em luz visivel, quando usado como
fonte de excitagio de um laser de corante [2]. Desta forma,
obtem-se um laser sintonizavel cobrindo todo o especiro visivel
com energia de pulso entre 10 ¢ 20 pJoule. Tais lasers sdo ampla-
mente utilizados em conjunto com microscdpios epifluorescentes
em pesquisas bioldgicas para excitar fluorescéncia em tecidos on
criar danos localizados dentro de uma célula ou enlao para pro-
duzir microperfuragdes na membrana ocular.

ELETROFORESE CAPILAR COM DETECCAO FLUORES-
CENTE INDUZIIDA POR LASER N,

A eletroforese capilar {TEC) surgiu nos 1illimos anos como uma
das inovacdes mais fascinanles na drea analilica de separagio de
moléculas orginicas, com importancia primordial em biociéncias
e o~ grande polzr

z! de aplicagao em biotecnologia e no setor
{ari.acéutico.

Desde os traballios ariginais de Jorgenson e Lukaes [8,9], no
inicio da década passada, {oram publicados inimeros oulros re-
latos. Destes citamos alguns mais recentes [10,11].

O método de separagio molecular por EC possibilita analisar
amostras organicas complexas e separar moléculas Lanto de baixo
come de alto peso molecular, coma por excmplo, aminodcidos,
peplideos, proteinas, dcidos nucleicos » muitas outros.
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Em EC somente quantidades minimas de amostra sao_ne-
cessdrias e 0 manejo de apenas micro ou picogramas de amostra
constitui um avanco significativo. Também o témpo de anélise
é reduzido quando comparado com outros métodos alternalivos
como cromatografia liquida, IPLC ou eletroflorese em gel.

EC baseia-se no fendmene de migragdo diferenciada de uma
molécula com carga elétrica nao nula num solvente e sob a aqao_
de um campo elétrico aplicado. O mecanismo scparador baseia- -
se na mobilidade eletroforética que ¢ uma caracteristica de cada .
tino de molécula. Em principio ela é diferente para moléculas
quimicamente semelhantes mas de confermagao distinta.

Na pratica, em EC, usa-sc geralmente capilares de quartzo
{fundido. O diimetro do capilar varia normalmente entre 20 e
100 microns e o seu comprimento entre 10 ¢ 100 em. Pequena
quantidade de amosira, na ordem de nl, é introduzida no capi-
lar, constituindo a assim chamada zona. Quando um polencial
elétrico, tipicamente entre 10 e 30 kVolt, é aplicado entre as
extremidade: do capilar, as zonas de cada soluto constituinte
migram com velocidades diferentes de acordo com & mobilidade
eleiroforética, possibilitando a separagio das zonas. A figura 2
mostra o esquema bisico da EC.

PMT s

A0

Figura 2. Esquema bésico de Aparelho Eletroforese Capilar
mostrando o capilar imerso nos reservatérios com a solugao tam-
pio, a fonte de alta tensio AT e o arranjo do detector fluores-
cente. A flecha indica a diregio do fluxo eletrosmético.

Entre os detectores dplicos emnpregados em EC os mais usa-
dos sdo aqueles que se baseiam em absorgio de luz ultravioleta,
usando-se Jampadas com emissio entre 200 e 400 nm. Porém,
devido ao caminho dptico curto ditado pelo didmelro do capilar
e/ou ao baixo cacficiente de absor¢ao da amostra, a sensibilidade
destes detectores compromele o limite da concentragio minima
detectdvel. Mesmo assim, em casos {avordveis, a detecgio nio
ultrapassa a ordem de femtomol (107'%) de amosira.

Por outro lado, o mélode da fluorescéncia induzida apresenta
limites de deteccho bem menores, atingindo fatores de trés ou
mnais ordens de grandeza se comparado com o da absorgio. Além
disto, 0 emprego de um laser para a excitacio de fluarescéncia
apresenta outra vantagem. O [eixe pode ser {ocalizado com pre-
cisio e de maneira eficiente sobre o capilar, interceptando so-
mente o velumne ¢a zona scparada contendo o solulo qile ocupa
um volume de poucas nanolitros, de dimensées submilimétricas.
0 uso do laser, portanto, garanie boa resolucio espacial.

A primeira aplicagio de laser para CE fol um laser 1e-Cd
emitindo em 325 nm para deteccdo de dansil-aminoicidos [12].
Seguiram outras aplicagios usando laser de argoria am 488 nm
[13] com o uso de marcadores {luoresenies com absor¢ao para o
visivel.

O uso do laser em instrumentagio CI ainda estd no inicio,
porque o detector quase sempre deve ser desenhado para uma
aplicagfio especifica. Detectores fluorescentes para CE oy tam-
béin para HPLC requerem que, em geral, 2 amosira seja de-
rivatizada, isto é, que as moléculas de interesse recebam um
marcador fuaregénico que as tornem fluorescentes. Esie proce-
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Figura 6. Mistura de peptideos derivatizados com fluoresca-
mina.
1- Bradicinina; 2- Metionil-lisil-bradicinina; 3- Lisil-bradicinina.

Quanto aos reagentes {luorogénicos usados, os resultados da
figura 4 foram obtidos com orto-ftaldialdeido, enquanto os da fi-
gura b com fluorescamina. Em ambos os casos usamos técnica de
derivatizagao pré-capilar. O eielroferograma da figura 6 mostra
que os peptideos com atividade bioldgico bradicinina, metionil-
lisil-bradicinina e lisil-bradicinina foram resolvidos. Detalhes
destes resultados junto com os resuliados obtidos com plasma
animal serd objetive de um trabalho em separado a ser publi-
cada oportunamente {14].

CONCLUSAQ

Com os resultados obtidos demonsiramos a utilidade de um
winilaser-Ny pulsado na aplicagio em Eletroforese Capilar. A
boa sensibilidade obtida, para amostras altamente diluidas, comn-
para-se satisflatoriamente com outras {écnicas que usam o laser
continuo. Quanto & olimizagio da presente técnica, concluimos
que os resultados presentes poderio ser superados com o uso
de um laser-N; de menor energia de pulso, menor divergéncia
angular ¢ com uma taxa de repetigio mais alta do que o utilizado
neste trabalho. Esforcos neste sentido ja foram iniciados.
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ABSTRACT

The pulsed nitrogen laser with emission at 337 nm and low
average power < 1 mW has properties which make its use fa-
vourable for analytical and microscopical measurements. We
describe a Nq laser of small physical dimensions. For the ap-
plication of this laser in Capillary Electrophoresis we built an
tested a fluorescence detector. We show results for aminoacids
and peptides with good detection limits achieving a sensitivity in
the attomole range for aminoacids when derivatized with OPA.
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4.1.3 Sistema de Aquisigdo e Tratamento de Dados

Vamos relatar brevemente alguns pontos no que tange a aquisi¢ao e o tratamento
dos dados. Em nosso trabalho o sinal de saida do integrador BOXCAR, que é proporcional
a fluorescéncia e, consequentemente, proporcional ao niimero de moléculas presentes em
uma regiao minuscula do capilar, foi coletado em um registrador linear, num integrador
HP modelo 3390 A ou por um microcomputador PC mediante uma placa ADC.

Em nosso caso o eletroferograma consiste num sinal de intensidade de fluorescéncia
(ordenada) versus tempo (abscissa). Os dados mais importantes sdo o tempo de retencao,
a area dos picos, a altura, a variancia e a forma dos mesmos. O tempo de retengao, como
relatado anteriormente, é o parametro de identificagio das moléculas. A area e a altura
de um pico sdo proporcionais ao numero correspondente de moléculas introduzidas no
capilar. A varidncia dos picos é proporcional ao coeficiente de auto-difusao, isto se nao
houver outros mecanismos contribuindo para o alargamento dos mesmos. A forma dos
picos deve ser simétrica pois o contréario indica sérios problemas, tais como: degradagao
molecular, perfil de velocidade ndo laminar, contaminagao do capilar, super-aquecimento
do liquido, adsorcao na superficie interna do capilar e outros.

Neste sentido, a aquisicdo dos dados com o microcomputador mantém a maioria das
informacdes. Com o registrador linear disponivel se torna dificil determinar o tempo de
retengao, a drea, a altura e a variancia dos picos com precisdo adequada a sensibilidade e
resolugdo do método.

O eletroferograma assim obtido de primeira mao contém a fluorescéncia versus tempo.
Contudo, muitas vezes estamos interessados em saber o perfil de concentragio ao longo
do capilar. Para tanto, uma transformagao sobre a coordenada temporal deve ser feita,
o que resulta num perfil de concentragdo igual ao discutido na secgdo 2 do capitulo 3. A
transformacgao que deve ser feita é a seguinte:

z=v(tm —1), (4.1)

onde z tem unidades de comprimento, v = |U; 4+ v,|, t é o tempo da coordenada abscissa
do eletroferograma e t,, € o tempo de retengdo do pico de interesse.

4.2 Procedimento Experimental

A par do que foi exposto, vamos relatar nesta seccio como se realiza uma se-
paragao. Primeiramente vamos falar sobre marcagao molecular fluorogénica, em seguida
sobre introdugdo da amostra, depois sobre as condigbes gerais de operacao e, por fim,
sobre calibragao.
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4.2.1 Marcadores Moleculares Fluorescentes

A maioria das moléculas nao apresentam uma eficiéncia quantica para fluorescéncia
elevada quando expostas a radia¢do ultravioleta (337 nm) do laser de N,. Entdo o que
se fez fol utilizar marcadores moleculares fluorogénicos. Este procedimento consiste em
prender, mediante uma reagao quimica, uma estrutura molecular, que seja altamente fluo-
rescente, a primeira molécula, de forma a torna-la perceptivel ao sistema de detecgao. Isto
é também chamado derivagdo. Os métodos mais usuais sio mostrados nas figuras abaixo.
Existem trabalhos [58] onde os autores comparam vérios métodos entre si, enquanto que
noutros [62] novos métodos sio desenvolvidos e testados. As reacdes de obtencio de de-
rivados se dividem em dois grupos: aquelas que sdo efetuadas antes da introducio da
amosira no capilar e aquelas que a reagdo é efetuada no interior do capilar um pouco
antes das zonas entrarem no sistema de detecgao. Tanto para um como para outro caso,
as moléculas resultantes da reagio sdo mostradas abaixo.

' S 0] OH
D
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COOH
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Figura 4.7: Reag¢do de aminas primdrias e secunddrias com isotsioczanato de fluoresceina.
Em solugao aquosa e pH 9,8 o mdzimo de absor¢io (Ame) do produto ocorre no entorno
de 490 nm e o mdzimo da emissio (A\,.) se dd em torno de 560 nm. Estes mdzimos de
absorgio e emissdo dependem principalmente da natureza e pH da solugdo.

Esta reagdo, figura 4.7, é um pouco lenta e requer de 4 a 24 hs. Piridina na mesma
concentracao dos reagentes é utilizada como catalizador para aumentar a velocidade da
reacao [58]. No nosso trabalho empregamos isotiocianato de fluoresceina e piridina juntas
em concentragao de 1 mM cada em acetona. Quando este método é empregado deve-se
evitar o excesso de reagente, pois o reagente remanescente nio reagido também fluoresce
originando picos imensos no eletroferograma. Sob a agio do laser de N, este derivado
apresenta uma eficiéncia quantica para fluorescéncia compardvel a do orto-ftaldialdeido

(OPA).
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Figura 4.8: Reacdo da fluorescamina com aminas primdrias. FEste produto apresenta
Ama=390 nm e A,.=500 nm

Este método, figura 4.8, é muito conveniente, pois o reagente excedente ¢ rapidamente
hidrolizado pela 4gua e os produtos da hidrélise nio sio fluorescentes [63]. Com isto evita- |
se os picos do reagente no eletroferograma. A reagdo é feita simplesmente misturando um i
volume apropriado da solugido de reagente (10 mM em metanol) com um volume de
amostra em pH alcalino (9,3) [58]. O tempo de reagio é de alguns minutos.

mCHO SCH,CH,0H !
= s i
QQ&JAK + RNH, + HSCH,CH,O0H — [:::I:j>N_R |

CHO = }
Figura 4.9: Reacdo do orto-ftaldicldeido (OPA) com aminas primdrias e mercaptoetanol.
Neiv=040 nm e Xma=433 nm.

Ja o método de marcacdo molecular fluorogénica mostrado na figura 4.9 apresentou os
melhores resultados nos nossos testes com o laser de No. Mas constatamos a instabilidade
do produto. Existem trabalhos na literatura [64] alertando sobre este inconveniente. A
reacao € feita usando-se uma solugado 10 mM de OPA e mercaptoetanol em metanol. A
reagao ocorre em poucos segundos. Um método de derivagdo com OPA cujo produto é
mais estavel é o mostrado na figura 4.10.

|
= | CHO SCH,CH3
U .+ RNHp; + HSCH,CH; ——n = N—R
CHO =
l

Figura 4.10: Reacdo do OPA com aminas primdrias. A inica diferenca deste método em
relagdo ao anterior € o emprego do etanotiol ao invés de mercaptoetanol. Os produtos
desta derivagdo sdo mais estdveis [62]. "

45

S L T T W e P e, o iy s et i AP



CN
CHO
—
+ RNH, + NaCN OC N-R
——
CHO

Figura 4.11: Reacdo do NDA (naphthalene-2,3-dicarbozaldehyde) com aminas primadrias
resultando no produto denominado CBI (N-substituted 1-cyanobenz(f]isoindole). Amq=430
nm € Ape=3500 nm.

A vantagem do procedimento mostrado na figura 4.11 é que, além de estavel, o produto
possui o maximo da absorgao no visivel (azul) e uma eficiéncia quéntica para fluorescéncia
elevada [62]. Nesta faixa do espectro existem mais sistemas laser a disposi¢ao para serem
empregados como fontes de excitagao.

=0

c
-
N CHO

Figura 4.12: Reagio de CBQCA (8-4-carbozybenzoyl-2-quinolinecarbozaldehyde) com ami-
nas primdrias. O produto apresenta Am,=450 nm e Ap.=550 nm.

O sistema laser para promover a excitacido do produto da figura 4.12 pode ser o laser
de Argénio ou o de Hélio-Cadmio [65].

Observe que todos os produtos das derivagdes acima apresentam o grupo isoindole, cuja
estrutura é formada por um anel de quatro dtomos de Carbono e mais um de Nitrogénio.
O que muda basicamente entre um e outro sao as vizinhangas deste grupo, ou seja,
a magnitude do efeito eletroindutivo sobre as ligagoes 7 do anel. Esta estrututra é a
responsavel pela absorgdo e fluorescéncias nos comprimentos de onda acima citadas.

Para o método mostrado na figura 4.13 usa-se o reagente preparado em acetona. Apos
a reagdo com as aminas o excesso de reagente ¢ facilmente extraido com pentano [58].

Estes sdo os métodos de marcagdo molecular fluorogénica mais usuais em EC. Na sub-
seccao seguinte vamos relatar os procedimentos mais usuais de introdugdo da amostra.

46

S A e o it




=
<~

H,COCCl HaCOENHR

Figura 4.13: Reagdo do cloroformato de 9-fluorenilmetila com aminas primdrias e se-
cunddrias. Ao=260nm e A.=305 nm.

4.2.2 Introducgao da Amostra

Os métodos de introducgao de amostra mais usados sdo o hidrodinamico e o eletro-
cinético. Também foram testados os do tipo “divisdo de Fluxo” [66] e um denominado
“on-column sample gating” [67]. Neste ultimo, a amostra é introduzida continuamente
e um laser potente é focado sobre a coluna bem na extremidade inicial da mesma. O
laser continuamente “fotolisa” (degrada) as espécies moleculares fluorogenicamente mar-
cadas, exceto durante um pequeno intervalo de tempo At, este intervalo se constitui no
da amostragem.

O método tipo “divisor de fluxo” requer um bloco de injecdo com pelo menos trés
vias e uma microseringa de alguns microlitros (ul). Numa das vias entra continuamente
a solucido tampao para o bloco sendo que a amostra € injetada neste fluxo. Uma pequena
fracdo deste fluxo entra na segunda via na qual esta conectado o capilar, e o restante é
purgado por uma terceira via. Desta forma a fracdo da amostra coletada é igual a razao
entre o fluxo do capilar pelo fluxo de entrada.

No método tipo eletrocinético [68], simplesmente retira-se o capilar do reservatério e
mtroduz-se no recipiente da amostra juntamente com um eletrodo. Entre este eletrodo e
o do reservatério oposto se aplica uma diferenga de potencial geralmente pequena, tipo
1000 V. A quantidade (@) de amostra introduzida no capilar é dada por

(He + peo)Vimr?tic
L ¥

Q = 7ricz = (4.2)
onde @ é a quantidade (mdis) injetada, r é o raio do capilar, V; é a diferenca de potencial
de injegao, t; é o tempo de injegdo, c é a concentragao e L o comprimento total do capilar.
Normalmente p. < p.,, mas mesmo assim, quantidades diferentes sdo injetadas para
moléculas diferentes de uma mesma amostra.

O método hidrodindmico consiste em aplicar uma diferenga de pressio (A P) entre os
extremos do capilar ou deslocar os recipientes de forma a ter-se uma diferenca de altura
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(AR) entre os niveis das solugdes. Este dltimo procedimento é também denominado gra-
vimétrico. Usando a equacio de Poiseuville pode-se determinar a quantidade de amostra
injetada, que serd
i1 ]
O A Pic (4.3)
8n L
quando uma diferenca de altura (Ah) é usada, entdo AP deve ser substituido pela pressao
da coluna de liquido correspondente, resultando
i pgAht;c
Q=—"7"7"7, (4.4)
8nL
onde g é a aceleracio da gravidade, ¢; o tempo de injegdo, 7 a viscosidade do liquido que
preenche a coluna e L o comprimento total da coluna.

Em todo trabalho utilizamos o método hidrodinamico e por gravidade. Geralmente
utilizamos de 5 a 20 c¢m de diferenca de altura durante um tempo variavel, dependente do
volume de injecio desejado, mas geralmente da ordem de 10 a 60 segundos. Na sub-secgio
calibragdo relatamos um procedimento muito preciso de medir o volume injetado.

4.2.3 Condigoes Gerais de Operagao

O volume de amostra injetado normalmente foi 3, 5 ou 7 nl.
Na eletroforese uma diferenca de potencial de 18000 V dc foi aplicada.
A tensdo aplicada na fotomultiplicadora foi de 400 a 600 Volts.

Cuidado especial deve ser tomado no ajuste do BOXCAR. Pois o tempo de integragio
nao deve ser longo demais para néo alterar o eletroferograma, e nem curte demais a ponto
de comprometer a relagio sinal ruido. Para o BOXCAR AVERAGER Princeton Applied
Research Model 162/164 utilizamos os seguintes parametros: Iniegrator time constant =
1 ps, aperture delay range = 1 us (10%), aperture duration = 0.5 ps, output time constant
= 0.1 s e averaging mode = exponencial.

A diluicio da amostra, quando necessaria, foi feita com a prépria solugao tampao
empregada no preenchimento do capilar e dos reservatérios mostrados na figura 4.1 e
que em nosso trabalho foi de Na;B,;07 20 mM em H,0 e Metanol 15% (V/V). Tivemos o
cuidado também de sempre filtrar esta solugio em filtro de nylon 0.22 pm (MSI-Westboro,
MA, USA) antes do uso.

Todos os reagentes empregados sdo do tipo "grau analitico” e a agua usada na pre-
paracao do tampao é destilada.
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No inicio de cada dia o capilar foi lavado com um fluxo de solugéo 0,5 M de hidréxido
de potdssio por 5 minutos sob pressio de 2 kg/cm? (~30 Lbs) de Nj, seguido por uma
lavagem com a prépria solucdo tampao.

As reacoes de derivacio foram sempre efetuadas em meio alcalino, formado pela solugao
tampio e mais as aliquotas de amostra e reagente. Sempre que possivel, no final da reagao,
o pH desta solugdo foi conferido com papel indicador (o pH deve ser 9,3).

4.2.4 Calibragao

Calibraciao consiste em efetuar medidas de amostras padrdos de concentragao co-
nhecida, posteriormente faz-se a medida em condigdes iguais de uma amostra de con-
centragido desconhecida, e entdo, por comparagdo pode-se inferir a concentragio de um
ou mais componentes nesta tltima. Este procedimento é denominado de calibracdo com
padréao externo. Mas como é muito dificil manter a exata repetibilidade de condigoes,
entao usa-se um método mais preciso denominado método do padrédo interno.

No nosso trabalho de calibragdo utilizamos este 1ltimo, que consiste no seguinte: Antes
da medida dos padrdes acima, adiciona-se um terceiro componente com tempo de retengio
proximo dos demails mas separado destes, de forma que o pico de referéncia tenha um
valor de drea ou altura intermedidrio ao dos padrdes. O mesmo procedimento é feito na
amostra cuja concentracido dos componentes desejamos saber. A curva de calibragio é
feita colocando-se na abscissa a conceniracio de cada padrido e na ordenada a relagao
drea componente/drea referéncia. Iste procedimento elimina o erro devido as flutuagdes
do sistema de detecgdo pois ele afetard a area ou altura do pico de referéncia na mesma
proporcao. Por flutuagdes do sistema de detecgio queremos dizer: Variagdes na poténcia
de saida do laser que é a fonte de excitagao; variagdes no ganho da fotomultiplicadora;
variagoes no alinhamento 6ptico tanto do feixe de excitacido quanto da fluorescéncia. Este
método elimina também o erro devido as variagdes na velocidade eletroosmotica e o erro de
injecdo, pois a relagido drea componente/drea referéncia independe do volume introduzido
no capilar. A figura 4.15 é um exemplo de uma curva de calibracéo.

Por fim, queremos relatar um procedimento que permite verificar se a resposta do
sistema € linear e, a0 mesmo tempo, medir exatamente o volume injetado em fungao de #;
e Ak, como mostrado na equagdo (4.4). O procedimento é o seguinte: Injeta-se a amostra
contendo um componente neutro por 20 segundos a uma altura Ah. Apds injeta-se solugao
tampédo por um tempo t (digamos 4 minutos e 30 segundos) na mesma altura e, por fim,
injeta-se novamente amostra mas em volume dobrado, isto é, por 40 segundos na mesma
altura. O eletroferograma terd dois picos como mostra a figura 4.14, e se o dltimo tiver o
dobro da area ou altura entdo estamos no regime linear. Observe também que o tempo
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Figura 4.14: Eletroferograma resultante de duas injegoes sucessivas da mesma amostra.
A segunda inje¢do possui o dobro de volume da primeira. Amostra de Ftanolaming 50
uM com o marcador fluorogénico OPA.

que separa o centro da primeira injegio do da 1ltima, sio exatamente 5 min — 300 s. De
posse deste dado e mais do tempo de retencao de cada pico (¢; e #;) podemos calcular o
comprimento (2%) da injecio

Z(_tg — tl)

2!

b=l = g (4.5)
onde 2A é o mesmo das equagdes (3.9) e (3.15) do capitulo 3 e & a distancia do infcio do
capilar até o ponto de deteccio. O volume de amostra injetado por unidade de tempo e

unidade de altura (Vam) serd

_artl(t, — 1)
Vam = "Gk (4.6)

onde r é o raio do capilar e, no nosso caso, o tempo de injecdo de tampio foi =300 s.
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Figura 4.15: Curva de calibragio da bradicinina no intervalo de concentracéo de [ a 100
puM usando-se o aminodcido arginina como padrdo interno.
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Capitulo 5

APLICACOES NA SEPARACAO DE
BIOMOLECULAS

Neste capitulo relataremos as aplicacdes da EC com sistemna de detecgdo por fluo-
rescéncia induzida a laser na separagio de biomoléculas como L-a-aminodcidos, peptideos
e neurotransmissores. Encontra-se na literatura uma gama muito mais ampla de aplicagdes
da EC. J.Liu et al. [69] separaram peptideos usando mais de uma variante de EC e com
trés marcadores fluorogénicos diferentes; M.V.Novotny et al. relataram os tltimos avangos
na determinacio de aminodcidos, peptideos e proteinas [70]; foram determinados neuro-
transmissores presentes em uma dnica célula [71]. Uma aplicagdo muito interessante é
no seqiienciamento de DNA [72-73] e fons metdlicos também podem ser determinados
mediante o uso de agentes complexantes fluorescentes [74].

5.1 Aminodcidos

Sido denominados aminoacidos as moléculas providas ao mesmo tempo do radical
aminado (-NH,) e do radical carboxila (-COOH). Existem pelo menos 23 L-a- aminoécidos
de importancia bioldgica. Uma das principais aplicagoes potenciais da EC é justamente
na separagao de aminoacidos.

Em solugéo aquosa ¢ numa faixa ampla de pH o grupo funcional amina é o responsavel
pela carga positiva da molécula e o grupo carboxila pela carga negativa. No processo de
derivacdo os marcadores moleculares fluorogénicos normalmente se ligam a amina, por-
tanto, sob a agdo do campo elétrico a maioria dos derivados de aminoacidos migram para
o anodo. Neste ponto a figura 5.1 é muito elucidativa, pois o pico da esquerda é de uma
molécula neutra (etanolamina), o do centro é de uma molécula com um grupamento car-
boxilico (serina) e o da direita possui dois grupamentos carboxilicos (acido glutimico).
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Todos derivados foram obtidos com orto-ftaldialdeido (OPA). Observe que o componente
do primeiro pico (etanolamina) possui velocidade eletroforética nula. Portanto, a veloci-
dade deste componente é igual a velocidade eletroosmética, o que nos permite calcular

a mobilidade eletroosmdtica, ver pagina 18, e o potencial zeta da superficie interna do
capilar (2.26).
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Figura 5.1: Eletroferograma de uma mistura padrdo de derivados de aminodcidos (1=ela-
nolamina, 2=serina e 3=dcido glutdmico) na concentragio de 300 uM obtidos pela reacdo
com orto-ftaldialdeido. O sinal destes trés componentes estd saturado e os oulros seis
picos que aparecem sdo contaminantes. Tensdo de 18 kV, capilar de 50 um d.i. z 64,7
cm (59,5 até detector) de comprimento. Solugdo tampdo de NayByO- 20 mM em dgua e
metanol 15% (V/V) e pH 9,3. A corrente através do capilar foi 10,3 pA.

Como se observa nas figuras 5.2 a 5.5 os aminoacidos nao sao todos resolvidos (sepa-
rados) entre si. Contudo, como nos indicam as equagdes (3.18) e (3.19), uma resolucio
maior seria possivel empregando-se uma tensiao mais elevada.
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Todos derivados foram obtidos com orto-ftaldialdeido (OPA). Observe que o componente
do primeiro pico (etanolamina) possui velocidade eletroforética nula. Portanto, a veloci-
dade deste componente é igual a velocidade eletroosmética, o que nos permite calcular
a mobilidade eletroosmética, ver pigina 18, e o potencial zeta da superficie interna do
capilar (2.26).
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Figura 5.1: Eletroferograma de uma mistura padrdo de derivados de aminodcidos (1=eta-
nolamina, 2=serina e 3=dcido glutimico) na concentracio de 300 uM obtidos pela reacao
com orto-ftaldialdeido. O sinal destes trés componentes estd saturado e os outros seis
picos que aparecem sdo contaminantes. Tensdo de 18 kV, capilar de 50 pm d.i. z 64,7
em (59,5 até detector) de comprimento. Solugio tampio de NayByOr 20 mM em dgua e
metanol 15% (V/V) e pH 9,3. A corrente através do capilar foi 10,3 pA.

Como se observa nas figuras 5.2 a 5.5 os aminoéacidos nio sao todos resolvidos (sepa-
rados) entre si. Contudo, como nos indicam as equagdes (3.18) e (3.19), uma resolugao
maior seria possivel empregando-se uma tensio mais elevada.
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Figura 5.2:

L-a-aminodcidos (I1=arginina,

o=

(3]

5 i0 15 20 25 30 35

Tempo / min

40

Eletroferograma de uwma mistura padrdo de etanolamina e mais onze

2=lisina IF=etanolamina, j=triptofana,

S=tirosina,

6=leucina+glutamina+fenilalanina, 7=valina, 8=treonina, 9=lisina, 10=serina, 11=qli-
cina). Todos estio na concentragio de 20 puM e a deriva¢io foi com fluorescamina.
Demazis condigées conforme descrito na figura 5.1.
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Figura 5.3: Condicdes idénticas a anterior, porém esta amostra contém dezenove
aminodcidos (1=dc. glutdmico, 2=dc. aspdrtico).
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Uma mistura de derivados de etanolamina e de dezenove aminodcidos na

Figura 5.4:
concentracio de 50 pM obtidos pela reagdo com fluorescamina. Solugdo tampao como

descrito anteriormente, porém sem metanol e em pH=11. Demais condicdes conforme

descrito na figura 5.1.
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Figura 5.5: Fletroferograma de uwma mistura padrdo de etanolamina e mais onze
aminodcidos (1=etanolamina, 2=serina, 3=alanine, 4=glutamine, §=dc. glutamico,
6=dc. aspdrtico). Todos na concentragdo de 20 nM e derivados com OPA. Demais
condigdes conforme descrito na figura 5.1.
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5.2 Peptideos

Peptideos sao compostos formados por dois ou mais aminoacidos em que o grupo a-
carboxila de um liga-se ao grupo a-amino do outro, com a eliminagao de uma molécula de
agua, formando, assim, uma ligacdo peptidica, (-CO-NH-). Os peptideos bradicinina, lisil-
bradicinina e metionil-lisil-bradicinina possuem 9, 10 e 11 aminoacidos respectivamente.
A férmula estrutural deste dltimo é dado pela figura 5.6.

CH
2
£
HaC
/CHZ on
B gl I REw geR g etk Py 8
st M SO C N B NGB N B B N B N B B N B
HE e G 6 COOSNT ETITETTTNTT e e N7 TC N o C 0
ool e HK/A | i O U
H ool O A cH, R B 0 § ¢én, O A O H CHy
/ Vi H,C
HzC H,C k3
- . ERla
S CH, /
HN R,
CHs e C=NH
2 H,N
HyN

Figura 5.6: Representa¢io da molécula metionil-lisil-bradicinina. Pode-se observar a
sequéncia dos aminodcidos na cadeia deste peptideo. Os grupos aminas primdrias que
reagem com OPA e fluorescamina estao assinalados com uma seta.

A figura 5.7 é um eletroferograma da eletroforese capilar de zona de cinco peptideos
mais um aminodcido usado como padrao interno.

TABELA 5.1
REPETIBILIDADE DOS TEMPOS DE RETENCAO.

Retencao Relativa(n=13) Tempo Retencao(n=13)
Media DP. DPRA{Z) Media D.P. D.PR(%)
BK Y0l BA0E - 30 12.7 0.2 1.6
MLBK 0.807 0.002 0.23 14.7 0.2 1.4
LBK 0.812. 0.002 0.24 g e
Arg* 1.000 0.000 0.00 18.2 03 1.8

¥ Amine—dceido arginina usado como padrac interno.

A tabela acima nos mostra a repetibilidade dos tempos de retencido com o uso de
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Figura 5.7: Eletroferograma de uma amostra contendo cinco peptideos (1=bradicinina,
2=lisil-bradicinina, 3=metionil-lisil-bradicinina, j=bradicinina 1-8, 5=bradicinina 2-9) ¢
mais um aminodcido (6=arginina) usado como padrdo interno. Demais condi¢des erala-
mente como descrito na figura 4.5.

padréo interno (arginina) e sem padrao interno. Observe que com o uso de padrao interno
o desvio padrio relativo percentual ( D.P.R(%) ) é muito menor. Isto se deve ao fato
dos tempos de retencao do pico de referéncia e dos demais serem afetados na mesma
proporcao pelas variagoes na velocidade eletroosmética. A velocidade eletroosmética varia
principalmente devido a variacdo da temperatura, do potencial zeta e do campo aplicado,
como mostra a equagio (2.25).
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Figura 5.8: FEletroferograma de soro bovino. QObserva-se uma grande quantidade de picos,
obviamente devido a grande quantidade de espécies moleculares que compdem este tipo de

amostra bioldgica.
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5.3 Neurotransmissores

A separacio e deteccio de neurotransmissores em amostras com baixos niveis de con-
centracio é muitas vezes desejado, principalmente em trabalhos de investigag¢oes em neu-
rofisiologia.

Como um exemplo de aplicagio da EC nesta 4rea, separamos serotonina e melaton-
ina entre si. No que concerne a deteccdo destes componentes deve-se observar que a
melatonina possui somente o grupo funcional amina secundaria. Portanto, a marcagao
fluorogénica com isotiocianato de fluorescefna (FITC) se faz necessaria, j4 que os prin-
cipais marcadores moleculares descritos no secgdo 4.2.1 reagem somente com as aminas
primarias.

< 0 OH
1 S
S
[a] 1 COOH
1
N=C=S

e e

sTar

Figura 5.9: Eletroferograma [A] do isotiocianato de fluoresceina (FITC) isolado (1). Este
composto € usado como marcador molecular fluorogénico.
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Figura 5.10: Eletroferograma [B] dos produtos da reagdo da melatonina (2) na concen-
tragdo de 100 pM com excesso de FITC. Eletroferograma [C] dos produtos da reagdo da
serotonina (3) na concentragio de 100 pM com excesso de FITC. Observe que as reagoes
foram incompletas. Demais condi¢ées como descrito na figura 5.1.

62




1 sEL
Lo
1 qan v
‘-.__'-.r,..l;'i_
[D] 2
e 2, _
= = %
pu M o -4 Bl S 0 S
= Dy R
3 2
2 -
qu.b = =
i e =i
| i i —
I I T T T
(1] 5 10 i5 20

Tempo / min

Figura 5.11: Eletroferograma [D] dos produtos da reagcdo da melatonina (2) e serotonina
(8) com FITC. A concentragdo € de 30 uM cada. Demais condi¢ées como na fig. 5.1.
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Capitulo 6

CONCLUSAO

Limites de detecgio em concentragac na faixa de nM foram obtidos o que, para
injecdes de volumes de nl, corresponde a limites de deteccio da ordem de aMdis (at-
toméis). Portanto, o desempenho deste sistema de detecgio para EC é compardvel aos
obtidos recentemente [58] com outros sistemas de detecgdo a laser. Isto se deve ao fato
do comprimento de onda do laser de N, se situar no ultravioleta préximo (337 nm). Este
comprimento de onda nio é tdo curto ao ponto de promover um sinal de fundo, por flu-
orescéncia ou espalhamento Raman, muito grande no liquido que preenche o capilar ou
na parede do mesmo. Contudo, os marcadores moleculares utilizados apresentam uma ]
eficiéncia quantica de fluorescéncia clevada para este comprimento de onda, principal-
mente o orto-ftaldialdeido, a fluorescamina e o isotiocianato de fluoresceina.

A separacao dos peptideos BK, LBK, MLBK, BK 1-8 ¢ BK 2-9 entre si foi satisfatdria.
Foi obtida uma curva de calibragio para o peptideo bradicinina num intervalo de duas
ordens de grandeza em concentragio (1 a 100 pM), o que néo deixa de ser um resultado
relevante.

Quanto as separacdes em si, tivemos resultados satisfatérios também com aminoécidos
e neurotransmissores. Resultados ainda melhores podem ser obtidos aplicando-se uma
tensio mais elevada entre os extremos da coluna capilar. No nosso trabalho aplicamos
uma tensao constante de +18000 Volts, a qual teve um aproveitamento otimizado pois
minimizamos a distancia que separa o ponto de detecgio da extremidade final da coluna.

Nio é facil provar que o inico mecanismo de alargamento das zonas é a auto-difusdo.
Mas temos vérios indicios que nos sugerem que realmente é isto o que acontece. O mais
importante é o fato dos picos dos eletroferogramas serem simétricos e gaussianos. Um
outro dado muito importante é o fato da variancia dos picos aumentar linearmente com
o tempo, como realmente deve ser se somente a auto-difusao estiver presente.
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Portanto, pode-se afirmar que os modelos apresentados nos capitulos 2 e 3 descrevem
satisfatoriamente estes resultados experimentais e que sdo mostrados nos capitulos 4 e 5.

Quanto a instrumentagio e a aplicabilidade do laser pulsado, neste estigio do desenvol-
vimento, podemos concluir que o laser N, forneceu resultados promissores para trabalhos
de refinamento do presente protétipo. O laser Ny particularmente é interessante por ser
um laser de baixo custo, aspecto importante em instrumentagao.
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